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ABSTRACT

In this study, the fluorescence spectra of three extravergin olive oil samples were investigated and
subsequently compared with those of sunflower oil and olive pomace oil. It was desired to verify
as accurately as possible the compounds present in the oil without the possibility of artifacts caused
by dilution of the oil in solvents. Thus, the oils were analyzed without treating or preparing them
in advance. After the absorption maxima were found at 412 nm, 454 nm, and 482 nm, the main
measurements could be carried out for the epifluorescence front-face method. To satisfy scientific
curiosity, the wavelength of 365 nm which, based on UV-VIS analysis, was found to be outside
the UV-Vis spectrum of extra virgin olive oil, but present in the absorption spectral results of
sunflower oil, was used. During the course of the study it was shown that despite the weak
emission in this area, amounts of chemical compounds of olive oils were detected at 365 nm

excitation.

By correlating the results to previous studies carried out for the characterization of the compounds
of this oil, we were able to detect their presence at certain wavelengths. A fluorescence at 365 nm
and 412 nm was found, indicating an amount of chlorophylls with important contributions from
carotenoids and possibly tocopherols as well as phenolic chemicals in extra virgin olive oils. The
variations, compounds, present among the three extra virgin olive oil samples proved the major
influence of the origin and extraction process of the olive oils. In spectrum research, olive pomace
oil had outstanding fluorescence properties. It had a peak at 440 nm for excitation at 365 nm,
which might be attributed to chlorophyll a, and one at 460 nm for excitation at 412 nm, which was
connected with chlorophyll b. The peak at 520 nm for excitation at 454 nm was attributed to
pheophytin, while the peak at 530 nm for excitation at 482 nm was thought to be a lutein sharer.
On the other hand, sunflower oil surprised by the presence in a higher number of carotenoids.
These distinctions can be used to identify and classify different types of vegetable oils based on
their fluorescence spectra, revealing important information about their chemical composition and
quality. The differences in the spectra of the 5 oils analyzed were also highlighted, showing that

each oil has a unique spectral fingerprint.
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Introducere

Fluorescenta uleiului de masline este importanta in evaluarea autenticitatii si calitdtii acestuia,
deoarece poate dezvalui informatii despre compozitia chimicd, precum si despre prezenta
anumitor molecule, cum ar fi polifenolii si carotenoizii, care sunt markeri ai prospetimii i puritatii.
Uleiul de masline, in special uleiul de masline extravirgin, are mai multe beneficii pentru sanatate,
inclusiv caracteristici antioxidante, antiinflamatorii si cardioprotectoare, datorita concentratiei sale
ridicate de acizi grasi mononesaturati si de substante bioactive. Aceste beneficii au rolul de a
reduce riscul de boli cardiovasculare, de a imbunatati functia cognitiva si de a proteja Impotriva
anumitor tumori maligne. Analiza prin fluorescentd poate detecta adulterarea si amestecurile care
includ uleiuri de calitate inferioara, protejand astfel clientii si mentindnd standardele de calitate
ale pietei. Este un instrument util pentru cercetatori si producatori in vederea optimizarii metodelor
de extractie si conservare, rezultand un produs finit de inalta calitate cu cele mai mari avantaje
pentru sanitate. In industria uleiului de masline, clasificarea rapida a uleiului de masline de morarit
este esentiala pentru a distinge produse distincte pe baza calitatilor lor, asigurand identificarea,
calitatea si trasabilitatea. Abordarea prin epifluorescentd este necesara pentru o analiza completa
si nedistructivd a compozitiei uleiului, deoarece permite citiri exacte si continue pe care metodele

analitice traditionale nu le pot oferi.

Lucrarea prezenta are obiectivul de a investiga fluorescenta uleiului de masline extravirgin cu
ajutorul metodei epifluorescentei frontale, utilizdind un Spectrofluorimetru FP8000, Jasco, si
atribuirea pe baza studiilor de specialitate, fiecarei benzi specifice de fluorescenta o cantitate de
constituenti chimici ai uleiurilor. Spectrele au fost comparate cu cele ale uleiului de floarea-
soarelui si cel de turte de masline, pentru evidentierea cantitatiilor de compusi chimici si
evidentierea amprentei unice. Au fost realizate masuratori in vederea gasirii maximelor de
absorbtie cu ajutorul unui spectrofotometru cu dublu fascicul tip UV-VIS (V-750 Jasco).
Cercetarea a fost desfasuratd n cadrul Institutului de Cercetari Interdisciplinare in Bio-Nano-
Stiinte, Cluj-Napoca si in cadrul Universitétii Babes- Bolyai. Lucrarea s-a realizat pe trei capitole

substantiale.

Primul capitol inlobeaza eficienta metodei de fluorescentd frontala si epifluorescentd frontald in
vederea analizei uleiului, atat cantitativ, prin reducerea cantitatii necesare pentru investigare, fiind
nevoie de un volum mic pentru furnizarea unui set complet de date, cat si calitativ, oferind

informatii precise despre uleiuri, nefiind nevoie de tratarea care sa ducd la formarea de artefacte.
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De asemenea, tot aici sunt subliniate si proprietdtile nutritive ale uleiului de masline pentru

sdnatate, in special in cazul colesterolului ridicat si prevenirea bolilor cardiovasculare.

Cel de-al doilea capitol cuprinde prezentarea fiecarui tip de ulei supus investigarii, fiind un total
de 5 uleiuri vegetale, printre care 3 de masline extravirgin, iar celelalte doud de floarea-soarelui si
de turte de masline. Metodele si aparatura utilizatd in vederea atingerii scopului au fost de

asemenea mentionate in aceasta parte.

In cel de-al treilea capitol, s-au interpretat rezultatele experimentale. Pe baza studiilor de
specialitate realizate in vederea Investigarii componentelor chimice prezente in ulei, am atribuit
varfurilor spectrelor de fluorescenta rezultate, un compus si concentratia acestora. S-au comparat

uleiurile, accentuandu-se caracterul unic al fiecaruia.

In cadrul concluziilor si perspectivelor am sumarizat idei importante din cadrul lucrarii si

imbunatatiri pentru maximizarea rezultatelor si metodei.
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Capitolul I: Notiuni generale

1.1. Fluorescenta

Luminescenta este un fenomen care constd in emisia de fotoni din stari excitate electronic.
Principalele subcategorii diferentiate prin tipul de energie excitatoare ale acesteia fiind:
bioluminiscenta, chemiluminiscenta, electroluminescenta, fosforescenta si fluorescenta, trecute in

tabelul 1.1.

Tabelul I.1. Principalele forme de luminescenta [1]

Tipul de luminescentd Tipul de energie care o induce
Bioluminiscenta Reactii biochimice

Chemiluminiscenta Reactii chimice

Electroluminescenta Campuri electrice

Fluorescenta Unde electromagnetice din domeniul UV-Vis
Fosforescenta Unde electromagnetice din domeniul UV-Vis

In cazul fosforescentei, emisia unui foton are loc atunci cand starea excitata electronic este o stare
de triplet (adica electronul de pe nivelul excitat are spin paralel cu electronul de pe nivelul
fundamental, neexcitat).

