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etapele de extractie prin ultrasonare (USE) si precon-
centrare a analitilor din probe de sol pe o fibra de
polidimetilsiloxan cuplata cu tehnica de microextractie
pe faza solidé (SPME), separarea analitilor pe coloana

capilara nepolard, identificarea si cuantificarea analitilor
prin spectrometrie de masa GC-MS in modul SIM, cu
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Cerere de brevet de inventie
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METODA RAPIDA DE DETERMINARE CANTITATIVA IN ULTRAURME A
PRODUSILOR REZULTATI IN URMA ACTIVITATII ENZIMELOR GLUCOZIDICE
DIN SOL

DESCRIERE

Inventia se refera la 0 metoda rapida de determinare cantitativa in ultraurme
a produsilor rezultati in urma activitatii enzimelor glucozidice din sol. Cu ajutorul
metodei analitice propuse prin prezenta cerere de brevet se poate determina
continutul de glucoza (produs principal) si al unor produsi secundari (xiloza, manoza,
arabinoza, galactoza, fructoza, lactoza, si riboza) din sol, produsi rezultati in urma
degradarii celulozei si hemicelulozei de catre enzimele extracelulare glucozidice.
Metoda analitica propusa pentru determinarea concentratiei produsilor rezultati
in urma activitatii enzimelor glucozidice din sol, are la baza tehnicile de extractie prin
ultrasonare cuplata cu tehnica de microextractie pe faza solida urmata in final de
analiza gaz-cromatografica cuplata cu spectrometria de masa (USE-SPME-GC/MS).
Extractia ultrasonica reprezinta o alternativa ieftina si eficienta care se poate
aplica in cazul studiilor asupra matricilor de mediu precum solul si apa, in vederea
extractiei unor compusi organici nevolatili sau semi-volatili, cum sunt si compusii
carbohidrati mentionati (glucoza, xiloza, manoza, arabinoza, galactoza, fructoza,
lactoza, si riboza). Microextractia pe faza solida, comparativ cu metodele
conventionale de extractie, reprezinta o alternativa rapida care in schimb nu necesita
utilizarea solventilor organici (n-hexan, petrol eter, acetona, pentan, iso-octan, etc.).
Aceasta metoda cuplata cu tehnica de extractie ultrasonica are la baza stabilirea unui
echilibru al analitilor tinta intre matricea probei, extractul esantionului de proba si fibra
acoperita cu un polimer specific pe care are loc concentrarea analitilor tinta.
Compusii carbohidrati precum glucoza, xiloza, manoza, arabinoza, galactoza,
fructoza, lactoza, si riboza apar in mediul inconjurator pe cale naturala, ca urmare a
unor activitati biochimice mediate de cele mai multe ori de microbiota solului. De
exemplu, carbohidratii rezulta fie din descompunerea materiei organice de origine
vegetala sau animala (descompunere mediata de enzimele extracelulare eliberate de
microorganismele din sol), fie sunt eliberati direct (anabolism) in sol de catre micro-

sau macroorganisme vii [1].
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Compusii carbohidrati glucoza, xiloza, manoza, arabinoza, galactoza, fructoza,
lactoza, si riboza sunt considerati importanti datorita rolului lor in ciclul carbonului, unul
dintre macronutrientii esentiali care sustin biodiversitatea solului. Din punct de vedere
chimic, compusii carbohidrati se caracterizeaza prin structuri chimice stabile si grad
de volatilizare scazut [2, 3].

Considerand aceste caracteristici ale compusilor carbohidrati glucoza, xiloza,
manoza, arabinoza, galactoza, fructoza, lactoza, si riboza, identificarea si
determinarea concentratiei lor in probele de sol este importanta deoarece separarea,
identificarea si cuantificarea lor constituie pasul esential in intelegerea ciclului
carbonului in natura [4].

Datorita concentratiilor extrem de scazute cu care compusii de carbohidrati se
gasesc in probele de sol (ordinul nmol-g'), precum si caracterului polar si nevolatil
(acesta reflectand caracterul lor ionic), sunt necesare metode de extractie, separare
si determinare foarte sensibile si precise [5].

