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1. INTRODUCERE

Una din caracteristicile majore ale lumii contemporane o constituie cautarea
de noi solutii in toate domeniile de activitate printre care productia de bunuri
alimentare si asigurarea unei alimentatii echilibrate a populatiei ocupd un loc
important. Necesitatea noilor solutii se impune, pe de o parte datoritd degradarii
avansate a mediului ambiant ca urmare a aplicarii unor metode necorespunzatoare de
exploatare a naturii si de dirjare a proceselor de productie si pe de altd parte, datoritd
epuizarii unor resurse de materii prime §i de energie pe care omenirea le-a considerat
pand la un moment dat ca fiind inepuizabile. Dupa ce dezvoltarea stiintificd si
tehnica din ultimele doua secole a creat conditiile ridicani calitdtii vietii materiale a
oamenilor, lumea contemporand se confruntd cu noi probleme majore legate de
gospodarirea resurselor si de protectia mediului.

Presiunea asupra factorilor de mediu si in acelasi timp asupra resurselor, in
conditiile unei dezvoltin durabile, se poate reduce prin reutilizarea unora din
materialele care in prezent se evacueaza in mediu ca poluanti [1].

Industna alimentara este o industrie care prelucreazi o insemnata cantitate si
o mare varietate de compusi organici naturali i de existenta §i modul ei de
functionare depind in mare masurd bundstarea s starea de alimentatie a populatiei.

Resursele folosite de industria alimentara sunt in general regenerabile [2].

Chiar deseurile rezultate in cursul obtinerii industriale a alimentelor sunt in
bund parte reutilizabile sau cel putin reintegrabile in mediul natural. Reintegrarea,
insd, cere adesea un efort tehnologic si financiar substantial.

Un loc insemnat intre ramurile industriei alimentare il ocupa industria camii,
atat in ceea ce priveste volumul productiei si importanta pentru nutritia populatiet,
cat si in ceea ce priveste volumul deseurilor si in special al apelor uzate rezultate.

Amploarea productiei de carne §i importanta ei in Romania este ilustratd de
datele redate in tab. 1.1. [3]

Tab. 1.1. Productia de carne §i produse din carne in Romdnia
mil tone

1980 | 1985 | 1989 | 1990 | 1991 | 1992 | 1993 | 1994 | 1995 | 1996 | 1997

Carne 993 | 986 | 699 | 947 | 855 | 623 | 626 | 601 | 604 | 607 | 496
Preparate i
din carne 279 1 279 | 279 | 365 | 260 | 184 | 168 | 175 | 179 | 152 | 125
Conserve ’

din carne 77 53 37 48 42 25 25 20 20 18 14

Industria carnii este de fapt o industrie de prelucrare a materiilor proteice si a
lipidelor de origine animala §i se bazeaza pe cunoasterea proprietatilor acestora.

Apele uzate de la abatoare si de la alte unitati de prelucrare a carnii sunt
incarcate cu substante organice §i evacuarea lor ca atare in ape naturale sau in

1
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canalizan ordsenesti ar duce la rasturnarea unor echilibre naturale. Din aceastd cauza,
aceste ape uzate se epureazd inainte de evacuare prin metode mecanice, chimice si
biologice. Epurarea biologicd avansatd are drept rezultat degradarea poluantilor
organici pana la mineralizare, azotul legat organic fiind adus pana la stadiul de azot
nitric sau amoniacal, iar carbonul organic la stadiul de CO, sau CH,, functie de
procedeul aplicat.

Procedecle de epurare avansatd se bazeaza pe degradarea substantelor
organice foarte complexe, construite cu un insemnat consum de energie in toate
etapele lantului trofic de cdtre organismele vii care constituie acest lant. Epurarea
este tot un proces care consumd O mare cantitate de energie si este urmata de
reintroducerea produselor minerale ale degradarii la inceputul lantului trofic.

In ideea reducerii presiunilor asupra factorilor de mediu si de protejare a
resurselor, cautarea unor procedee care sa scurteze reintegrarea intr-un circuit util a
componentelor organice a apelor uzate nu poate fi decat benefica.

Recuperarea unor componente valoroase din apele uzate poate avea avantaje
economice si nutritionale deosebite. Un exemplu in acest sens 1 constituie
recuperarea proteinelor din sange, subprodus al abatorizani pentru care au fost puse
la punct tehnologii adecvate. Recuperarea in totalitate a sangelui din abatoare ar
permite obtinerea a peste 12 mii tone proteine pe an, echivalentul a peste 60 mii tone
de carne [4].

Gasirea unor modalitdti de utilizare mai rationala a componentelor organice
ale apelor uzate este conditionata de cunoasterea acestor componente.

Lucrarea de fatd i1 propune studiul componentelor de naturd proteica din
apele uzate de la abatoare pentru a géasi modalitati de separare si de reintegrare a lor
in circuitul economic. In acest scop lucrarea cuprinde urmitoarele:

- stabilirea unei metode de determinare cantitativd a proteinelor din apele uzate
de la abatoare si pentru urmarirea proceselor de separare;

- studiul continutului total de proteine din apele uzate de la abatoare si
stabilirea fazelor procesului tehnologic de la care apele se preteazi pentru separarea
de proteine;

- studiul si alegerea metodei adecvate pentru separarea proteinelor din apele
uzate,

- caracterizarea proteinelor separate in functie de masa lor moleculara;

. -,

- testarea posibilitdtilor de utilizare a proteinelor separate ca adaos la furajarea
animalelor.
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PARTEA I-A. CONSIDERATII GENERALE PRIVIND
POLUANTII APELOR REZIDUALE DIN INDUSTRIA CARNII

2. COMPOZITIA CHIMICA A TESUTULUI MUSCULAR

In tehnologia de prelucrare, prin carme se intelege musculatura striatd a
carcasei impreund cu toate tesuturile cu care vine in legdturad naturald, adica
impreuna cu tesutul conjunctiv, tesutul gras, tesutul osos, vasele de sange si nervii
care se gasesc in musculatura striatd [5]. Proportia acestor tesuturi in carne este
diferita in functie de specia, rasa, varsta, sexul, starea de ingrasare a animalului
sacrificat si de regiunea anatomica considerata. Prezenta sau absenta unora din aceste
tesuturi si proportia lor definesc diferitele categorii si calitatea carnii.

Pe langd carnea definitd ca mai sus, i§i gasesc utilitatea in alimentatie §i
industria de prelucrare si alte parti anatomice ca tesuturi grase, organele interne,
sangele.

Compozitia chimica a tesutului muscular provenit de la un animal normal,
adult este in general constanta §i este urmatoarea:

apa 72+75%
substante proteice 18+22%
lipide 0,5+3,5%

substante extractive azotate 08=30%
sl neazotate ’ ’
substante minerale 0,8+1,0%

Tesutul muscular mai contine si vitamine, in special din grupa vitaminelor B
si enzime care cantitativ nu au o pondere semnificativd dar au o mare importanta
fiziologica.

2.1. Proteinele tesutului muscular

Cei mai importanti constituenti ai carnii sunt proteinele iar dintre ele cea mai
valoroasd este miozina care predomind in tesutul muscular [6]. Proteinele din
compozitia tesutului muscular fac parte din urmatoarele trei clase principale:

a) Proteinele miofibrilare care se gasesc In compozitia aparatului contractil:
miozina, actina, tropomiozina, troponina etc. Ele reprezinta 52-60% din totalul
proteinelor tesutului muscular si se pot extrage din miofibrile cu solutii saline cu taria
ionicd p>3. Odata extrase proteinele miofibrilare sunt solubile in apa.

b) Proteinele sarcoplasmatice: mioglobina, enzimele etc. Ele reprezinta
aproximativ 30% din totalul proteinelor tesutului muscular §i se pot extrage cu apa
sau cu solutii saline diluate, cu tidrie ionicd pu<O0,1, la pH neutru. Proteinele
sarcoplasmatice sunt proteine solubile.

c) Proteinele insolubile sau proteinele stromale care se gasesc in tesuturile
conjunctive §i In organite si reprezintd aproximativ 10% din totalul proteinelor
musculare. Colagenul i elastina constituie 40-60% si respectiv. 10-20% din
proteinele stromale, tot in aceastd categorie fiind cuprinse si lipoproteinele si

3
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mucoproteinele.

2.1.1. Proteinele miofibrilare

Proteinele miofibrilare au solubilitatea intre aceea a proteinelor
sarcoplasmatice i cea a proteinelor stomale: sunt solubile in solutii saline diluate
ceea ce corespunde definitiei globulinelor si sunt solubile in apd dupa ce au fost
extrase din miofibrile. Se cunosc aproximativ 20 de proteine miofibrilare diferite, dar
miozina §i actina sunt predominante, cu un procent de 65-70% din total.

a) Miozina se extrage din tesutul muscular cu o solutie cu taria ionica p>0,3,
de regula solutie KCI 0,6M, urmata de precipitarea prin dializa or prin diluare sau cu
solutie tampon de 6,5 cu continut de 0,3 mol/l KCl 51 0,1 mol/l fosfat [7].