Fluorescenta, pe de alta parte, consta in emisia unui foton in urma dezexcitarii unui nivel electronic
de singlet (electronul de pe nivelul excitat are spin antiparalel cu electronul de pe nivelul
fundamental). Tranzitia electronicd corespunzatoare emisiei de fluorescenta este foarte rapida, cu
viteze apropiate de 108 secunde™!. Deci, durata emisiei de fluorescentd, este micd, de aproape
1078 secunde sau 10 nanosecunde. Ca urmare, timpul de viata al nivelului excitat electronic este,
in majoritatea cazurilor de ordinul 10 al nanosecundelor [2]. Aceasta (fluorescenta) se
caracterizeaza prin sensibilitatea si specificitatea sa. Este rapida, neinvazivad si rentabila, fara
pregdtire a probei si fard emisii. Este considerat un instrument promitator pentru monitorizarea
procesului si reglarea parametrilor esentiali pe parcursul productiei, pentru a satisface in mod

eficient standardele de calitate si sigurantd necesare.|3]
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Inca din secolul XX domeniul spectroscopiei a stirnit curiozitatea cercetitorilor, printre ale ciror
nume s-au remarcat cele ale fizicianului polonez Aleksander Jabtonski si a fizicianului francez
Jean Baptist Perrin aldturi de fiul sau Francis Perrin care au adus contributii semnificative teoriei
fluorescentei introducand conceptul de transfer de energie rezonantad intre molecule si elaborand
o teorie pentru a explica fluorescenta Intarziatd activatd termic [4] ilustrAnd ulterior pentru

simplitate teoria intr-o diagrama cunoscuta drept:”Diagrama Jablonski”, figura I.1.
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Figura I.1. Diagrama Jablonski explicand aparitia fluorescentei si fosforescentei in urma

excitarii electronilor de la starea fundamentala singlet (Sy) la prima stare excitata singlet
(S1).[5]

In aceasta diagrama sunt prezentate principalele procese care apar in cazul emisiei de fluorescenti
sau de fosforescenta: absorbtia luminii, relaxarea vibrationald, conversia internd, trecerea intre
sisteme ("intersystem crossing"), emisia de fluorescenta si fosforescentd, precum si nivelele
electronice si vibrationale implicate in aceste procese. In plus, fiecare strat electronic contine un
numdr de niveluri vibrationale, iar fiecare nivel vibrational poate fi subdivizat in niveluri
rotationale; emisia de fluorescentd implica doar schimbarea starii vibrationale deodata cu
schimbarea stdrii electronice. La temperatura camerei, majoritatea moleculelor se afla in starea
electronica fundamentala, pe nivelul electronic So si pe nivelul vibrational v = 0. Diferitele tipuri
de tranzitii electronice pot fi observate in diagrama prin sdgeti verticale sau transversale. Exista

doua tipuri de procese de dezexcitare: neradiative (conversie internd sau relaxare vibrationald) si
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radiative (fluorescenta si fosforescenta - transfer de energie intre doua stéri electronice). Procesul
de fluorescentd se incheie atunci cand unda electromagneticd excitatoare nu mai este prezenta,
fiind considerat un proces scurt. Tranzitia So-0 (de la nivelul vibrational fundamental al starii
electronice fundamentale la S+-0 (nivelul vibrational fundamental al primei stari electronice
excitate) este cea mai comuna, in timp ce celelalte tranzitii necesita mai multa energie. Absorbtia
de energie Intrebuintatd pentru a aduce o moleculd in starea excitatd nu afecteaza semnificativ
distantele internucleare ale moleculei. Distributia nivelurilor vibrationale rdmane similard in
ambele cazuri, ceea ce permite ca spectrul de fluorescenta sa fie considerat imaginea in oglinda a
spectrului de absorbtie (atunci cand spectrele sunt reprezentate in numere de undad).Ca urmare a
pierderii de energie in starea excitatd cauzatd de relaxarea vibrationald, energia emisiei de
fluorescentd este mai mica decat energia absorbita. Cu alte cuvinte, fotonii emisi au o lungime de
unda mai mare decat cea a fotonilor absorbiti, ceea ce este cunoscut sub numele de deplasarea
Stokes [6] . Utilizarea spectroscopiei de fluorescentd pentru a stabili noi metodologii analitice in
analiza alimentelor a starnit interesul cercetatorilor si al Intreprinderilor din domeniul alimentar.
Acest lucru se datoreaza, in majoritatea cazurilor, interesului tot mai mare al publicului pentru
standarde de inaltd calitate In aplicatiile alimentare; a devenit vitala obtinerea de informatii
calitative si cantitative despre materiile prime, produsele intermediare si finale pentru o prelucrare
optimad [7]. Spectroscopia de fluorescentd are numeroase utilizdri in analiza alimentelor.
Principalele aplicatii asupra alimentelor, incluzand caracterizarea produselor alimentare, fiind:
identificarea modificarilor termice in timpul procesarii, detectarea falsificarii, monitorizarea
originii geografice, detectarea autenticitatii, monitorizarea proprietdtilor chimice si reologice,
determinarea deteriordrii microbiene si detectarea oxidarii lipidelor in alimente. Capacitatea de
detectare a spectroscopiei de fluorescenta depinde de prezenta unor fluorofori distincti in diferite

alimente.

Figura 1.2 rezuma prezenta fluoroforilor in diferite tipuri de alimente, care sunt un amestec
complex de fluorofori, inclusiv proteine (aminoacizii aromatici triptofan, tirozina si fenilalanina),
cofactori (NADH, FADH si FMN), vitamine (piridoxind, vitamina A, tocoferol si riboflavind),
clorofila si porfirine. In plus, in timpul procesarii si depozitarii, produsele de reactie Millard si
oxidarea lipidelor produc substantele chimice responsabile de fluorescentd[8]. Acesti fluorofori

au emisie de fluorescentd in regiunea specificd a spectrelor prezentate in figura 1.2.
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Figura 1.2 Diagrama de contur pentru spectrul de fluorescentd 2D pentru a ardta diferiti
fluorofori: fenilalanind (1), tyrosine (2), tryptophan (3), vitamina E (4), pyridoxine si derivatele

acestora(5 and 7), NADH (6), FMN, FAD, si riboflavin (8 and 9)[9]

1.2. Metode folosite in spectroscopia de fluorescenta

Tehnica traditionala (RA) este utilizatd de obicei pentru examinarea probelor diluate si clare,
pentru care absorbanta probei nu depaseste 0,5. In acest caz fasciculul incident cade perpendicular
pe peretele cuvei, iar emisia de fluorescenta se determina la 90 de grade fata de fascicului incident.
Intensitatea emisiei de fluorescentd este proportionalda cu concentratia de fluorofori, conform
ecuatiei (1):

F = 2.303KI,ebc (1)
unde K este o constanta bazata pe geometria instrumentului, lo este intensitatea fasciculului de
excitatie, e este absorbativitatea molara a fluoroforului analizat, b este lungimea drumului parcurs

de lumina prin cuva, iar ¢ este concentratia.

Daca absorbanta probei este mai mare de 0,5, pentru determinarea intensitatii reale a emisiei de
fluorescenta trebuie facute anumite corectii, deoarece pe fiecare strat din proba ajunge o intensitate
diferita a luminii incidente, deoarece straturile anterioare absorb o parte din fasciculul excitator.
In plus, poate sa apara si fenomenul de re-absorbtie a luminii emise prin fluorescenta, mai ales
daca deplasarea Stokes este micad. Astfel, intensitatea reald a emisiei de fluorescentd este
influentatd de absorbtia la ambele lungimi de unda (A,,; Aey, ), conform ecuatiei (2):

Em(Aexci Aem) = KF (Rex; Aom) 1071405 Gexe) 455 Gem))0 @)

10
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In aceasta ecuatie, Em(lexc, lem) este intensitatea reala a emisiei de fluorescenta, F(lexc, lem) este
intensitatea de fluorescentd masurata pentru a absorbanta scdzuta (deci pentru proba diluata),

lexc este lungimea de unda cu care a fost excitata proba, lem este lungimea de unda a fasciculului
emis prin fluorescenta, ABS(lexc) reprezinta absorbanta probei la lungimea de unda de excitatie,
ABS(lem) reprezinta absorbanta probei la lungimea de unda de emisie, K este o constanta de

normalizare, iar b este este lungimea drumului parcurs de lumina prin cuva. Factorul

10~ (4BSQex)+4BS(em))b se numeste factor de corectie al absorbantei[10]

Prin urmare, in tehnica RA trebuie diluata proba originala cu un solvent adecvat pana cand se
atinge o absorbanta mai mica de 0,5. Uneori, rezultatele obtinute din probe diluate nu sunt neaparat
echivalente cu cele obtinute din proba originald. Acest lucru se datoreaza pierderii mediul original
din matricea netratatd, ceea ce este semnificativ, avand in vedere ca substantele chimice
fluorescente sunt foarte sensibile la mediul inconjurator [11]. Pentru solutionarea problemei si
pentru a evalua direct probele native (care pot fi concentrate, tulburi sau chiar solide), este
preferabild tehnica frontald cunoscutd si sub numele de:”front-face spectroscopy”. Tehnica
utilizatd pentru prima datd in 1968 [12]. Principala variatie fatd de abordarea traditionald este
schimbarea unghiului de incidenta, dupa cum se poate observa si 1n figura 1.3. Acest unghi este
definit ca fiind unghiul creat de fasciculul de excitatie si perpendicularul la suprafata luminata a
celulei si este, de obicei, de aproximativ 30° in tehnica "front-face". Emisia se masoara la 90 de
grade 1n raport cu fasciculul de excitatie. Astfel, proba este excitata si radiatia emisa este masurata
pe aceeasi fatd a celulei (in prezent se folosesc cuve triunghiulare). Ca urmare, radiatia nu trece
prin toati solutia. In aceasti metodd, lumina reflectatd, radiatia imprastiata si procesele de

depolarizare sunt reduse [13].