In strainatate se aplica metode analitice cuplate (adesea hibride) pentru
extractia, detectia si cuantificarea compusilor de carbohidrati in probele de sol, cum
sunt: preconcentrare prin criogenare, digestie in mediu acid, separare si analiza
cantitativa prin montaje hibride de instrumente analitice precum cromatografia lichida
cuplata cu detectori specifici (DAD, corona) sau cu spectrometre cu masa speciale
(TOF, MALDI) [6, 7, 8]. Dezavantajul acestor metode este costul ridicat al
intrumentatiei analitice implicate in sistemele hibride, utilizarea unor acizi foarte toxici
in concentratii si cantitati ridicate, timpul extins necesar prelucrarii probelor [9, 10].

In tara, identificarea si analiza structurala a compusilor carbohidrati de tip
glucoza, xiloza, manoza, arabinoza, galactoza, fructoza, lactoza, si riboza s-a realizat
prin metode spectrofotometrice [11, 12] dar aceste metode au dezavantajul de a avea
o sensibilitate grosiera (domeniul mg-g-! sau mg-kg™!). Dupa informatiile noastre nu s-
a utilizat sau aplicat o metoda analitica pentru determinarea compusilor de
carbohidrati din probe de sol prin tehnica USE-SPME-GC-MS similara celei care face
obiectul prezentei cereri de brevet.

Scopul prezentei inventii este dezvoltarea unei metode analitice de
determinare multicomponent a opt carbohidrati (arabinoza, galactoza, fructoza,

glucoza, lactoza, riboza, xiloza si manoza) prin extractie prin ultrasonare cuplata cu
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tehnica de microextractie pe faza solida urmata in final de analiza gaz cromatografica
cuplata cu spectrometria de masa (USE-HS-SPME-GC/MS).

Problemele tehnice pe care le rezolva inventia sunt:

reduce timpul de prelucrare a probelor cu 90 % fata de metodele
conventionale (digestie, criogenare);

reduce semnificativ cantitatea de acizi utilizati in etapa de digestie;

permite analiza carbohidratilor: arabinoza, galactoza, fructoza, glucoza,
lactoza, riboza, xiloza si manoza cu o sensibilitate mult mai ridicata (ordinul
nmol-g™');

permite separarea si cuantificarea carbohidratilor (arabinoza, galactoza,
fructoza, glucoza, lactoza, riboza, xiloza si manoza) prin instrumente

precum GC-MS fara a necesita utilizarea unor sisteme hibride;

Avantajele metodei:

metoda de extractie USE permite extractia eficienta a compusilor intr-un
timp mult mai redus si cu un consum mult mai scazut al substantelor chimice
toxice comparativ cu metodele conventionale;

aplicarea tehnicii de extractie si preconcentrare prin metoda USE-SPME
permite eliminarea utilizarii solventilor, scade timpul de preparare al probei
si permite obtinerea unor grade de recuperare satisfacatoare (78 — 119 %);
separarea, identificarea, detectia si cuantificarea analitilor se realizeaza
simultan prin GC-MS pe coloana capilara nepolara, in modul SIM
(monitorizarea ionilor selectati), astfel incat metoda analitica propusa pentru
determinarea celor opt compusi de carbohidrati din probele de sol este

economica, rapida, foarte versatila si extrem de sensibila.

Modul de lucru pentru analiza carbohidratilor dintr-o proba de sol: Metoda

propusa permite determinarea multireziduala a concentratiei a opt compusi de

carbohidrati (arabinoza, galactoza, fructoza, glucoza, lactoza, riboza, xiloza si

manoza) din probe de sol. Metoda folosita la extractia si preconcentrarea analitilor din

probe este ultrasonare cuplata cu tehnica de microextractie pe faza solida, urmata de

separarea analitilor pe coloana capilara nepolara, identificarea si cuantificarea lor prin

spectrometrie de masa in modul SIM, pentru cresterea sensibilitatii metodei.

Dupa prelevare, proba de sol a fost omogenizata si s-a supus centitrifugarii.