Miozina are o molecula foarte alungitd care constd din douda lanturn
polipeptidice cu masa moleculara totala de aproximativ 500000. Miozina poate fi
scindatd enzimatic cu tripsind, cu formare de L- si H-meromiozind (usoard i grea),
cu mase moleculare cuprinse intre 150000 s1 340000.

Din cauza preponderentei acizilor monoaminodicarboxilici in compozitia
miozinel, aceasta are un caracter pronuntat acid, cu punctul izoelectric la pH=5,4.

Solutiille de miozind sunt opalescente, foarte vascoase. Miozina este solubila
pand la o concentratie de 3% in solutii de tarie ionicd mare, dar in solutii diluate este
insolubila. Prin depozitarea la rece miozina isi pierde treptat solubilitatea prin
denaturare urmata de formarea de agregat. Solutia devine tulbure.

Reactiile de agregare sunt influentate de temperatura, pH si taria ionicd a
solutiel. Denaturarea este mai accentuatd la pH=7 si la peste 8,5 si la concentratii
saline mai mari. Dacd miozina din solutie este mai concentrata, prin denaturarea $i
degradarea ei se formeaza un gel.

b) Actina este o proteina globurala formata dintr-un singur lant polipeptidic,
cu masa moleculari 46000. in lipsa de siruri, actina se gaseste in stare globulara (G-
actind), cu punctul izoelectric la pH=4,7. La adaugarea de saruri neutre G-actina se
polimerizeaza reversibil cu formarea de actina F cu structura filiforma, formata din
saruri gigantice cu masa moleculari de 1,5 x 10°.

Actina se poate asocia cu miozina, cu formarea complexului actinomiozinic
cu masa moleculara de 1,6-3,9 x 10°.

Actina se izoleazd din reziduul ramas dupa indepirtarea miozinei prin
extractie la pH neutru sau usor alcalin cand rezulta actina globulara. Actina, impreuna
cu miozina sunt principalele proteine ale muschiului, constituind pand la 25% din
masa musculara [8].

c) Alte proteine miofibrilare sunt tropomiozina cu masa moleculara 70000 si
molecula formatd din doud lanturi polipeptidice infasurate, posibil de extras cu
solutii KCI 1M si troponina I §i C, proteine globulare si troponina T de forma liniara,
primele cu masa moleculard (Impreund) 42000 si cea de a treia 38000. Conectina este
o proteind din scheletul celular, insolubild cu masa moleculara 700000-1000000.

2.1.2. Proteinele sarcoplasmatice

Proteinele sarcoplasmatice, cu exceptia mioglobinei, sunt sisteme heterogene
cu functii enzimatice §i apartin clasei albuminelor, au punctul izoelectric intre 6 si 7

4
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st masa moleculara 30000-100000.

Compodzitia in proteine sarcoplasmatice a extractelor realizate cu solutii saline
cu p<0,1 depinde de viteza §i durata omogenizarii cu solutia de extractie, pH-ul
carnii si a solutiei de extractie, forta centrifuga folosita la separare.

a) Mioglobina este o cromoproteina de culoare rosie purpurie cu masa
moleculard 16000-17000 cu un singur hem. in medie tesutul muscular contine 1%
mioglobind raportat la substanta uscatd. Continutul de mioglobind determina
impartirea tesuturilor musculare in albe si rosii.

Mioglobina este solubild in apad si poate fi precipitatd cu o solutie saturatd de
sulfat de amoniu. Molecula ei este o catena polipeptidica de forma unui ghem.

b) Miogenul se poate extrage din mugchi cu apé sau solutie NaCl 0,9% si se
precipitd din extract cu sulfat de amoniu. Prin precipitarea cu sulfat de amoniu se pot
separa trei componente cristalizate: miogen A cu masa moleculard 150000 cu
(NH4),S0, la 60% saturare, miogen B cu masa moleculara 81000 la saturatie de 80%
a sulfatului si miogen C la saturatie de 96% a sulfatului. Miogenul A reprezinta 20%
din total, miogenul B 80%, iar miogenul C este prezent in cantitate nesemnificativa.

Punctul izoelectric al miogenului este la pH=6,00-6,57 si el coaguleaza la
55-60°C.

c) Alte proteine sarcoplasmatice sunt mioalbumina cu punct izoelectric la
pH=3-3,5 si temperatura de coagulare la 45-47°C si care precipita din extractul apos
cu sulfat de amoniu la saturatie sau cu acetona, globulina X, un sistem heterogen de
proteine cu punct izoelectric la pH = 5,2, masa moleculard 160000 si coagulat in
solutie la 50°C si care se poate extrage cu apa §i se precipitd cu alcool metilic sau cu
sulfat de amoniu la semisaturatie si enzimele din sarcoplasma, in primul rdnd enzime
glicolitice, componentele procentuale cele mai bogate din sarcoplasma.

2.1.3. Proteinele insolubile

Cantitatea cea mai mare de proteine insolubile in apd sau in solutii saline se
gaseste in tesuturile conjunctive, dar ele se gdsesc §i in componenta membranelor si
in aparatul contractil al musculaturii. Proteinele insolubile cele mai importante sunt
colagenul, elastina $\ reticulina.

a) Colagenul constituie aproximativ 5% din cantitatea totald de proteine din
musculatura mamiferelor si este constituit din trei lanturi polipeptidice identice sau
diferite care formeaza impreund un triplu helix.

Colagenul nu este solubil dar se poate gonfla prin hidratare in solutii de acizi
sau de saruri §i poate fi hidrolizat enzimatic cu formare de tripeptide.

La incalzire are loc o scurtare a firelor de colagen la 1/3-1/4 din lungimea
initiala, insotitd de umflarea lor. Procesul are loc la 60-65°C, iar la incalzirea
colagenului peste aceasta temperatura are loc ruperea helixului triplu cu formare de
gelatind solubila.

Gelatinizarea se datoreaza formirii unor compusi cu masa moleculard mica si
anume glutine cu masa moleculard 100000, in proportie de 70-80 % si gelatoze cu
masa moleculara 10000.

Punctul 1zoelectric al gelatinei este la pH = 8-9 pentru gelatina obtinuta prin

BUPT



procedeul acid si la pH = 4,75-5,20 pentru cea obtinuta prin procedeul alcalin.

b) Alte proteine insolubile sunt elastina, foarte rezistenta, cu proprietati
asemanatoare cauciucului, rezistenta la fierbere 1 reticulina, o proteind cu continut
mai mare de sulf decdt colagenul, cu continut de aproximativ 10% lipide, ceea ce ii
confera rezistenta la fierbere in apa si la hidroliza acida.

2.2. Componente neproteice ale tesutului muscular

Substantele extractive, lipidele, vitaminele §i compusii minerali sunt
componentele neproteice ale tesutului muscular.

2.2.1. Substantele extractive

a) Substantele extractive azotate contin azotul neproteic din tesut,
aproximativ 10-11% din total §i sunt urmdtoarele: nucleotide §i derivati lor,
glutationul — un tripeptid format din glicind, cisteind §i acid glutamic, dipeptidele
carnozind si anserind (metilcarnozina), guanidine, aminoacizi hberi, amine alifatice,
combinatii cuaternare de amoniu, azot amoniacal.

b) Substante extractive neazotate §i anume acizi organici, in primul rand
acidul lactic, hidrati de carbon cu deosebire glicogenul, inozitolul (hexahidroxi-
ciclohexanul).

2.2.2. Lipidele tesutului muscular

Lipidele reprezinta 3-3,5 % din masa tesutului muscular si sunt formate din
grasimi simple, fosfolipide i steroide. Cea mai mare parte din lipidele fibrei
musculare sunt legate de proteine, de aceea extractia lor separatd este mult
ingreunatd.

2.2.3. Vitamine si compusi minerali

Tesutul muscular contine un mare numar de vitamine solubile in apa. Astfel,
de exemplu, continutul de vitamine al carnii de vitd, exprimat in mg/kg tesut este
tiamind 0,6-1,6, riboflavind 1,0-3,0, amida acidului nicotinic 40,0-120,0, piridoxina,
piridoxal si piridoxamina 1,0-4,0, acid pantotenic 4,0-10,0, acid folic 0,1-0,3, biotind
0,05, cobalamina 0,01-0,02.

Continutul procentual in sdaruri minerale al muschiului de vita este:
K 0,25-0,40 %; Na 0,07-0,20 %; Mg 0,015-0,035%; Ca 0,005-0,025 %,;
Fe 0,001- 0,005 %; Zn 0,001-0,008 %; P (ca P,Os) 0,30-0,55 %, C1 0,04-0,10 % [7].

2.2.4. Apa

Apa continuta de tesutul muscular este distribuitd intre miofibrile (65-70 %),
sarcoplasma (20 %) si spatiul interstitial (20 %) si se gaseste fie in stare combinata ca
apa de hidratare §i apa legata prin forte dipol-dipol, fie libera, imobilizata mecanic de
retelele de membrane si filamente din proteine §i care se elimina chiar la o presare

6
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usoara [7].