11
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Excitatie
° °
Emisie
Figura 1.3 Schematizarea metodei spectroscopice de fluorescentd "front-face"

Pentru a verifica modul in care masuratorile fluorimetrice sunt afectate de proprietatile intrinseci
ale unor fluorofori, Zandomeneghi et all. au realizat masuratori ale emisiei de fluorescenta pentru
doi fluorofori "test" a caror spectre de fluorescenta acopera domeniul spectral de fluorescenta al
uleiului de masline, si anume: vitamina E (absoarbe la 250-310 nm ; emite la 300-450 nm) si
Riboflavina (absoarbe la ~500 nm; emite la 500-700 nm). Astfel ei au folosit atat tehnica RA
(probe diluate) cat si cu tehnica FF (probe concentrate), si au ajuns la concluzia ca, spectrele de
fluorescenta pentru probe ce aveau absorbanta mare (pana la 10 a.u.) obtinute cu tehnica FF, sunt
foarte similare cu cele "ideale" masurate cu tehnica RA pentru o absorbanta sub 0,5 a.u. In plus,
s-a observat ca intensitatea maximului de fluorescenta depinde exponential de concentratia
fluoroforului. In plus, autorii concluzioneaza ca in prezenta a doi sau mai multi fluorofori (cum e
cazul uleiului de masline), intre intensitatea emisiei de fluorescenta si concentratia de fluorofori,
va exista o dependenta liniara numai la acele lungimi de unda la care absorbanta corespunzatoare
a tuturor fluoroforilor este scazuta. In cazul in care absorbanta corespunzatoare unor fluorofori
este mai mare, se va observa un spectru deformat, iar intensitatea emisiei de fluorescenta nu mai
depinde de concentratia fluoroforului[10].

Cu toate acestea, epifluorescenta, de alftel si modulul utilizat in studiul de fata, este recomandata
pentru analiza uleiurilor datorita capacitatii sale de a detecta si cuantifica fluoroforii naturali, cum
ar fi polifenolidele si clorofila, care indica autenticitatea si calitatea produsului. Acest mod prezind,
de asemenea, o sensibilitate si o specificitate ridicatd, permitdnd identificarea precisd a
compusilor. Avantajul si deosebirea de metoda clasica fiind reducerea cantitatii analizate, fiind
nevoie de un volum considerabil mai mic. in plus, epifluorescenta pastreaza integritatea uleiului,

12
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permitand efectuarea, in cazurile necesare, de analize suplimentare. Viteza si eficienta acestei
metode permit testarea unui numdr mare de probe Intr-o perioadd scurtd de timp, ceea ce este

esential pentru controlul calitétii in productia si comercializarea uleiului de masline[14].

proba de ulei pe lamela

Figura 1.4 Ilustrarea principiului de epi-iluminare

In figura 1.4 este reprezentat schematic modulul de epi-iluminare. [luminarea si captarea luminii
emise ale uleiului se realizeazd din partea datoritd amplasarii pe aceeasi parte a sursei de lumina

si a detectorului.

1.3. Uleiul de masline

Cu o datare din timpurile biblice, productia si utilizarea uleiului de masline (OO- olive oil) a
cunoscut o extindere dincolo de regiunea apartindtoare Marii Negre si 1n alte parti ale lumii [15].
Faima sa cunoscand inca din Grecia Antica o popularitate imensa, fiind numit si: "elixir al tineretii
si al sandtatii", datoritd caracteristicilor sale dietetice si a avantajelor pe care le are pentru sanatate
[16]. Aceastd grasime vegetala lichida, procurata printr-o extractie din fructele de maslin (Olea
europaea L.) a avut implementari atat pe plan nutritional, cosmetic cat si farmaceutic [17]. O
evaluare din 2017 a patru studii de cohorta si 29 de studii de control randomizate a descoperit ca
persoanele cu cel mai mare aport de ulei de masline au avut o probabilitate cu 16% mai mica de a

dobandi diabet de tip 2 decét cele cu cel mai mic aport. Mai mult, analiza a descoperit ca

13
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suplimentarea cu ulei de masline a imbunatatit markerii de control al glicemiei pe termen lung si
glicemia la post la persoanele cu diabet de tip 2, In comparatie cu grupurile de control, ceea ce
implica faptul cad uleiul de masline poate fi eficient in prevenirea diabetului de tip 2 si in
imbunatatirea rezultatelor de sanatate al celor care 1l au deja[18]. S-a constat astfel ca uleiul de
masline are un continut ridicat de MUFA (monosaturated fatty acids), In special de acidul oleic,
care reprezinta 55-83% din compozitia acizilor grasi[19], care imbunatatesc metabolismul glucozei
si cresc oxidarea grasimilor postprandiale si termogeneza indusa de dietd in comparatie cu dietele
mai bogate 1n grasimi saturate[ 16]. Cu toate acestea, studiile au continuat aratanu-se ca pe langa
continutul ridicat de acid oleic, OO contine numerosi compusi minori, dar foarte bioactivi [20],
care, desi sunt prezenti doar in proportie de 1-2% din greutatea uleiului, includ peste 230 de
compusi chimici [21] (inclusiv tocoferoli, squalene, alcooli grasi, alcooli triterpenici, steroli
vegetali, pigmenti polari si compusi hidrofili, in principal polifenoli, cum ar fi oleuropeina si
metabolitii sai hidroxitirosol si tirozol, care constituie aproximativ 80% din continutul fenolic al
uleiului de masline [22]. Compusii fenolici se regasesc mai ales n uleiul de masline virgin (VOO)
si extravirgin (EVOOQO) atunci cand sucul de masline este colectat in intregime prin presarea
mecanicd a maslinelor. Numerosi componenti, in special polifenoli, se pierd in procesul de rafinare
utilizat pentru producerea uleiului de masline obisnuit sau rafinat [23].

Consumul sub forma de suc de fructe, cunoscut sub numele de ulei de masline virgin (VOO), a
devenit unul dintre componentele cheie ale dietei mediteraneene datorita efectelor benefice pentru
sanatate: impotriva bolilor cardiovasculare si a cancerului [24]. Productia mondiald de ulei de
masline a fost aproximata ca fiind de 3 x 10° t pe an, Spania fiind principalul producator, cu o
productie medie de 1,4 x 10° t in ultimele trei sezoane. Cresterea semnificativa a cererii de ulei
de masline de inalta calitate din ultimii ani datorandu-se de altfel si caracteristicilor sale senzoriale
unice [25]

In cadrul studiului PREDIMED (Prevention with Mediterranean Diet), uleiul de masline
extravirgin (EVOO) a imbunatatit tensiunea arteriald, controlul glicemiei la diabetici, functia
endoteliala, stresul oxidativ si profilurile lipidice (scdderea TAG, cresterea HDL si scaderea
colesterolului total si LDL) si a redus concentratiile de markeri inflamatori, cum ar fi proteina C
reactiva si IL-6[26]. Remarcandu-se si pentru ajutorul sau intr-o mai buna favorizare a colesterolul

bun (HDL) si scaderea colesterolul rau (LDL)[27].
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1.4. Studii de fluorescenta asupra uleiului de masline

O diversitate de studii datate incd din secolul XX au ardtat ca uleiul de masline extravirgin
inglobeazd o varietate bogatd de antioxidanti, printre care se numara carotenoizii $i compusii
fenolici, cu proprietati lipofile si hidrofile, prezenti in multe alte fructe si legume. In categoria
antioxidantilor lipofili se includ tocoferolii, In timp ce cei hidrofili includ flavonoidele, alcoolii si
acizii fenolici, secoiridoidele(prezente exclusiv in plantele din familia Olearaceae) si metabolitii
acestora[28]. Cu toate acestea, efectele anticancerigene ale carotenoizilor ((in special g —
carotenoizi), prezenta acizilor fenolici simpli ca acizi secundari[29] si a acizilor galici( substanta
prezenta si In ceai)[30] au reprezentat un interes deosebit In domeniu, existand un numar mare de
articole raportate. Printre care cercetarea scrisd de Van Poppel et al. [31] din 1997, in care a fost
explicatd activitatea anticancerigena a carotenoiziilor. Cercetarea a fost folosita drept baza pentru
articolul publicat 17 ani mai tarziu, in 2012, de McQuistan Tj et al.[32], unde s-a demonstrat ca
aceste concentratii de clorofila intalnite in legumele verzi (legume bogate in clorofild) pot oferi o
cancerigene. in cazul uleiului, precum cel de masline, culoarea a fost un prim indice care a dovedit
prezenta clorofilei si carotenoizilor, cu toate acestea, metodele utilizate pana in 2012 nu au putut
oferi informatii precise si rapide in privinta cantitdtii totale prezente in uleiul de masline a

acestora(carotenoizilor si clorofilei)[33].