Pentru aceasta, s-a cantarit cu exactitate 0 masa m la care s-a adaugat un volum V
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de buffer de acetat de sodiu — acid acetic cu pH-ul cuprins intre 4.2...56.2. Acest
amestec proba — buffer s-a expus la o centrifugare cu 4 000 rpm intr-un interval de
timp cumprins intre 5...30 min dupa care faza lichida a fost separata de cea solida si
a fost filtrat prin hartie de filtru. La 30 mL din solutia centrifugata si filtrata s-a adaugat
un volum de n-hexan cuprins intre 2...20 mL si s-a supus extractiei prin ultrasonare
care a necesitat introducerea acestui amestec in baia de ultrasonare, mentinand
nivelul apei deasupra nivelului de buffer din flacon si amestecul buffer — solvent s-a
supus extractiei ultrasonice timp de 10...30 min, la temperatura de 30...80 °C, la o
frecventa si putere de 35 kHz si, respectiv 320 W. Dupa sonicare, faza organica a fost
separata si din aceasta s-a luat intre 0.1...5 mL si s-a adaugat intre 0.1...0.5 mL 2 %
(w/v) solutie de NaBHa4 (pentru realizarea procesului de derivatizare) dupa care acesta
a fost expus unei agitari mecanice timp de 5 min la o viteza de 225...450 rpm si o
incubare la o temperatura cuprinsa intre 40...65 °C. Preconcentrarea compusilor de
carbohidrati a avut loc pe o fibra PDMS (cu caracteristicile: polidimetilsiloxan 30 um)
intr-un interval de timp cuprins intre 5...10 min urmata de desorbtia lor la o temperatura
cuprinsa intre 35...50 °C intr-un interval de timp cuprins intre 5...15 min. Analiza probei
s-a efectuat prin GC-MS in modul SIM.

Analiza gaz-cromatografica a celor opt compusi de carbohidrati s-a efectuat pe
0 coloana capilara nepolara de tip TR-5MS, 30 m x 0.32 mm x 0.25 um. Gazul
purtator a fost He de inalta puritate, cu un debit de 1,2 mi/min. Programul aplicat pentru
temperatura coloanei in GC a fost urmatorul: temperatura initiala: 80 °C, creste pana
la 180 °C cu o rampa de 10 °C/min; de la 160 la 230 °C creste cu o rampa de 15
°C/min si este mentinuta la 230 °C pentru 5 minute. Operarea spectrometrului de masa
s-a efectuat in modul SIM pentru cei opt analiti, pentru fiecare din acestia alegandu-
se ionii de identificare si cuantificare specifici.

Metoda USE-SPME-GC-MS propusa este eficienta pentru determinarea in
ultraurme a celor opt carbohidrati din probe de sol. Prin aceasta metoda de extractie
si preconcentrare se obtine o metoda mai eficienta, rapida si avantajoasa ca si cost in
comparatie cu metodele de extractie si preconcentrare precum digestia acida si
criogenarea, astfel scurtdnd timpul de preparare a probelor, crescand sensibilitatea

metodei si reducand volumele de substante chimice utilizate.



RO 137463 A2

Parametrii de performanta ai metodei de determinare a celor opt carbohidrati

(arabinoza, galactoza, fructoza, glucoza, lactoza, riboza, xiloza si manoza) din probe
de sol, prin USE-SPME-GC-MS sunt:

- limitele de cuantificare pentru cei opt carbohidrati variaza intre 0.02 — 0.24
nmol-g™;

- gradele de recuperare pentru cei opt carbohidrati variaza intre 78 — 119%

- precizia (repetabilitatea) este cuprinsa in domeniul 4.5 — 20.4 %;
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REVENDICARE

Metoda rapida de determinare in ultraurme a produsilor rezultati in urma activitatii
enzimelor glucozidice din sol, metoda analitica rapida, simpla si sensibila
caracterizata prin aceea ca determina in ultraurme carbohidratii arabinoza,
galactoza, fructoza, glucoza, lactoza, riboza, xiloza si manoza din probele de sol
aplicand extractia prin ultrasonare timp de 5...30 min la temperatura de 30...80 °C
cuplata cu tehnica de microextractie pe faza solida — metoda de extractie si
concentrare cu consum minim de substante si timp (desorbtia are loc la o ternperatura
cuprinsa intre 35...50 °C intr-un interval de timp cuprins intre 5...15 min), urmata de
analiza gaz-cromatografica cuplata cu spectrometrie de masa (USE-SPME-GC/MS) a
celor opt analiti carbohidrati cu urmatorii parametri de performanta: limitele de
cuantificare variaza intre 0.02 — 0.24 nmol-g*'; gradele de recuperare variaza intre 78

— 119 % iar precizia (repetabilitatea) este cuprinsa in domeniul 4.5 — 20.4 %.
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