2.3. Compozitia unor organe interne si a altor subproduse

In aceastd categorie se iau in considerare limba, inima, ficatul, rinichii, splina,
intestinele si stomacul, faringele, creterul, plamanii precum si sangele. Compozitia

chimica a unora din ele este redata in tab. 2.1. [7]

Tab. 2.1. Compozitia unor organe interne si a sangelui

g/100 g
Organul Apa Proteine Grasimi Hidrati de carbon

Inima

Vita 75,5 16,8 6,0 0,56

Porc 76,8 19,9 4,8 0,40
Rinichi

Vita 76,1 16,6 51

Porc 76,3 16,5 5,2 0,80
Ficat

Vita 69,9 19,7 3,1 5,90

Porc 71,8 20,1 . 1,14
Sange

Vita 80,5 17,8 0,13 0,065

Porc 79,2 18,5 0,11 0,06

Sangele reprezinta in medie 5% din greutatea animalului viu (3,3% in cazul
porcilor) si se foloseste, recoltat fiind de la anumite animale cum este porcul, drept
aliment, in special prelucrat in produse de carmangerie.

Plasma sanguina,

in care sunt suspendate eritrocitele, leucocitele si

trombocitele, contine 7-8 % proteine — albumina, globuline si fibrinogen precum si
molecule mici cu continut de azot — uree, aminoacizi, creatind si creatinina. Serul
sanguin care ramane in urma coagularii contine albumine si globuline.
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2.4. Transformadri post-sacrificare ale carnii [7]

Dupa sacrificarea animalului i intreruperea circulatiel sanguine, structurile
vil ale muschiului continua sa functioneze un timp, dar dupa mecanisme modificate.

La intreruperea alimentdri cu oxigen, locul fosforilarii oxidative a glico-
genului este luat de degradarea anaeroba cu formare de acid lactic si ioni de
hidrogen.

Se disting trei stadii ale mugchiului post-sacrificare: prerigiditatea, rigiditatea
si maturarea. In primul stadiu, imediat dupa sacrificare, carnea este flexibila, moale.
relaxatd, cu capacitate ridicata de retinere a apei care, insd, scade rapid ajungand la o
valoare minima in 24-48 ore.

In timpul rigiditatii (Rigor mortis) are loc degradarea anaeroba a glicogenului
cu scdderea pH-ului de la 7,0-7,1 la 5,6-5,8, producerea de amoniac, formarea
complexului actomiozinic i migrarea ionilor de calciu.

In faza de maturare, camnea isi imbunatateste calitatile senzoriale. Maturarea
este consecinta activitatii enzimelor proteolitice proprii tesutului muscular si durata
ei depinde de temperatura: 12 ore la 25°C, 7 zile la 6 °C. In timpul maturarii are loc o
crestere a continutului de azot neproteic pana la 20-25% din total, ca urmare a
proteolizei proteinelor sarcoplasmatice.

in timpul maturdrii se modifica gradul de extractibilitate al proteinelor. Se
constatd o crestere a cantitatii de actomiozina extrasd in raport cu minimul care se
inregistreaza la 24 ore post-sacrificare. Are loc si o micsorare a extractibilititi
proteinelor sarcoplasmatice, pusa pe seama denaturani §i agregarii lor sub influenta
pH-ului.
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3. PRELUCRAREA CARNII, SURSELE, COMPOZITIA SI
EPURAREA APELOR UZATE DE LA PRELUCRAREA CARNII

Functie de tehnologia aplicatd, apele uzate rezultd in cantitdti mai mici sau
mai marn §i au o compozitie care depinde si de natura materiei prime prelucrate. De
aceea, pentru a intelege modul in care se formeaza apele uzate, pentru a stabili
locurile unde proteinele apar $i pentru a stabili punctele de prelevare a apelor uzate
este necesara cunoasterea tehnologiei de obtinere si prelucrare a carnii.

3.1. Tehnologia de obtinere si prelucrare a cdarnii

Obtinerea si prelucrarea carnii, desi diferd functie de natura animalului
prelucrat, are elementele principale comune, de aceea in continuare se prezintd pe
scurt obtinerea si prelucrarea cérnii de porc, principiile fiind asemandtoare si pentru
celelalte tipuri de materie prima [9].

Similar se pune problema §i in industni inrudite cum este de exemplu
prelucrarea produselor pescuitului marin [10].

3.1.1. Sacrificarea

Procesul de sacrificare cuprinde ca principale faze spalarea, asomarea
electricd adicd scoaterea din functiune a centrilor nervosi de relatie ai animalului,
injunghierea cu recoltarea sangelui in scop alimentar sau farmaceutic, oparirea in
bazine cu apd de 60-65 °C, jupuirea, eviscerarea, despicarea carcaselor, spilarea
organelor §i a carcaselor, trangsarea, dezosatul si alegerea carnii pe calitati,
prelucrarea intestinului subtire si a celui gros.

Dupa transare, carnea este trecuta la conservarea prin frig,

3.1.2. Fabricarea preparatelor din carne

Sortimentele foarte variate de preparate din carne se pot clasifica in doua
mari grupe §i anume:
- preparate din carne netocata sarate si afumate ori pasteurizate;
- preparate a cdror compozitie este tocaturd care pot fi pasteurizate, afumate,
afumate la cald §i pasteurizate, afumate la cald, pasteurizate si afumate la rece;
afumate la cald, pasteurizate, afumate la rece, uscate.

Semifabricatele pentru mezeluri sunt pasta obtinutd prin tocarea mecanici
fina a cdrnil (brat) si srotul care se obtine prin maruntirea cirnii la dimensiunea
corespunzatoare fiecarui sortiment care urmeaza si se produca. Batoanele rezultate

prin introducerea in membrand a amestecului de semifabricate se afumi si/sau se
fierb.
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3.1.3. Prelucrarea produselor secundare de abator

Produsele secundare de abator comestibile sunt limba, creierul, ficatul, inima,
rinichii, burta, picioarele etc. si prelucrarea lor consta in spalare, curatire i verificare
urmati de transformarea in prospaturi sau de refrigerare sau congelare. Portiunile de
musculaturd neteda, capete etc se prelucreaza prin fierbere si transformare in produse
proaspete.

Sangele este un subprodus deosebit, cu valoare nutritivd ridicatd i multiple
utiliziri in scopuri alimentare, medicamentoase, tehnice si furajere, de aceea
recoltarea lui integrald in conditii igienice se impune. Pentru prelucrarea sangelui
existd tehnologii puse la punct, constand in principiu din separarea prin centrifugare
a plasmei de concentratul eritrocitar. La abatoarele man colectarea sangelul in
vederea prelucrarii este rezolvatd si nu ajung cantitdti insemnate de sange in apele
uzate.

Aceste faze au produs apele uzate cele mai incarcate cu proteine, cele mai
usor de recoltat in stare proaspatd si fara posibilititi de infectare cu germeni
patogeni.

3.2. Apele uzate de la abatoare [11,12]

In cursul prelucririi, carnea vine in contact cu apa care antreneazi mecanic
componente ale ei. Contactul intim al apei cu tesuturile carnii face ca si procesele de
extractie sa fie importante, ele fiind favorizate in majoritatea cazurilor de
temperatura ridicatd, de taria ionica ridicata §i de agitarea puternicd.

Apele uzate de la abatoare sunt opalescente datoritd materiilor continute §i au
tendinta de a intra repede in fermentatie anaeroba.

Cateva din caracteristicile de calitate importante ale apelor uzate de la
abatoare, care se urmaresc curent, folosind metode analitice standardizate, sunt
urmatoarele:

- pH-ul - este in general neutru, cu valon intre 6,5+8,0, cu cresten de pana la
12 in perioadele de igienizare cu solutii puternic alcaline.

- continutul de materii in suspensie, grosiere, fine si coloidale - este mare, in
jur de 800 mg/l in efluentul general cu modificdri sensibile de la abator la abator.
Materiile in suspensie sunt de natura organica.

- Continutul de substante organice - este caracterizat prin consumul chimic de
oxigen determinat cu permanganat (CCO-Mn) sau cu bicromat (CCO-Cr) care are
valori mari, in cazul CCO-Cr de aproximativ 2000 mg/l in efluentul general §i prin
indicatorul consum biochimic de oxigen (CBOs) care are de asemenea o valoare
ridicatd, in jur de 900 mg/l, ceea ce indica incarcarea cu substante organice usor
degradabile.

- Continutul de cloruri - mult peste nivelul din apa de alimentare se datoreste
sarii folosite in tehnologie si ajunge la aproximativ 300 mg/l in efluentul general, dar
in apele de la preparate poate ajunge la 7000 mg/l. Concentratia mare de clorun are,
prin cresterea tariei ionice, un rol in extractia $i prezenta proteinelor in apele uzate.
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- Azotul - este prezent in concentratti mari fiind un indiciu al prezentei
proteinelor in apd. Valoarea medie a concentratiei azotului este de aproximativ
100 mg/l, dar varfurile de concentratie si concentratiile in evacuarile unor sectii sunt

mult mai man.