Componenta esentiald a procesului de productie si comercializare a uleiului de masline este
reprezentati de ramura industriei. In timpul procesului de micinare a maslinelor, caracterizarea
rapidd a uleiului rezultat din aceste fructe este necesara pentru separarea diferitele produse din
depozite pe baza proprietatile lor, asigurand astfel identitatea, calitatea si trasabilitatea. Cu ajutorul
abordarilor actuale, controalele riguroase ale calitatii nu pot fi realizate Tn mod satisfacédtor in
prezent din cauza necesitatii unor instrumente analitice care s furnizeze informatiile relevante cat
mai rapid si in continuu. De aceea, procedurile nedistructive sunt cautate si utilizate ca o
alternativa in vederea Imbunatatirii, fiind necesard dezvoltarea si confirmarea acestora. Pornind
de la acest impediment, Sikorska et al.[34] a raportat tehnicile fluorescentei suficient de abile in
monitorizarea compusilor din ulei. Dupad acest studiu, aplicarea fluorescentei in analiza
alimentelor a cunoscut o crestere a utilizarii, considerabild, in ultimii ani devenind din ce in ce mai
populard[35]. Uleiurile vegetale, in special uleiul de masline, reprezentdnd una dintre categoriile
importante pentru care aceasta tehnica neinvaziva a fost suficient de fiabila, reusind sd confere o
analiza precisd [27]. Tehnica fluorescentei in unghi drept a reprezentat o prima alegere in vederea

studierii datoritd luminii de excitatie ajunsa la detector, redusa la minim. Cu toate cd zgomotul de
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fond s-a dovedit a fi redus, implicind permitdnd o masurare mai precisd a semnalului de
fluorescentd, metoda nu a conferit rezultatele corecte pentru probele nediluate cu densitati optice
mari, precum uleiurile vegetale. In lucrarea lui Maurizio Zandomeneghi et al.[10] s-a facut pentru

prima oard o comparatie directd intre metoda fluorescentei in unghi drept( ,,right-angle”) si

fluorescenta front-face.
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Figura L.5 Spectrul de emisie a uleiului de masline cu lungimea de unda de excitare de 320 nm.
Unde ,,a” reprezinta spectrul realizat cu metoda front-face; ,,b”- spectrul rezultat in urma utilizarii
metodei Tn unghi drept cu aplicarea unei corectii de absorbtie; ,,c”-spectrul de absorbtie a uleiului

analizat, multiplicat cu 10°; ,,d”- spectrul de absorbtie a metodei in unghi drept, fara aplicarea

unei corectii de absorbtie[ 10]
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Figura 1.6 Spectrul de emisie a uleiului de masline cu lungimea de unda de excitare de 280 nm.

Unde ,,a” reprezinta spectrul realizat cu metoda front-face; ,,b”- spectrul rezultat in urma utilizarii
metodei n unghi drept cu aplicarea unei corectii de absorbtie 3.7; ,,c”-spectrul rezultat in urma
utilizarii metodei front-face a uleiului analizat, cu o corectie de grad doi; ,,d”- spectrul rezultat in

urma metodei in unghi drept [10].

In cele doua figuri, prezentate mai sus( Figura 1.5 si Figura 1.6), sunt ilustrate rezultatele obtinute
in cadrul studiului mentionat anterior (Maurizio Zandomeneghi et al.[10]), a aceluiasi ulei de
masline, nediluat la doud lungimi de unda diferite, 320 nm respectiv 280 nm. Spectrele inregistrate
cu ajutorul metodei in unghi-drept au fost afectate vizibil din cauza efectului de "Filtru intern", ce
apare in cazul solutiilor prea concentrate. Diferentele semnificative in privinta pozitiei benzilor,
numarului, formei si intensitdtii nu au fost prezente in cazul regiunii clorofilei cu o lungime de
undd mare. Cu toate cad efectul de "filtru intern", produse de absorbtia radiatilor de emisie si
excitatie, au avut corectii matematice, spectrele de fluorescentd in unghi drept au suferit
distorsionari semnificative. Contrar, autoabsorbtia s-a dovedit ca a afectat mai putin spectrele de
fluorescentd obtinute cu metoda front-face, ducand astfel la obtinerea unor informatii mai fiabile

despre tipul si concentratia fluoroforilor[10].

Cat despre recunoasterea surselor individuale de emisie si atribuirea fiecarei benzi de emisie unui

anumit compus, s-a realizat o comparare cu componentele chimice fluorescente pure.
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Tabelul 1.2 Componentele principale ale uleiului de masline si proprietatile de fluorescenta[36]

Compus Solvent Aaps[nm] | Solvent 2 Aex[nm] | Agpp[nm]
Vitamina E
a-tocoferol Etanol 292 n-hexan 295 320
f-tocoferol Etanol 296 n-hexan 297 322
6-tocoferol Etanol 298 n-hexan 297 322
y-tocoferol Etanol 298 n-hexan 297 322
a-tocotrienoli Etanol 292 n-hexan 290 323
f-tocotrienoli Etanol 292 n-hexan 290 323
d-tocotrienol Etanol 297 n-hexan 292 324
y-tocotrienol Etanol 297 n-hexan 290 324
Clorofila
Clorofila a Acetona 430 Eter 436 668
663 acetona 405 669
Clorofila b Acetona 455 Eter 436 648
646 9:1 acetond/apa 405 652
Feofitina a Acetona 409 Eter-acetona 436 673
666 9:1 acetond/apa 406 671
Feofiftina b Acetona 434 Eter-acetona 436 661
654 9:1 acetona/apa 435 658
Feoborbida a Acetona 409 Eter-acetona - -
667 9:1 acetona/apa - -
Compusi fenolici
Oleuropeina Etanol 282 Etanol/n-hexan 270 310
Acid vanilic - - Metanol 270 349

Aaps-lungimea de unda de absorbtie; A,,-lungimea de unda de emisie; A,,,-lungimea de unda de

emisie

Tabelul 1.2 rezuma proprietatile de fluorescenta ale substantelor chimice descoperite in uleiuri sau
suspectate de a cauza o emisie a acestora. Banda de lungime de unda scurtd a Intregului spectru
de fluorescenta, ce cuprinde intervalele de 270-330 nm in excitatie si 295-360 nm in emisie,
corespunde benzii de la 280-310 nm si este atribuita tocoferolilor si fenolilor. Aceastd descoperire
a fost sustinutd de observatii suplimentare. Pentru inceput, s-a stabilit cd o banda similara exista
in numeroase uleiuri vegetale, fie ca sunt presate, rafinate sau nu[34]. Aceasta observatie arata ca
tocoferolii contribuie, de asemenea, la emisia observatd in aceasta zona de lungime de unda, 280-
310 nm. Acestia (tocoferolii) sunt prezenti In majoritatea uleiurilor vegetale la concentratii extrem
de variabile, variind intre 70 si 1900 mg/kg[37]. Grupa vitaminei E este formatd din patru

tocoferoli naturali si patru tocotrienoli, toti cu configuratia R la cele trei duble conexiuni din lantul
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lateral al tocotrienolilor. Datoritd asemanarilor structurale, toti acesti compusi au un spectru de
absorbtie UV si proprietdti de fluorescenta foarte asemanatoare (a se vedea Tabelul 1.2). «
—tocoferolul este cel mai raspandit tocoferol din uleiurile de masline. Spectrele uleiului de
masline prezintd o banda identica cu spectrul de luminescenta totald a a-tocoferolului dizolvat in
n-hexan. Spectrele de excitatie corespund bine cu spectrele de absorbtie ale tocoferolului in n-
hexan[36]. Cu toate acestea, o cercetare mai amdnuntita a spectrelor releva contributii din partea
mai multor fluorofori suplimentari. Cat despre spectrul vitaminei E dizolvat in n-hexan se poate
afirma cd in urma analizei spectrale a emis, similar benzii existente in uleiul de masline, in jurul
valorii de 320 nm. Majoritatea polifenolilor prezenti in ulei sunt compusi fluorescenti care absorb
in intervalul 260-310 nm si emit in intervalul UV apropiat, cu benzi centrate la 310-370 nm[38].
Acesti compusi fenolici pot fi identificati prin fluorescentd dupa separarea HPLC la lungimi de
unda de excitatie la 264 nm, 280 nm, 310 nm, si emisie de 320 nm, 354 nm, 430 nm[39].
Cheikhousman et al. [40] au studiat spectrele de fluorescenta ale unui standard de vitamina E in
hexan si ale unui extract de polifenoli din ulei in metanol-apa la aceeasi concentratie ca si cea a
uleiului de masline extravirgin. Maximele in spectrele de excitatie ale fluorescentei masurate la
lungimea de unda de emisie de 330 nm a extractului de polifenol din ulei si a vitaminei E au fost
de 284 nm respectiv 290 nm. Asemanarea dintre spectrul reconstruit al amestecului si spectrul
uleiului de masline extravirgin a evidentiat contributia spectrald atat a tocoferolilor, cat si a
substantelor chimice fenolice la fluorescenta acestuia[40]. Recent, intensitatea fluorescentei la
280nm excitatie si 320 nm in e emisie a fost utilizatd cu succes pentru a evalua concentratia de
fenol 1n extractele de metanol si apd a uleiului de masline[41]. Datoritad proprietatilor de
fluorescentd comparabile dintre tocoferoli si alti compusi fenolici( Tabelul 1.2), emisia acestora
apare ca o singura banda larga. Daca se doreste identificarea diferitelor specii, se va recurge la o

investigare mai amanuntita a spectrelor de xcitatie si de emisie in regiunea respectiva.

In Figura 1.6 s-a observat concordanta dintre spectrele de emisie si excitatie ale uleiului de masline

cu cele ale tocoferolului.
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Figura 1.6 A: spectrele fluorescenta (de emisie si de excitatie) ale uleiului extra virgin de masline

(verde si albastru) si a tocoferolului (rosu), rezultate in urma excitarii la lungimile de unda de 280

nm si 295 nm. B: spectrul de fluorescenta sincron a uleiului extra virgin de masline[36].

Pentru evitarea suprapunerii benzilor spectrale s-a recurs la metoda de fluorescenta sincrond

(fluorescenta front-face), reducandu-se latimile spectrale ale acestor benzi. Ulterior, a fost

descoperita si o asociere liniara intre intensitatea emisiei de fluorescenta la 301 nm si concentratia

totald de tocoferol, evaluatd cromatografic pentru o serie de uleiuri vegetale diluate diferit .[34]
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Capitolul II: Materiale si metode
111 Materiale

Pentru realizarea studiului s-au achizitionat, din comert, cinci tipuri distincte de ulei vegetal: extra-
virgin de masline de origine italiand, extra-virgin nativ din Spania, extra-virgin organic spaniol,
de floarea-soarelui (SFO-sunflower oil) produs in Romania si din turte de masline (OPO-olive

pomace oil) importat din Germania, evidentiate in Tabelul II.1.

Pentru a preveni contaminarea compozitiei uleiului cu compusii nesandtosi din plasticul
ambalajelor (polietilen tereftalat, polistiren, polipropilena etc.), esantioanele au fost depozitate in
flacoane din sticla opaca cu o capacitate de 30 ml. Recipientele originale se pot observa in Figura
II.1. Depozitarea a avut loc intr-o camera feritd de radiatia solara directd, la temperaturi de 15-20

de grade Celsius.

EVOO-1 EVOO-2 EVOO-3 SFO OPO
: s

=] T

Figura II.1 Probele de ulei in recipientele originale

In tabelul IL.1 sunt prezentate diverse informatii legate de uleiul utilizat pentru analiza
spectroscopica. Astfel, pe langa tara de origine si denumirea comerciald, este indicatd prescurtarea

folosita pentru fiecare tip de ulei in aceastd lucrare precum si compozitia in acizi grasi (in g/L)
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Tabel I1.1. Prezentarea probelor de ulei utilizate

Studiul fluorescentei uleiului de masline

masline

Compozitie acizi | Recipient
‘ Tara de Prescurtare- ]
Nr. crt. Denumire proba o grasi /litru de
origine nume proba _
[g/L] depozitare
Ulei de masline ‘
1 extra-virgin Spania EVOO-1 14
EVOO 1
organic vl j
Ulei de masline ‘
2 - Italia EVOO-2 14 W |
extra virgin EV00 2
N>
s
; Ulei de masline Soani EVOO23 . - |
ania - )7
extra-virgin P EV00 3
-
Ulei de floarea . £ o
4 Romania SFO-4 10 LEI
sorelui e
-
Ulei din turte de /A\
5 Germania OPO-5 13,7
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11.2 Metode

Pentru a preveni interferenta solventilor in fluorescenta uleiurilor[36], acestea au fost utilizate In
forma lor originald. Maximele de absorbtie au fost determinate cu un spectrofotometru cu dublu
fascicul tip UV-VIS (V-750 Jasco, produs in Japonia). Fiecare proba, in volum de 350 pl, a fost
prelevatd cu o pipetad cu volum reglabil, iar apa distilata a fost folosita ca solutie de referinta.
Rezultatele obtinute anterior au fost stocate si utilizate pentru excitarea si determinarea spectrelor
de fluorescenta si epi-fluorescentd, cu ajutorul unui Spectrometru de fluorescenta StellarNet Inc.
respectiv un Spectrofluorimetru FP8000 (Jasco, Japonia) setat la parametri optimi pentru studiul
de fata. Rezultatele masuratorilor au fost prelucrate in software-ul Origin (produs de OriginLab

Corporation).
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Capitolul III: Rezultate si discutii

Sub actiunea unui fascicul provenit de la un LED ce emite lumina cu lungime de unda de 365 nm,
s-au observat, vizual, emisia de fluorescentd a unuia dintre uleiurile de masline extra-virgin
analizate (EVOO-3) si a unei probe de ulei de floarea-soarelui. Dupd cum se poate observa in
Figura III.1 A, emisia de fluorescenta a uleiului de masline extravirgin este evidenta (fasciculul

observat are culoarea portocalie, chiar daca fasciculul excitator este indigo) .

Figura III.1 A: Fluorescenta uleiului de masline; B: Fluorescenta uleiului de floarea-soarelui;

excitare la 365 nm

In Figura IIL.1 s-au observat diferente vizibile intre fluorescenta fiecirui tip de ulei. In imaginea
A, uleiul de masline extravirgin prezentand o emisie de intensitate mare, de culoare portocalie,
contrar imaginii B unde fluorescenta a fost aproape inexistentd, observandu-se o emisie slaba de
culoare albastra. Am concluzionat posibilitatea utilizarii metodei de fluorescentd pentru
diferentierea uleiului de masline extravirgin de alte tipuri de ulei, in cazul de fata, uleiul de floarea-
soarelui. De asemenea, prezenta unei emisii puternice in uleiul din imaginea A (ulei de masline
extravirgin) poate indica si calitatea si autenticitatea acestuia, deoarece substantele chimice care

cauzeaza fluorescenta sunt legate de caracteristicile antioxidante si nutritionale ale uleiului.
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Pentru furnizarea unor informatii suplimentare care sa sustina teoria de mai sus, am-excitat cele
doua probe de ulei cu o lungime de undd semnificativ. mai mare, urmarind evolutia

comportamentului semnalului de fluorescenta sub intensificarea fasciculului incident, Figura I11.2.