- Grisimile - sunt prezente in concentratii care depind de masura in care se
face recuperarea produselor secundare. Concentratia medie in efluentul general este
de 350 mg/l, cu valorile maxime inregistrate la sectiile de fierbere i topitorie.

In tab. 3.1. sunt redate cateva valori ale indicatorilor de calitate ai apelor uzate de
la abatoare, citate in literaturd, iar in tab. 3.2. se gasesc cateva caracteristici ale apelor
rezultate in diferite faze de fabricatie de la un combinat de prelucrare a carnii.

Tab. 3.1. Caracteristici de calitate ale apelor uzate brute de la abatoare [11]

INDICATORUL UM. VALOAREA INDICATORUL UM. VALOAREA
pH 7-7.1 Azot mg/l 70-2.200
Materii in suspensie | mg/l 500-12.000 Fosfor mg/1 6-45
CCO-Cr mg/1 1.200-3.200 Grasimi mg/l 300-1.000
CBO:x mg/1 500-5.000 Cloruri mg/1 260-420

Indicatonii specifici, raportati la unitatea de produs (tond de carne prelucrata)
sunt: debitul mediu specific de ape uzate 18 m’/t, cu variatii intre 9-40 m’/t,
incarcarea organici medie 21 kg/t pentru CBOs si 41 kg/t pentru CCO-Cr si
incarcarea cu suspensii 18 kg/t.

Tab. 3.2. Caracteristici de calitate ai apelor uzate de la faze de fabricatie la un
combinat de fabricare a conservelor de carne [11}]

SURSE DE APA UZATA | MATERII IN SUSPENSIE CBOs AZOT ORGANIC
mg/1 mg/] mg/l
Platforma de sacrificare 320 825 134
Sange si api din bazine 3.690 32.000 5.400
Vas de oparire 8.360 4.600 1.290
Taierea carnii 610 530 33
Spalarea intestinclor 15.120 13.200 643
Sectia mezeluri 560 800 136
Sectia slanind untura 180 180 84
Produse secundare 1.380 2.200 186
Spélitorie 4.120 1.300 56

Pentru a se preintampina efectele negative ale evacuarii directe in receptori

naturali sau in canalizirile ordsenesti a unor ape cu asemeena incircari de poluanti,
efecte care constau in consumarea rapida a oxigenului dizolvat, raspandirea unor
mirosuri neplacute, depunerea unor grasimi pe conducte, apele uzate de la abatoare
se supun unor operatii de epurare.

O prima etapa a epurarii o constituie retinerea preferabil selectivd la iesirea
11
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apelor din sectie a materiilor grosiere si separarea grasimilor care se §i pot valorifica
(preepurarea) [13].

Procedeele de epurare aplicate pentru apele de la abatoare sunt principial
identice cu cele aplicate pentru majoritatea apelor din industria alimentard
[14,15,16].

Epurarea clasica decurge, de obicei, in doua trepte si anume, una mecanica de
sedimentare gravitationald i una biologicd de descompunere aeroba a substantelor
organice cu ajutorul microorganismelor existente in apa. In variante mai noi se
epureaza ape uzate foarte incarcate intr-o treapta biologica anaeroba [17] care poate
fi si sursi de energie [18], epurarea aeroba este combinatd cu cea anaeroba [19]
si/sau statia de epurare este completata cu treapta de eliminare a azotului rezultat in
fazele anterioare [20].

Desi realizat in multe vanante, procedeul clasic de epurare nu realizeaza
recuperarea componentelor organice din apele uzate.

3.3. Procedee recuperative moderne de epurare

In ultimii ani au aparut procedee de epurare care recupereaza compusi
valorosi din apele uzate fara a-i degrada la molecule simple.

Tehnologiile de membranda cum sunt microfiltrarea, ultrafiltrarea, dializa,
electrodializa si osmoza inversa asigura separarea compusilor chimici care constituie
impurificatori revalorificabili, greu de separat prin metode clasice de epurare.

Elementul comun al acestor procedee este folosirea unei membrane
semitransparente solide, lichide sau gazoase care prezintd o rezistentd diferentiata
fata de transferul constituentilor continuti in fluid [21].

Procedeele care folosesc membrane semipermeabile prezintd o serie de
avantaje in raport cu procedeele clasice sau cu alte tehnici de epurare: separare la
temperatura ambiantd, fard schimbare de fazd, nu se produce acumulare de
constitutenti in membrand §i nu sunt necesare faze de regenerare, posibilitatea
recuperarii solventului, a apei in cazul nostru si a unor poluanti in vederea
revalorificarii.

Avantajele procedeelor cu membrana semipermeabila au facut ca ele sa fie
utilizate si la tratarea apei potabile [10] precum si pentru inlaturarea indicatorilor
microbieni [22] din apa.

Tehnologia de membrand este recomandatd pentru recuperarea unor
componenti proteici din industria agroalimentara si anume din industnia laptelui, a
carnii §i a conservelor. Astfel, teste de laborator au indicat randamente ridicate de
recuperare a proteinelor la epurarea zerurilor rezultate la fabricarea braneturilor ceea
ce a asigurat acoperirea costurilor epurarii cu valoarea produsului obtinut. Rezultate
similare s-au obtinut §i la recuperarea proteinelor din plasmele sanguine de la
abatoare [21].

Procedeele de membrana pot fi folosite si cuplate cu alte metode. Astfel, dupa
precipitarea la punctul izoelectric a unor proteine cu punctele izoelectrice apropiate si
flocularea cu baze, proteinele rimase in solutie se pot separa prin micro sau
ultrafiltrare.  Experimental s-au folosit membrane poliuretanice  pentru
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deproteinizarea unor solutii diluate de proteine din industra laptelui [4].

Este posibila si cuplarea metodelor de separare cu membrana cu procedeele
de epurare biologica. La scard industriala sistemul se aplica la epurarea unor ape
dezuleiate [23]. Studiul privind cuplarea epurdrii biologice cu procedeele de
membrana au fost facute si cu extracte de carne, dar lucrarile respective nu dau s
randamente acceptabile [24].

Metoda de filtrare cu membrana, in particular procedeul Crossflow-Filtration
este propusa pentru epurarea apelor de la igienizarea din industria laptelui [25].

Apele astfel epurate sunt reutilizabile pentru igienizare dar consumul mare de
energie face ca procedeul sa fie scump.

Desi prezintd avantaje tehnice importante, procedeele moderne recuperative
nu s-au putut extinde pe scard largd din cauza dificultatii asigurari la scard
industriala a membranelor corespunzidtoare si din cauza costurilor energetice de
muite orl importante.

3.4. Influenta structurii §i compozitiei cdrnii §i a proce-
deelor de prelucrare asupra poluantilor din apele uzate

Compozitia chimica a carnii care se prelucreaza §i cu care apa vine in contact
face ca proteinele sa constituie principalul component poluant al apelor uzate, in
stare solubilizatd, sub forma de suspensii sau de emulsii, alaturi de lipide si substante
extractive.

Trecerea proteinelor in solutie se face in functie de conditiile tehnologice in
prezenta sau in absenta unor saruri, in special clorura de sodiu. Din aceasta cauza, se
poate presupune ca in apele uzate sunt prezente atat proteinele miofibrilare care se
extrag cu solutii saline cu taria ionicdA mai mare decat 0,3, cat si proteinele
sarcoplasmatice care se extrag cu apd sau cu solutii saline diluate, cu tarie ionicad mat
mica decat 0, 1.

in unele faze ale procesului tehnologic de prelucrare a carnii se lucreazi la
temperatura camerei, iar in altele la temperatura ridicata, chiar la fierbere, astfel ca
unele proteine vor ajunge in apele uzate in stare nativa, altele in stare denaturata. De
asemenea, pot sa fie prezente produse de hidroliza ale proteinelor.

Spectrul de mase moleculare al poluantilor va fi deosebit de larg, de la
molecule mici, ca ionul amoniu, amine §i aminoacizi, la macromolecule cu mase
moleculare cuprinse intre 16000 (mioglobina) si 340000 (meromiozina) sau chiar
1000000 (conectina). in tabelul 3.4. sunt prezentate unele din principalele
caracteristici ale proteinelor din carne. Este de asteptat ca aceste proteine sa fie
prezente in apele uzate 1n cantitate care depinde de aportul lor in muschi.

Apa uzatd contine si lipoproteine §i fosfoproteine, in schimb singele apare ca
poluant de obicei in cantitati mai mici fiind prelucrat chiar in tehnologia curenta in
majoritatea abatoarelor mari.