S-a remarcat ca la 590 nm, uleiul de masline extravirgin continud sa emita, in continuare, o lumina
portocalie dar de aceastd datd mai puternica, sugerand o fluorescentd substantiald. Acest lucru
implica faptul ca substantele chimice fluorescente prezente in ulei, cum ar fi carotenoidele, sunt,
de asemenea, stimulate la aceastd lungime de undd de 590 nm, mentinand astfel intensitatea

semnalului de fluorescenta. Consistenta fluorescentei in cazul uleiului din imaginea 1 (Figura II1.1

si Figura II1.2) a indicat o prezenta stabila a compusilor fluorescenti.

Figura III.2 Fluorescenta uleiului de masline (imaginea A.1) cu o lumina excitatoare de lungime

de unda de 590

Asadar, fluorescenta clasicd la 590 nm a confirmat constatarile anterioare, demonstrand ca
abordarea prin fluorescenta este adecvatd pentru a distinge uleiul de masline extravirgin de alte

uleiuri, cum ar fi uleiul de floarea-soarelui.
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Pe baza ipotezelor rezultate din cele trei figuri mentionate mai sus, am aprofundat investigariile

pentru a le valida sau respinge.

A fost necesard aflarea maximelor de absorbtie la care sa putem furniza informatii cat mai concrete
despre lungimile de unda necesare excitarii uleiurilor pentru determinarea spectrelor de
fluorescentd, asadar, am realizat masurdtori cu ajutorul unui spectrofotometru cu dublu fascicul

tip UV-VIS (ultraviolet-vizibil), Figura II1.3.
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Figura II1.3 Spectrele de absorbtie UV-VIS

In cazul uleiului de masline extra-virgin (EVOO-1; EVOO-2; EVOO-3) lungimea de unda de 365
nm nu se suprapune cu benzile de absorbtie optime pentru substantele chimice din uleiurile
studiate, rezultdnd o excitare mai putin eficientd si, prin urmare, o emisie de fluorescenta mai
scazutd. Desi compusii chimici ai uleiurilor de masline pot avea o absorbtie minora la aceasta
lungime de unda, puterea lor de emisie este mai micd decat la alte lungimi de unda. Cu toate
acestea, am decis sa pastrez valoarea de 365 de nm pentru investigari, desi aceastd valoare poate
sd nu fie cea mai bund lungime de unda pentru excitarea substantelor chimice cheie din uleiuri,
este utild pentru un studiu aprofundat si comparativ. Aceasta s-ar putea, chiar, dovedi a fi necesara

pentru identificarea impuritdtilor, caracterizarea detaliatd si validarea metodei analitice. Atunci
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cand este asociat cu alte lungimi de unda, poate oferi o imagine completd si aprofundata a

compozitiei si calitatii uleiurilor studiate.

Acestea fiind spuse,-lungimile de unda folosite pentru detectarea emisiei de fluorescenta in cadrul

studiului de fatd au fost: 365 nm, 412 nm, 454 nm, 482 nm si 530 nm.

1111 Investigarea comportamentului fluorescent a uleiurilor extravirgine de masline

In Figura II1.4 sunt prezentate spectrele de epi-fluorescenti a primei probe EVOO-1, cu ajutorul
unui Spectrofluorimetru FP8000. Dupa cum se poate observa, maximul emisiei de fluorescenta
este pozitionat la 677 nm pentru cazurile excitarii cu: 365 nm, 412 nm si 482 nm, si la 670 nm
pentru excitarea cu 454 nm. De asemenea se constatd o modificare a intensitatii maximului emisiei
de fluorescenta: spectrul obtinut pentru excitarea la 482 nm are cea mai mare intensitate, Tabelul

III.1.
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Figura II1.4. Spectrele de epi- fluorescentd a probei 1 (EVOO) pentru excitarea cu lungimile de

unda: 365 nm, 412 nm, 454 nm, 482 nm
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Tabelul III.1 Schematizarea valorilor intensitétii fluorescentei in concordantd cu lungimea de unda

specificd pentru proba EVOO-3

Lungimea de unda excitatoare (nm) 365 412 454 482

Intensitatea de fluorescenta (counts) 114,6 394,5 359 470,5

In cazul colectirii informatiilor despre emisia de fluorescenti a probei EVOO-1, parametrii de
achizitie a datelor, parametrii instrumentului utilizat de masurare (Spectrofluorimetru FP8000), au
fost setate: 3X5; sensibilitate Tnaltd (High). Unde ,,3” este largimea fantei monocromatorului de
excitare (in mm), iar "5" este este largimea fantei monocromatorului de emisie (in mm), iar” high”

.....

semnalului.
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Figura IIL.5. Emisia de fluorescentd (metoda epi-fluorescentei) a probei 2 (EVOO-2) pentru

excitarea cu lungimile de unda: 365 nm, 412 nm, 454 nm, 482, nm

In cazul probei EVOO-2, am utilizat aceiasi parametri de achizitie a datelor: 3X5 rezolutie inalti

(High), In Figura IIL.5. se observa ca spectrul obtinut pentru excitarea cu lungimea de unda de 412
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nm are intensitate maxima, urmat apoi de 365 nm cu o intensitate considerabil mai mica, dupa

cum se remarca in Tabelul II1.2.

Tabelul I11.2 Schematizarea valorilor intensitétii fluorescentei in concordantd cu lungimea de unda

specifica pentru proba EVOO-2

Lungime de unda excitatoare (nm) 365 412 454 482

Intensitate de fluorescenta (counts) 469,16 168,2 45,5 44,1

In cazul probei EVOO-3, Figura IIL.6, compozitia densi a uleiului a eronat datele inregistrate
pentru metoda 3X3 rezolutie Tnaltd (High). Am luat decizia de a face o colectare a datelor uleiului
extravirgin de masline la un interval de 5 secunde, masuratoare repetatd de 5 ori consecutiv pentru
a obtine o medie a semnalului (5X5). Aceastd metodd a ajutat la reducerea zgomotului si la o
imbunatatire a preciziei masurdtorilor, pastrdndu-se Insd sensibilitatea inaltd a detectarii

semnalelor fluorescente.
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Figura II1.6. Emisia de fluorescentd (metoda epi-fluorescentei) a probei 3 (EVOO-3) pentru

excitarea cu lungimile de unda: 365 nm, 412 nm, 454 nm, 482 nm
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Tabelul I11.3 Schematizarea valorilor intensitétii fluorescentei in concordantd cu lungimea de unda

specificd pentru proba EVOO-3

Lungime de unda excitatoare (nm) 365 412 454 482

Intensitate de fluorescenta (counts) 464.4 366,14 32,5 35,9

In Tabelul II1.3 s-au structurat schematic intensititiile de fluorescenta. In plus fata de cele dous
probe anterioare (EVOO-1 si EVOO-2), am dorit analizarea comportamentului intensitatii la o
lungime de unda excitatoare de 530 de nm pentru observarea comportamentului fluorescent in
cazul unei lungimi de unda mai mare decat cele inregistrate cu ajutorul metodei UV-VIS. Cu toate
ca, dupd cum se observa in Figura III.6, lungimea de unda emisa se afla la 676 nm, indicand
prezenta clorofilei-a, magnitudinea este pozitionata la un nivel curios de inalt, indicand o cantitate
detectata la 530 nm (cu valoarea intensitatii de fluorescentd de: 325,1) mai mare decat in cazul

EVOO-2 la o excitare cu lungimea de unda de 412 nm.

Dificultatea Inregistrarii spectrelor de epi-fluorescentd in cazul probei 3 (EVOO-3), m-a condus
la investigarea comportamentului fluorescent in primul caz de excitatie cu lungimea de unda
controversata de 365 nm, pentru modul fluorescentei ,,front-face” clasic, Figura II1.7, cu utilizarea
unor cuve: doud patrate si una triunghiulara, parametrii fiind mai usor de vizualizat in Tabelul

111.4.
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Figura II1.7. Emisia de fluorescentd (metoda fluorescentei clasice) a probei 3 (EVOO-3) pentru

excitarea cu lungimea de unda: 365 nm, utilizdnd cuve distincte.

Tabel I11.4 Parametriil utilizati in modul fluorescentei ,,fron-face”

si cuvele folosite

Parametrii setati aparaturii utilizate

3X3 high

3X5 normal

5x5 normal

Cuva

triunghiulara

patrata

patrata

Iar in Tabelul II1.5 am structurat maximele in conformitate cu parametrii alesi, concluzionand ca

sensibilitatea inaltd cu o colectare de 3 ori a

cate 3 secunde.

Tabelul II1.5 Structurarea maximelor observate in concordanta cu parametrii selectati.

Parametrii setati aparaturii utilizate Maxime
3X3 sensibilitate 1nalta (High) 549,7
3X5 sensibilitate inalta 252,1
5x5 normal 457,11

Analizand Figura II1.7 care prezintd spectrele de fluorescenta frontale pentru proba de ulei de

masline (EVOO-3), am observat variatii ale intensitdtii fluorescentei pentru diferite setari

experimentale (3x3 sensibilitate inalta (high), cuva triunghiulara; 5x5 cuva patratd si 3x3 cuva
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patrata si sensibilitatea de detectie ridicatd). Spectrul obtinut pentru cazul 3x3 sensibilitate inalta
(linia rosie) prezinta cea mai mare intensitate la lungimea de undd de 365 nm, urmat de cazul 5x5
cuva patratd (linia albastrd) si 3x3 sensibilitate Tnalta (linia portocalie). Toate spectrele prezintd un
maxim de fluorescenta in jurul aceleiasi lungimi de unda, ceea ce sugereaza ca structurile chimice
fluorescente sunt detectate in mod similar, indiferent de filtrul utilizat. Consistenta maximelor
ului experimental. In concluzie, proba EVOO-3 prezinti caracteristici tipice pentru uleiul de

masline extravirgin, cu un maxim de fluorescenta in jurul lungimii de unda de 365 nm,

Am concluzionat pe baza celor 3 figuri (Figura III.1, Figura III.2, Figura III.3) pentru probele
EVOO-1, EVOO-2 SI EVOO-3, raportate la studiile de fluorescentd urmatoarele: clorofilele,
carotenoidele, polifenolii si vitamina E (tocoferolii) au fost descoperite in timpul analizei
fluorescente frontale a probelor de ulei de masline extravirgin. EVOO-1 prezinta o fluorescenta
intensa la 365 nm si 412 nm, indicand o cantitate mare de clorofile, cu contributii importante din
partea carotenoidelor si, posibil, a tocoferolilor. EVOO- 2 a prezentat un maxim intens la 412 nm,
indicand o cantitate mai mare de clorofile specifice acestei lungimi de unda, impreuna cu niveluri
mai mici de carotenoide si substante chimice fenolice. EVOO-3 are caracteristici comparabile cu
cele ale EVOO-2, dar cu intensitdti semnificativ mai mici la 365 nm si 412 nm, indicand o
compozitie chimica similara, dar cantitdti oarecum diferite de clorofile si carotenoide. Aceste
deosebiri reflecta variatiile in compozitia chimica si cantitatile de pigmenti si antioxidanti din cele
trei uleiuri de masline extravirgin, care sunt influentate de factori precum originea si procesul de

extractie.

111.2 Investigarea comportamentului fluorescent a uleiurilor de floarea-soarelui si turte de

masline

Ulterior, pentru a vedea diferentele dintre spectrele de fluorescenta ale uleiului de masline
extravirgin si cele ale altor tipuri de ulei vegetale, am preluat o cantitate mica din uleiul de floarea-

soarelui, carora i-am facut o expertizd asemanatoare primelor 3 probe analizate anterior.

In cazul uleiului de floarea-soarelui (,sun-flower oil”), am identificat, concis Figurii IIL.8

maximele din spectrul de excitatie, ca fiind in jurul valorii de 670-677 nm.
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Figura II1.8. Emisia de fluorescentd (metoda epi-fluorescentei a probei de ulei de floarea-soarelui

pentru excitarea cu lungimile de unda: 365 nm, 412 nm, 454 nm, 482, nm

Concentratiile clorofilei-a prezente din uleiul de floarea-soarelui s-au prezentat a fi conform
asteptarilor, mai exact: considerabil mai mici comparativ cu probele de ulei de masline, fapt

observabil mai bine in Tabelul I11.6.

Tabelul I11.6 Schematizarea valorilor intensitétii fluorescentei in concordantd cu lungimea de unda

specificd pentru proba de ulei de floarea-soarelui

Lungime de unda excitatoare (nm) 365 412 454 482

Intensitate de fluorescenta (counts) 48,47 19.14 | 13.1 10.2

Gasind diferente atat de vizibile numeric intre cele doua tipuri de ulei: de masline extra-virgin si
de floarea-soarelui, a apdrut intrebarea dacd un ulei mai apropiat de cel de masline ar prezenta
diferente drastice. Raspunsul a venit in urma analizarii uleiului de turte de masline, Figura I11.9,

unde s-a gasit un singur maxim la lungimea de unda de excitare de 365 nm.
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Figura II1.9 Emisia de fluorescentd(metoda epi-fluorescentei) a probei de ulei de floarea-soarelui

pentru excitarea cu lungimile de unda: 365 nm, 412 nm, 454 nm, 482 nm

111.3 Concluzionarea datelor inregistrate pentru toate probele

Pentru metoda epi-fluorescentei, maximele din spectrele de fluorescentd a probelor EVOO-1,
EVOO-2 si EVOO-3, determinate la lungimile de unda: 365 nm, 412 nm, 454 nm, 482 nm, au fost
situate la aproximativ 677 nm. Acestora li s-au atribuit, pe baza studiilor mentionate in ,,1.4. Studii
de fluorescenta asupra uleiului de masline”, compusul clorofilei: clorofila-a. Proba EVOO-1 a
reprezentat o concentratie mare de clorofild-a in intervalul lungimilor de unda: 412-482 nm, insa,
comparativ, EVOO-2 a avut cea mai mare concentratie detectati la 365 nm. In cazul uleiului de
floarea soarelui, s-a identificat o prezentd a clorofilei-a si clorofila-b de concentratii mici dar
concentratii mari de carotenoizi. Diferenta neasteptata in cadrul valorilor experimentale a fost
reprezentatd de uleiul de turte de masline care a prezentat o emisie curioasd cu un maxim la 440
nm, o intensitate maxima de aproximativ 450 counts. La 412 nm, maximul apare la 460 nm, cu o
intensitate de aproximativ 320 counts. Excitatia la 454 nm produce cea mai puternicd emisie, cu
un varf la 520 nm si o intensitate de aproximativ 650 counts. Excitarea la 482 nm produce un
maxim la 530 nm, cu o intensitate de 600 dcounts. Am observat cd maximele se deplaseaza catre

lungimi de unda mai mari pe masurd ce creste lungimea de undd de excitatie, iar intensitatea
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varfului este cea mai mare la 454 nm, urmata de 482 nm. Pe baza studiilor aferente, am
concluzionat cd maximul la 440 nm pentru excitare la 365 nm corespunde clorofilei a, in timp ce
maximul la 460 nm pentru excitare la 412 nm corespunde clorofilei b. Picul la 520 nm pentru
excitare la 454 nm corespunde feofitinei, in timp ce maximul la 530 nm pentru excitare la 482 nm
este cel mai probabil atribuit luteinei. Se stie cd aceste substante chimice se gasesc in uleiurile

vegetale, ceea ce contribuie la fluorescenta unica observata in acest studiu.

IT11.3 Compararea spectrelor obtinute prin metoda clasica pentru uleiul de floarea-

soarelui si EVOO-3
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Figura II1.7 Spectre de fluorescenti. In stinga se afld spectrul probei de ulei de masline extra-

virgin EVOO-3, pe cind in dreapta se afla spectrul probei de floarea-soarelui.