Datorita compozitiei cérnii, pe langd proteine §i alti componenti cu azot,
apele uzate contin cantitati mai mari sau mai mici de lipide, uneori emulsionate in
apa, ceeea ce poate sa complice prelucrarea probelor de apa recoltate.
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Tab. 3.4. Caracteristici ale unor proteine din carne

PROTEINA EXTRACTIA MASA pH APORTIN
MOLECULARA 1zoelectric MUSCHI
MIOZINA KCl0.6 M ~ 500.000 5.4 29%
KCl0,3M +
ACTINA fosfati 0,15 M 46.000 4,7 13%
Acetona + eter,
TROPOMIOZINA apoi KCI 1 M 70.000 3.2%
TROPONINA 42.000 3.2%
CONECTINA 700.000+1.000.000 3.7%
MIOMEZINA Api 165.000 0.4+2.0%
MIOALBUMINA 3+3.5 11%
MIOGEN NaCl 0.9% 81.000+150.000 6+6.7
TROPOCOLAGEN 30.000 5.2%
14
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4. PROPRIETATI ALE PROTEINELOR CARE POT STA LA
BAZA PROCEDEELOR DE SEPARARE DIN APELE UZATE

4.1. Generalitati [6.8]

Proteinele, substratul material al tuturor fenomenelor vietii sunt compusi
organici naturali macromoleculari, care prin hidroliza totald chimicad sau enzimatica
elibereaza o - aminoacizii componenti.

Proteinele insolubile (scleroproteinele) organismului animal au rolul de a
conferi rezistentd mecanica. Proteinele solubile apar in celule in stare dizolvata sau
sub forma de geluri hidratate. Dintre ele, albuminele sunt solubile in apd §i in solutii
diluate de electroliti iar globulinele numai in electroliti. Toate proteinele cu insusiri
fiziologice specifice — enzimele, hormonit proteici, toxinele, anticorpii, proteinele din
serul sanguin, fac parte din clasa globulinelor.

Principalele proprietiti ale proteinelor care intervin si in procesul de separare
din apele uzate sunt urmatoarele:

a) Precipitarea proteinelor poate fi reversibild sau ireversibila. Precipitarea
reversibila cu solutii concentrate de electroliti (salifiere) se datoreste tendintei
puternice a ionilor electrolitului de a se hidrata, apa necesara fiind preluatd din sfera
de hidratare care inconjoara gruparile polare ale proteinei care astfel precipitd. Dacd
electrolitul se indeparteazi de exemplu prin dializad, proteina se redizolva.
Concentratia salina la care se produce precipitarea variaza de la o proteina la alta,
ceea ce permite fractionarea cu saruri a unor preparate proteice.

b) Din cauza caracterului lor puternic polar, proteinele nu sunt solubile in
solventi organici. $i aceastd proprietate std la baza unor metode de izolare si
purificare a proteinelor. Solventi organici utilizabili pentru precipitare sunt de
exemplu alcoolul si acetona.

¢) Solubilitatea proteinelor este minima la punctul izoelectric, proprietate care se
poate folosi pentru izolarea i purificarea lor.

d) Proteinele pot suferi procesul complex, caracteristic, de denaturare care se
manifestd prin modificarea conformatiei proteinei native, schimbarea activitatii
optice, pierderea activitatii fiziologice, micsorarea solubilititn si modificarea
proprietatilor fizico-chimice. Agentii care produc denaturarea sunt foarte diferiti:

- energia termica prin atacul asupra legaturilor de hidrogen care determina
structura secundara §i tertiara a macromoleculei.

- modificarea pH-ului care ataca legiturile ionice.

- potentialul de oxido-reducere care influenteaza formarea sau scindarea

puntilor disulfurice S-S.

- sarurile metalelor grele (Hg, Ag, Cu, etc) care formeaza in concentratii mici,
in mod ireversibil, complecsi greu disociabili cu proteinele.
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- substante organice ca ureea, salicilatul de sodiu, detergentii,alcoolul etilic
care in solutii concentrate provoaca solvatarea unor grupe functionale,
concomitent cu desfacerea unor legatuni de hidrogen.

- radiatiile X, radiatiile ultraviolete si lumina vizibila.

4.2. Separarea si fractionarea proteinelor{26,27,28,29,30,31,32]

Metodele de separare a proteinelor se bazeaza pe diferentele de dimensiune
ale moleculelor, pe diferentele de sarcind electricd, de solubilitate, de absorbtie pe
diferite suporturi cromatografice ori pe proprietatile chimice sau biologice ale
moleculelor studiate. Ca si in cazul altor materiale de origine biologica si in cazul
proteinelor se impune adesea ca in procesul de separare si de investigare moleculele
sa fie afectate in cat mai micd masura astfel incat proprietdtile lor sia nu sufere
modificari semnificative.

Separarea proteinelor insolubile de compusii care le insotesc in organismele
animale se poate realiza relativ usor, dar purificarea lor este dificila deoarece este
legata de dizolvare.

La separarea proteinelor solubile trebuie s& se tind cont de marea lor
sensibilitate la agentii care produc denaturarea. Pentru evitarea denaturarii, operatiile
de izolare si purificare se efectueaza de reguld la temperaturad cat mai scazuta, intr-un
timp cat mai scurt. in cazul proteinelor din apele uzate de la abatoare aceasta este o
problema mai putin acuta pentru ca proteinele rezulta din tehnologie in bund parte in
stare denaturata prin fierbere.

Cele mai folosite metode de separare si fractionare a proteinelor sunt redate
in continuare.

4.2.1. Dializa[32]

Dializa, separarea moleculelor mari de cele mici cu ajutorul unei membrane
semipermeabile care permite trecerea doar a moleculelor cu masa moleculard mica,
este o metodd care se poate utiliza pentru a indepédrta moleculele mici neproteice
dintr-un extract proteic. Procedeul se aplica numai sistemelor care contin un singur
component proteic sau doud componente legate strans una de cealalta.

Aplicarea dializei la un preparat care contine si o parte prostetica, de exemplu
coenzimd in cazul unei enzime, poate duce la dezafectarea compusulul prin
dializarea in mediul exterior a cofactorului legat de proteina.

Moleculele mici trec prin membrana semipermeabild in lichidul exterior pana
la atingerea echilibrului. Daca dializa se face fatd de un fluid curgator sau daca
solventul se schimba repetat, este posibild indepartarea totalda a moleculelor mici din
molecula.

Cel mai utilizat material semipermeabil pentru dializa este celofanul.

Membranele de celofan sunt permeabile pentru moleculele cu masa sub
30.000, dar aceastda limitad variaza in functie de modul in care mambranele au fost
pretratate. Pretratarea se face pentru indepartarea din membrana a urmelor de sulf, de
ioni metalici §i chiar de enzime §i se poate realiza prin tratarea la fierbere pe baie de
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apa cu o solutie alcalina de EDTA timp de 30 de minute.

Viteza procesului de dializa creste cu temperatura dar, din motive de protectie
a activitatii biologice separarea prin dializa se realizeaza adesea la 4°C.

Viteza de dializa depinde s1 de solvent, cea mair mica vitezd de dializa
inregistrandu-se fatd de apa distilatd. Pentru stabilizarea moleculelor este insa
necesar sa se lucreze cu solutii apoase cu pH-ul i tdria ionica definite.

Un fenomen de care trebuie sa se tina cont este acela ca in timpul dializei,
datorita proceselor de osmozd, apa intra in sacul de dializd. Pentru a nu se provoca
diluarea excesiva a continutului sacului, acesta trebuie umplut suficient de la inceput.

In cursul separdri unei solutii proteice de o solutie salini prin dializa,
moleculele mari de proteind purtdtoare de sarcind electrici nu pot trece prin
membrand iar ionii care trec prin membrand se distribuie inegal pe cele doua parti ale
barierei, ducand la aparitia unei diferente de potential intre cele doua fete ale
membranei. Astfel, dacd dializa este realizata fatd de apa distilata apar modificari de
pH. Pentru a evita acest dezavantaj, dializa se poate efectua fatd de solutii saline mai
concentrate decat 0, 1M.

4.2.2. Precipitarea

Proteinele pot precipita reversibil sau ireversibil sub actiunea unor agenti
chimici cum sunt acizii, sdrurile, solventii organici sau agentii fizici cum este
caldura.

a) Precipitarea la pH izoelectric [32]

Precipitarea la pH izoelectric se bazeazd pe comportarea acido-bazica a
proteinelor si anume pe faptul ca la pH izoelectric sarcina electrici globald a
moleculei de proteind este nula, solubilitatea minima si deci ea precipitd din solutie.

pH-ul izoelectric este o valoare caracteristica pentru proteind §i este
determinat de numarul de grupari ionizabile din moleculd si de valoarea exponentului
de aciditate pentru fiecare din ele. Proteinele globulare, de exemplu, au in solutie
grupari ionizabile orientate spre exterior care formeaza o suprafatd polara hidrofila.
Aceasta contine un numar diferit de grupari ionizabile si o distributie diferitad de la o
proteind la alta a sarcinilor electrice pe suprafata globului proteic, ceea ce se
manifestd ca un anumit pH izoelectric.

Deoarece diferitele proteine dintr-un amestec au puncte izoelectrice diferite,
ele pot fi separate unele de altele prin aducerea pH-ului amestecului la punctul
izoelectric al proteinei de separat.

Curbele de titrare si pH-ul izoelectric se pot modifica substantial in prezenta
sarurilor neutre care influenteaza gradul de ionizare al diferitelor grupari ale
catenelor laterale.

b) Precipitarea cu solventi organici [32]

Precipitarea proteinelor de citre solventii organici se explicd prin inlocuirea
apei cu constanta dielectrica mare care face ca sarcinile opuse ale moleculelor de
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proteine sa aiba un efect mic de atractie reciproca cu solventi cu constante dielectrice
mici, ceea ce determina ca fortele de atractie dintre moleculele de proteine sa creasca
si ele sa formeze un precipitat.

Actiunea precipitantd a solventilor se explicd si prin efectul deshidratant
asupra moleculelor proteice. Moleculele de apd care hidrateazd macromoleculele
proteice prin interactii ion-dipol interactioneazd i sunt atrase de moleculele
solventului organic introdus in amestec. Din cauzd c@ interactiunea moleculelor
solventului cu apa este exoterma, precipitarea se efectueaza la temperaturi scazute,
sub 0°C. Precipitarea la temperaturd scazuti mai prezintd avantajul ca astfel scade
solubilitatea proteinei ceea ce permite utilizarea unei cantitdti mai mict de solvent.
De asemenea, scade actiunea denaturanta a solventilor asupra majoritatii proteinelor.

Pentru a fi folositi la precipitarea proteinelor, solventii trebuie sa aiba
constanta dielectrica D micd, o buna miscibilitate cu apa si o actiune denaturanta cat
mai scidzutid. Aceste conditii sunt indeplinite cel mai bine de etanol (D = 25,0),
metanol (D = 32,0), eter (D = 4,1), dar se mai folosesc $1 acetona ( D = 20,7),
benzenul (D = 2,3), hexanul (D = 1,9).

Intr-un amestec de proteine care au distributia sarcinilor electrice la suprafata
moleculelor diferita, forta de atractie limitad care produce precipitarea este atinsi la
diferite concentratii ale solventului, ceea ce permite precipitarea fractionata. Prin
cresterea concentratiei unui anumit solvent are lor precipitarea succesiva a
proteinelor din amestec, fiind astfel posibila separarea lor.

¢) Precipitarea cu ajutorul unor electroliti [26,27,32]

Solubilitatea unei proteine creste cu cresterea concentratiei unei sari neutre
prezente in mediu (fenomenul numit “salting-in”), atinge o valoare maxima, dupi
care scade treptat pana cand, la concentratii saline mari, precipitd din solutie prin
fenomenul numit salifiere (sau “salting-out” ori precipitare salind). Fiecare proteina,
in functie de structura ei, precipitd la 0 anumitd concentratie a unei siri, ceea ce face
teoretic posibila precipitarea fractionatd §i separarea pe aceastd cale a proteinelor
dintr-un amestec.

Precipitarea proteinelor prin salifiere se datoreaza neutralizdrii sarcinilor
electrice ale particulelor de proteina de catre ionii electrolitului adaugat in solutie si
deshidratarii proteinelor de catre ionii puternic hidratati ai electrolitului adaugat in
exces.

Precipitatul format prin salifiere se redizolva prin diluare cu apa. Procesul
este reversibil, semn ca structura tertiara a moleculei nu a fost alterata.

Intre solubilitatea S a unei proteine §i taria ionica a unei solutii saline
concentrate prezente in mediu exista relatia:

log S=p-Ksu 4.1)
unde:
- S este solubilitatea proteinei in prezenta electrolitului
- M este taria ionica a electrolitului
- Kseste constanta de salifiere
- B este ordonata la origine a dreptei care reprezinti ecuatia.
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Daci relatia 4.1 este reprezentatd grafic, pentru aceeasi proteina §i aceeasi sare, la
pH-uri si temperaturi diferite, se obtine o familie de drepte paralele. Din aceasta
cauza, in timpul precipitiri fractionate pH-ul s1 temperatura trebuie mentinute
constante.

Dependenta solubilitatii proteinei supuse precipitarii prin salifiere de temperatura
si pH are consecinte practice. Astfel, la o tarie constanta a electrolitului, solubilitatea
proteinei este minima la pH-ul izoelectric. in solutii saline diluate proteinele sunt mai
solubile la 20-30°C decat la 0°C, dar in solutii concentrate fenomenul este inversat.

Electrolitii folositi la salifiere trebuie si indeplineascd o serie de conditu si
anume:

- si aibd o mare solubilitate care sa permitd obtinerea unei game mari de
concentratil.

- dizolvarea electrolitului in apa sa nu producd modificarea pH-ului
amestecului.

- dizolvarea sa nu duca la procese exoterme.

- sd nu reactioneze chimic cu proteina de separat.

- s fie usor de indepartat din precipitatul proteic.

Aceste conditii sunt indeplinite de sarurile cuprinse in seria Hofmeister care
permite alegerea electrolitului potrivit pentru salifiere:

amestecul KH,PO4 + K;HPO,, Na;SO4, (NH4)2SO4, MgSO4

Ordinea in seria Hofmeister este aceea descrescatoare a valorilor parametrului
Ks din formula 4.1 care descrie procesul de salifiere.

Cel mai utilizat agent de precipitare fractionatd este sulfatul de amoniu, o sare
foarte solubild (70,6 mg la 100 ml la 0°C), cu efect protector asupra multor proteine,
inclusiv asupra enzimelor. Utilizarea sulfatului de amoniu are si dezavantaje si
anume ca necesitd un control de pH fiind sarea unui acid tare cu o baza slaba, ca
solubilitatea sarii este determinatd de temperaturd §i cd poate produce interferentd in
cursul dozarilor cantitative ale proteinelor.

Sulfatul de sodiu are o actiune de salifiere mai puternicad decat sulfatul de
amoniu la aceeasi tarie ionica, dar prezintd dezavantajul ci are o solubilitate mai
mica.

Sulfatul poate fi adaugat pentru salifiere fie sub forma unei solutii saturate,

fie in stare solidd. Pentru a nu mari volumul preparatelor, se preferd precipitarea
fractionata cu sare solida.

Concentratia in sulfat a solutiei de proteind supuse salifierii se exprimad uzual
in procente de saturatie. Cantitatea de sare solidi necesarid pentru realizarea unei
anumite saturatii se extrage de obicei din tabele sau nomograme (nomograma Dixon)
[32].

Desi o proteind nu precipita practic intr-un domeniu ingust, strict limitat al
concentratiilor de sulfat de amoniu, ea regasindu-se de regula in mai multe fractii,
separarea fractionatd este totusi posibild deoarece o anumitd proteind precipitd
preponderent la o concentratie a sarii. Astfel, globulinele, proteine cu molecule mari,

19

BUPT



sunt mai usor precipitate decdt albuminele care au molecule mai mici. Globulinele
pot fi separate prin salifiere in trei fractiuni, o,[3 si vy, care precipitéd in stare mai mult
sau mai putin unitarda cand concentratia sulfatului de amoniu in solutie ajunge la 1,34,
1,64 si respectiv 2,05 mol/l. Albuminele precipitd cind concentratia este de 2,57
mol/l.

Sarurile metalelor grele ca AgNOs;, CuSO,, HgCl,, Pb(CH3COQ); produc
precipitarea ireversibild a proteinelor prin neutralizarea in mediu alcalin a sarcinilor
negative de la suprafata moleculei proteinei de cétre cationii mari de metale grele.

Precipitatele formate cu sarun de plumb si de cupru se dizolva in exces de
reactiv ca urmare a peptizani precipitatelor gel coloidale de catre ionii care sunt
absorbiti de particulele care primesc o sarcind pozitiva stabilizanta.

Pe langd saruni i alti electroliti actioneazd asupra proteinelor. Dar acizii
minerali concentrati $i unii acizi organici denatureaza ireversibil molecula proteica.

La tratarea solutiei apoase a unei proteine cu acizi minerali concentrati cu
heteropoliacizi (acid fosfomolibdenic, acid fosfowolframic) sau cu acizi organici
(acid acetic, acid tricloracetic), se formeaza precipitate. Precipitarea se datoreste
faptului ca sarcina pozitiva a proteinei care are structura cationica in mediu acid este
neutralizatd de anionii voluminosi dar si faptului ca are loc denaturarea la valori
extrem de acide ale mediului de reactie.

Alcaliile actioneaza diferit asupra proteinelor. Astfel, alcaliile concentrate la
fierbere produc descompunerea proteinei cu degajare de amoniac §i cu posibilitatea
de punere in evidentd in solutie a sulfului continut initial de proteind cu ajutorul
acetatului de plumb. Reactia nu are rol in separarea si fractionarea proteinelor, dar
are aplicatii analitice.

d) Termoprecipitarea [27]

Majoritatea proteinelor se denatureaza ireversibil la incilzire cand se produce
precipitarea sub forma de tulbureald, flocoane sau cheagun. Coagularea decurge cel
mai usor 1n apropierea punctului izoelectric. Adaugarea de saruri anorganice neutre
usureaza §i accelereaza coagularea proteinelor prin fierbere.

in domeniul 0 — 40°C majoritatea proteinelor prezintd o crestere a solubilitatii
cu temperatura, dar la peste 40°C ele devin instabile si incep sa se denatureze,
precipitand ireversibil din solutie.