In Figura II1.7, am dorit o analizi comparativa intre comportamentul uneia dintre probele de ulei
de masline extra-virgin cu uleiul de floarea soarelui. Diferentele dintre spectre se resimt in cazul
maximelor, In cazul uleiului de masline extravirgin (stanga) intensitatile maximelor de
fluorescentd sunt mult mai mari decat in cazul uleiului de floarea soarelui (dreapta). Atunci cand
comparam spectrele clasice de fluorescentd ale probelor de ulei de masline extravirgin (EVOO-3)
si de ulei de floarea-soarelui, observam schimbadri considerabile In compozitia lor chimica.
Spectrul probei de ulei de masline extravirgin prezinta maxime intense la 295 nm si 365 nm,
indicand un continut ridicat de clorofile si polifenoli. Existenta unor maxime mai putin intense la

437 nm si 502 nm indica prezenta carotenoidelor, in cantititi reduse. In schimb, spectrul probei
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de floarea-soarelui contine maxime de intensitate redusa la 295 nm, 345 nm, 365 nm si 390 nm,
indicand prezenta anumitor substante chimice fenolice si a clorofilelor. In plus, uleiul de floarea-
soarelui contine o mai mare varietate de substante chimice observabile prin fluorescenta la diferite
lungimi de undd, indicdnd un spectru mai larg de pigmenti si antioxidanti. Diferentele de
intensitate si distributie a acestor maxime de fluorescenta intre cele doua probe indica diferente
mari ale compozitiei chimice si ale cantitatilor relative de substante chimice, influentate de
originea si procedura de extractie a fiecirui tip de ulei. Intr-o concluzionare finala, uleiul de
madsline extravirgin are o cantitate mai mare de compusi fenolici si clorofile, dar uleiul de floarea-
soarelui are mai multe carotenoide. Aceste distinctii pot fi utilizate pentru identificarea si
clasificarea diferitelor tipuri de uleiuri vegetale pe baza spectrelor lor de fluorescenta, dezvaluind

informatii importante despre compozitia chimica si calitatea acestora.
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Concluzii si perspective
a. Concluzii

Spectrele de fluorescenta ale unora dintre celor mai consumate uleiuri vegetale comestibile (uleiul
de masline extra-virgin, uleiul de floarea-soarelui si uleiul de turte de masline) au fost masurate in
conditii naturale. Spectrele de fluorescenta ale uleiului de masline extra-virgin au fost foarte
diferite de cele ale celorlalte uleiuri vegetale. Aceste spectre pot fi masurate rapid si usor, fara
niciun pretratament al probei de ulei, si ar putea fi eventual utilizate pentru identificarea uleiului

de masline virgin.

Uleiul extra-virgin de masline prezintd un maxim de luminescentd semnificativ la 670 nm, care se
afla in intervalul de lungime de undd utilizat pentru citire. Acest maxim este clar vizibil, iar
culoarea rosie din aceastd zond poate fi observatd cu ochiul liber. Acestea fiind mentionate,
spectrele de fluorescentd ale uleiurilor extravirgine de masline evidentiazd fluorofori precum
tocoferolii, compusii fenolici si clorofilele, care au un rol important in stabilirea calitétii uleiului.
Aceste spectre pot fi utilizate pentru a monitoriza constituenti specifici sau pentru a detecta
proprietati generale ale probei, rezultdnd o amprenta spectrala unica. Cat despre uleiul de floarea-
soarelui i cel de turte de masline, prezenta substantelor chimice fluorescente specifice in ambele
uleiuri a fost demonstrata prin spectrul de fluorescenta. Uleiul de floarea soarelui si uleiul de turte
de masline au prezentat profiluri distincte, putand permite cu o analizd mai amanuntita
identificarea si diferentierea compozitiilor chimice. Examinarea a confirmat existenta si

concentratia mai multor componente, inclusiv clorofila si carotenii, care indica calitatea uleiurilor.
b. Perspective

Abordarea epifluorescentei frontale permite monitorizarea nedistructivd, in timp real, a calitétii
uleiului. Variabilitatea spectrelor de fluorescenta poate reflecta schimbari in compozitia chimica,

degradarea uleiului sau contaminarea.

Utilizarea si perfectionarea metodelor de prelucrare a datelor multivariate (cum ar fi analiza
componentelor principale si regresia vectorului suport) pot creste considerabil capacitatea de
diferentiere si interpretare a spectrelor de fluorescentd. Acest lucru va permite identificarea si
cuantificarea mai precisa a constituentilor specifici din uleiuri, asadar, epifluorescenta-ar putea fi

combinatd cu alte tehnici analitice, cum ar fi spectroscopia de absorbtie in infrarosu (FTIR),
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cromatografia lichida de inalta performantd (HPLC) sau spectrometria de masa (MS) pentru a oferi

o imagine completa si detaliatd a compozitiei chimice si a calitdtii uleiului.

Metodologia poate fi aplicata in diverse industrii, cum ar fi controlul calitétii alimentelor, analiza
farmaceutica si monitorizarea mediului, oferind o modalitate rapida si nedistructiva de a analiza

compozitia chimica si de a descoperi impuritatile.
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Anexe

Anexa 1- Spectrometru de fluorescenta StellarNet Inc.

Figura Al.l1 Aparatura folosita pentru Inregistrarea spectrelor de fluorescentd clasica.

Spectrometrul de fluorescenta StellarNet Inc.[42]

Principiul de functionare implicd utilizarea unei surse de lumind, cum ar fi o lampa cu xenon,
LED-uri sau diode laser, care emite un fascicul de lumina pentru a excita moleculele din proba.
Moleculele absorb energia si emit lumina fluorescenta la o lungime de unda mai mare, pe masura
ce revin la starea fundamentala. Lumina fluorescenta trece printr-un monocromator sau filtru optic
pentru a izola semnalul dorit si este detectatd de un fotomultiplicator sau detector CCD, care
converteste lumina 1n semnal electric. Acest semnal este analizat de un software specializat, care
afiseaza datele sub forma unui spectru de fluorescentd. Spectrometrele StellarNet sunt apreciate
pentru versatilitatea lor, designul compact si portabil, precizia si sensibilitatea ridicata, fiind ideale
pentru utilizarea in laborator sau pe teren, si sunt sustinute de un software avansat ce permite o

analiza detaliata a datelor de fluorescentd[43].
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Anexa 2- Spectrofotometru cu dublu fascicul tip UV-VIS (V-750 Jasco, produs in Japonia)

Figura A2.1-Aparatul utilizat pentru efectuarea spectrelor de absorbtie. Spectrofotometru UV-VIS
(V-750 Jasco)[44]

Spectrofotometrul UV-VIS cu fascicul dublu functioneaza pe baza ideii de detectare a absorbtiei
luminii de catre o proba la diferite lungimi de unda in benzile ultraviolete (UV) si vizibile (VIS).
Aparatul utilizeaza doud fascicule de lumina: unul prin proba si un fascicul de referinta prin
intermediul unui solvent sau al unei celule goale. Sursa de lumina (adesea o lampa cu xenon sau
deuteriu pentru UV si o lampa cu tungsten pentru VIS) produce un fascicul de lumina care este
separat Tn mai multe lungimi de unda de un monocromator. Cele doua fascicule de lumina sunt
directionate cétre detectoare diferite sau catre acelasi detector si se detecteazd diferenta de
intensitate dintre fasciculele de proba si de referintd. Acest lucru compenseaza modificérile de
intensitate ale sursei de lumind si alte variabile instrumentale, rezultaind o masurare precisa a
absorbtiei. Rezultatele sunt afisate sub forma unui spectru de absorbtie, care aratd cat de multa
lumind este absorbitd la fiecare lungime de undd, permitand identificarea si cuantificarea

substantelor din proba[45].
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Anexa 3- Spectrofluorimetru FP-8000 (Jasco)

Figura A3.1 Spectrofluorimetru FP-8000 cu accesoriul pentru modul epi-fluorescenta[46]

Spectrofluorimetrul FP-8000, a fost utilizat cu doud accesorii: unul pentru modul epi-fluorescentei

(Figura A3.1) si celalalt pentru modul clasic(utilizat in analiza fluorescentei frontale clasice).
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Figura A3.2 Schema generala de functionare a unui spectrofluorimetru FP-8000
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Acesta functioneaza prin utilizarea unei surse de lumina, de obicei o lampa cu xenon sau un LED,
pentru a emite un fascicul de lumind de excitatie ales de un monocromator. Lumina de excitatie
este directionata catre proba, unde moleculele fluorescente absorb energia si produc lumina cu o
lungime de unda mai mare. Un al doilea monocromator selecteaza lumina emisd, care este apoi
detectata de un detector fotomultiplicator sau CCD, transformand-o in date electronice care pot fi
studiate si afisate sub forma unui spectru de fluorescentd. Lumina de excitatie loveste fata probei
la un unghi, de obicei de 90 de grade, pentru a reduce reflexia interna si reabsorbtia, in timp ce

detectorul este perpendicular pe fata probei[47].
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