Metoda termoprecipitdrii se aplici penrtu izolarea enzimelor termostabile
prin precipitarea celorlalte proteine denaturate.

4.2.3. Fractionarea prin tehnici cromatografice [33]

a) Cromatografia de adsorbtie [27]

Proteinele pot fi adsorbite pe diversi adsorbanti si apoi eluate prin spilare cu
solventi. Separarea depinde de echilibrul care se stabileste la interfata solid-solutie si
de solubilitatea in lichidul de elutie a componentelor de separat.
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Drept materiale adsorbante se pot folosi substante nepolare cum este
carbunele activ sau substante polare cum sunt silicagelul, gelul de fosfat de calciu
sau gelul de alumina. Fortele care leagd proteinele de adsorbant sunt predominant
forte Van der Waals in cazul adsorbantilor nepolari §t atractil ionice §i legaturi de
hidrogen in cazul adsorbantilor polari.

Masa de solut m adsorbitd pe unitatea de masa de adsorbant depinde de
concentratia solutului C si este data de izoterma de adsorbtie a lui Langmuir:
KK,C 42)
m=_——— :
1+K,C
unde:
- K, este numarul de situri de adsorbtie activd pe unitatea de masa a
adsorbantului si depinde de natura chimica a acestuia.
- K; este masura afinitatii solutului pentru adsorbant §i este functie de
componentele sistemului.

Adsorbatii pot fi utilizati sub forma unor coloane cromatografice sau prin
amestecare directd cu proteinele de separat.

Componentele unui amestec adsorbite mai puternic pe colana sunt mai dificil
de eluat si apar mai tarziu in lichidul de spalare. Pozitiile pe coloand a componentelor
sunt functie de energia liberd de adsorbtie.

In cazul amestecdrii directe a adsorbantului cu amestecul de separat, este
recomandabil ca solutia proteica sa fie diluata pana la o concentratie de sub 1%
pentru a minimaliza interactiunile proteind-proteina si a favoriza adsorbtia selectiva.

Raportul adsorbant-amestec de separat este de 0,1 + 2 functie de natura
proteinei. Fractionarea se realizeaza prin adsorbtia proteinei cercetate, evacuarea
celorlalte componente cu supernatantul si eluarea produsului adsorbit cu jet de apa
distilatd sau solutit tampon, dar existd §i cazuri inverse cand compusul cercetat
ramane neadsorbit iar adsorbantul retine impuntatile §i proteinele nedorite.

b) Cromatografia de afinitate [27,33,34]

Cromatografia de afinitate este o metoda in care separarea se realizeaza prin
forte de interactiune specificd. Aceastd tehnica este utilizatd ca metoda de purificare
a macromoleculelor prin legaturile lor biospecifice.

In principiu, metoda consta in atasarea unui ligand printr-o legaturd covalenta
la o matrice purtatoare, insolubild in apad si acesta absoarbe dintr-un amestec numai
componentii care prezintd o afinitate specifica pentru ligand. Separarea unei proteine
din amestec prin cromatografie de afinitate se bazeazd pe capacitatea ei de a lega
specific o molecula de ligand.

Drept material inert se folosesc agaroza perlata, sticla poroasa, celuloza,
poliacrilamida.

Natura chimica a liganzilor depinde de proteina care urmeaza si fie separata.

Afinitatea pentru stratul cromatografic trebuie sa facid posibila retinerea
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selectiva dar trebuie s fie st suficient de slaba pentru a permite eluarea farda procese
de denaturare.

Intre matricea inerta si ligand se plaseaza de obicei o grupare de spatiere
(“spacer group”) cu rolul ca, prin distantarea celor doud parti, sa reduca interferentele
sterice.

¢) Cromatografia prin schimb ionic [33,35]

Separarea unui amestec de proteine este posibild, datoritd caracteristicilor lor
acido-bazice, prin legarea la un schimbator de ioni urmata de eluarea treptata.Intre
sarcinile electrice ale schimbatorilor din coloand §1 cele de semn contrar ale
proteinelor se stabilesc legdturi electrostatice, dar intervin si interactiuni de tip polar
si Van der Waals. Aceste legatun pot fi desfacute si proteinele pot fi eluate de pe
coloani cu ajutorul unor ioni competitivi cu o afinitate mai mare pentru schimbéatorul
de 1oni.

O buna separare se realizeazd dacd proteinele din amestec au sarcini electrice §i
distributia lor pe suprafata moleculei diferite.

Cresterea concentratiei ionului competitiv intensifici desfacerea legaturilor
electrostatice dintre proteine si schimbator iar modificarea pH-ului poate provoca
modificarea numarului si distributiel sarcinilor electrice ale moleculei proteice. In
consecinta elutia proteinelor adsorbite se poate face in gradient de concentratie sau in
gradient de pH.

Pentru separarea proteinelor se pot folosi schimbéatori de ioni anorganici,
aluminosilicati drept cationiti i hidroxizi de Fe, Al, Zn, Th, Ti sau Zn drept anioniti
s1 ragim anorganice de schimbatori. Cei mai utilizati pentru studiul proteinelor sunt
schimbitorii celulozici care au incorporate in molecula celulozei grupéri ionizabile
—COOH, -POs;H,, -SO3H, -NH,, etc. Matricea lor prezintd o slaba densitate de
sarcind care permite elutia moleculelor man de proteine in conditii relativ blande. $i
schimbatoni de ioni pe bazd de dextrani §i poliacrilamidd care rezulta prin grefarea
de grupari ionizabile pe matricile insolubile ale gelurilor pot fi folositi pentru
fractionarea proteinelor.

Derivati sintetici ai celulozei, folositi pentru cromatografia proteinelor sunt de
exemplu dietilaminoetilceluloza (DEAE-celuloza, schimbator anionic) cu grupar
~CH,-CH,-N"(CH-CH3); si carboximetilceluloza (CM-celuloza, schimbator
cationic) cu gruparn —~CH,-COO".

Separarea amestecurilor §i eluarea succesivda a componentelor individuale de pe
coloana DEAE-celulozé se face prin trecerea peste coloand a unei serii de tampoane
de pH descrescator (gradient de pH) sau a unei serii de solutii saline de tarie ionica
crescatoare (gradient de concentratie). Compozitia solutiei eluate poate sia se
modifice gradat sau continuu (gradient de elutie).

Pentru eluarea anionitilor sunt recomandate tampoanele cationice cu pH-ul cu
aproximativ o unitate peste punctul izoelectric al proteinei iar pentru eluarea
cattonitilor tampoane anionice fosfat-acetat cu pH-ul cu o unitate de pH sub punctul
izoelectric. Taria ionicd §i pH-ul solutiei tampon cu care se face elutia se aleg astfel
incat proteina de izolat sa fie initial puternic sorbitd in stratul cromatografic. La
alegerea pH-ului tamponului se tine seama de domeniul in care proteina este stabild
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si de pH-ul izoelectric. Fig. 4.1 indica valonle de pH la care o proteina cu pH; = 5,2
se leagd la un cationit sau la un anionit.

PUNCT I1ZOELECTRIC

Se separa cromatografic pe un anionit
‘ >

I | l | l l 1 |

1 2 3 4 5 6 7 8

Sc separi cromatografic pe un cationit \

Fig.4.1 Sarcina globala a unei proteine in functie de pH

Exista i metode care combina principiul schimbului ionic cu cel de excludere
moleculard. Gruparile ionice care se atageaza la gruparile hidroxil ale resturilor de
glucoza din Sephadex G25 si G50 sunt aceleasi ca in cazul schimbatorilor celulozici,
rezultand anioniti (ca DEAE —Sephadex) si cationiti (ca CM-Sephadex).

d) Fractionarea proteinelor prin cromatografie pe gel permeabil
(cromatografie de excludere moleculara) [31,36,37,38,39,40,41]

Gelcromatografia este un tip de cromatografie de partitie in care substantele din
amestecul de separat migreazd cu viteze diferite functie de efectul repartizari lor
intre faza lichida §i faza stationara printr-un strat cromatografic care constd dintr-un
gel cu structurd macromoleculara tridimensionald insolubila, imbibat cu acelasi
solvent cu care se efectueazd eluarea stratului cromatografic. Coeficientul de partitie
intre faza gel §1 faza lichidd depinde exclusiv de efecte sterice: moleculele mici
patrund in ochiurile retelei tridimensionale a gelului §i sunt distribuite intre lichidul
liber si lichidul care imbiba gelul, in timp ce moleculele mai mari care au mai putin
acces 1n spatiul gelului sunt excluse. Ele raman in volumul de excludere al coloaneli,
definit ca volumul fazei apoase din afara stratului de gel si prezinta viteze de elutie
mai mari, parasind matricea gelului.

Stratul cromatografic este caracterizat prin geometria stratului §i prin viteza de
elutie.

Geometria stratului se refera la inaltimea si diametrul acestuia, dar, din cauza
imperfectiunii coloanelor este recomandabild §i determinarea experimentald a
volumului stratului cromatografic V,. Se mai defineste volumul spatiului gol V, ca
volumul de lichid din spatiul interstitial dintre granulele gelului care se determind
experimental prin masurarea volumului de elutie a unei substante care nu este
retinutd pe materialul stratului cromatografic. Volumul gelului V, din strat este :
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Vi=V-V, (4.3)

Volumul lichidului din interiorul particulelor de gel, numit volum interior V; este
diferenta dintre volumul gelului si volumul partial al matricei gelului:

Vi= V- Vg = mW, (4.4)

Unde :

-V, este volumul partial al matricei gelului

- mg este masa matricei gelului

- W, (“water regain”) este capacitatea de retinere a apei de catre materialul
uscat care prin imbibare da nastere gelului.

Pentru gelurile pe baza de dextran si pe baza de poliacrilamida existd o stransa
corelare intre W, si proprietatile de fractionare ale acestora. O valoare W, mica indica
un domeniu de fractionare a substantelor cu mase moleculare mici iar o valoare mare
indica posibilitatea separarit moleculelor foarte mari.

Elutia stratului cromatografic este caracterizata prin viteza de curgere exprimata
uzual in ml eluant/min sau ml eluant/ora. Un parametru utilizat pentru a caracteriza
solutul este volumul de elutie V. care este necesar pentru a transporta moleculele
unei anumite substante prin coloana cromatograficd. Pentru caracterizarea
comportdrii cromatografice a unei substante se mai folosesc parametri ca volumul
relativ de elutie V/V, si constanta de retentie V./V,.

Intre volumul de elutie al unui solut si coeficientul de partitie K intre faza
stationara si faza mobila exista relatia:

Ve =V, +KV, 4.5)

unde V,este volumul starii stationare.

Coeficientul de partitie se poate exprima in doud moduri i anume
considerand intreaga faza gel ca faza stationara:

Kav = (Ve - Vo) / Vi (4.6)
Sau considerand numai lichidul care imbiba gelul ca faza stationara:
Ka=(Ve—V,)/V; 4.7)
Pentru fiecare tip de gel exista un domeniu al maselor moleculare al
substantelor care se pot separa (ca proteine globulare sau polizaharide),
corespunzator limitelor coeficientului de partitie:

Kw=1 (Ve=V) si Ky=0 (V.=V,) (4.8)

Masa moleculard a substantei eluate cu un volum egal cu volumul spatiului
gol al stratului cromatografic reprezinta limita de ecluziune a gelului.

Marimea particulelor de gel influenteazi gradul de dispersie a zonelor
separate, puterea de rezolutie si vitezele de elutie.
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Pentru a fi utilizat in cromatografie, un gel trebuie sa indeplineasca un numar
de conditii §i anume inertia chimici a matricei, stabilitatea fizico-chimica a gelului,
continutul mic de grupari ionice pentru a evita efectele de schimb ionic, posibilitatea
obtinerii unei game largi de gel cu aceeasi constitutie chimicd pentru a acoperi
diferite domenii de fractionare, marimea particulelor §i distributia lor pe marimi
riguros controlate, rigiditatea granulelor gelului astfel ca stratul cromatografic sa nu
se compacteze.

Materialele folosite ca straturi gel cromatografice sunt cele pe bazda de
dextran, de poliacrilamida $i de agar-agaroza.

Dextranul este un polizaharid sintetizat microbiologic din zaharoza cu
ajutorul microorganismului Leuconostoc mesenteroides. Structura spatiala a
dextranului este asiguratd prin legarea de cele trei grupér hidroxil ale resturilor de
glucoza a epiclorhidrinei cu formarea unro punti de gliceril:

R-O-CH,-CH-CH,-O-R (4.9)

OH
unde R reprezinta fragmente ale catenelor polizaharidului.

Dextranul nativ are masa moleculard de pana la 10° si are in molecula 90-
95% legaturi a-1,6-glucozidice si 5-10% legatun a-1,3-glucozidice. Dextranul este
un produs usor solubil in apa dar compusul inretelat cu epiclorhidrind, cu structura
tridimensionala, este insolubil in api. In solutii apoase reteaua tridimensionald se
gonfleaza retinand lichidul in ochiurile retelei. Gradul de umflare este determinat de
gradul de inretelare (% epiclorhidrind).

Dextranul nativ se foloseste pentru sinteze de geluri cu W, = 20 iar pentru
obtinerea de geluri cu W, = 2+5 se utilizeazd un dextran cu masa molecularad
30.000+50.000 obtinut prin hidroliza partiald a dextranului nattv.

Firma producétoare, Pharmacia Fine Chemicals Uppsala Suedia livreaza acest
produs sub numele comercial de Sephadex in diferite tipun, de la G10 la G200, care
se deosebesc prin gradul lor de inretelare si proprietatile de imbibare.

Gelurile pe bazd de acrilamidi Bio-Gel se obtin prin copolimerizarea
acrilamidei CH,=CH-CO-NH; cu metilen-bis-acrilamida
CH,=CH-CO-NH-CH,-NH-CO-CH=CH,

Prin modificarea raportului monomer-comonomer se pot obtine geluri cu
capacitdti de imbibare diferite, livrate de firma Bio-Rad in 10 tipuri simbolizate
P2+P300, cifrele indicdnd limita de ecluziune pentru peptide si proteine globulare,
multuplicatd cu 1000.

Bio-Gelul prezinta proprietdti cromatografice si de imbibare similare cu cele
ale Sephadex-ului §i matricea sa este extrem de stabila in domeniul de pH = 2+11.

Agarul este un amestec de polizaharide lineare, obtinut din diferite specii de
alge marine, compus in principal din D-galactoza si 3,6-anhidro-L-galactoza. Agarul
poate fi fractionat in doua componente: agaropectina care cuprinde gruparile
incdrcate electric §i agaroza, componenta neincircatd electric. Macromoleculele
gelului de agar sunt tinute asamblate prin legituri de hidrogen, spatiile libere fiind
cuprinse in microcristalite.

Cu ajutorul agarului ca material cromatografic se fractioneazi molecule cu
mase moleculare foarte mari. Un avantaj al acestui gel il constituie stabilitatea
mecanicd deosebitd dar prezintd dezavantajul ¢ are un numir mare de grupar
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incarcate electric, ceea ce conduce la aparitia efectelor de schimb ionic. Spre
deosebire de Sephadex si Bio-Gel, agarul si agaroza nu pot fi uscate si apoi
reimbibate.

4.3. Metode de determinare cantitativi a proteinelor [2243]

Analiza continutului de substante organice din ape si a elementelor care
rezultd prin degradarea lor (azot, fosfor) are o literaturd bogata [44,45,46,47],
existand si un numar de analize curente standardizate care dau o imagine asupra
incarcdrii organice a apelor uzate, dar nu §i asupra incdrcari cu proteine
(determinarea indicatorilor consum chimic §1 consum biochimic de oxigen,
determinarea azotului total etc).

Analiza cantitativa a proteinelor se face prin metode chimice §i prin metode
fizico-chimice, existand tendinta, in ultimii ani, de folosire combinata a doud sau mai
multe tehnici spectroscopice complementare pentru caracterizarea conformationala si
structurald a proteinelor si peptidelor cercetate.

4.3.1. Dozarea proteinelor prin mineralizare si determinarea
azotului organic [48]

Determinarea constd in mineralizarea probei organice si transformarea ei intr-
un compus anorganic in care azotul se giseste de obicel sub forma de saruri de
amoniu. Mineralizarea se face de regula cu acid sulfuric in prezenta unor catalizatori
ioni metalici (Se*”, Cu®’, Hg", etc) si a unor saruri de metale alcaline cu rol de a
creste punctul de fierbere al solutiet [49,50]. O mineralizare rapida se poate face cu
acid sulfuric si perhidrol [43].

Metoda de mineralizare si determinare a azotului organic se aplicd in mai
multe vanante:

a) Determinarea azotului prin metoda Kjeldahl se bazeaza pe eliminarea cu
ajutorul hidroxidului de sodiu a azotului adus in forma amoniacald asa cum s-a
descris mai sus, captarea amoniacului intr-o solutie de acid sulfuric sau boric i
titrarea excesului de acid cu hidroxid de sodiu.

Daca metoda se aplica pentru determinarea azotului organic din apa, intr-o prima
etapa se indepérteazd amoniul prezent in apa prin aducerea pH-ului la 7,1 si fierbere,
dupa care urmeaza mineralizarea si determinarea amoniului rezultat ca mai sus.

In cazul in care se determina proteinele dintr-un amestec cu substante cu azot
neproteic, proteinele se pot precipita cu saruri ale unor metale grele cum este sulfatul
de cupru in mediu alcalin, se separd prin filtrare si se determind azotul din precipitat
prin metoda Kjeldahl.

b) Determinarea azotului prin metoda Parnas-Wagner care se aplica la probe
mineralizate cu continut mic de azot constd dintr-o microdistilare a unei cote din
solutie, amoniacul fiind antrenat cu vapori de apa si determinat spectrofotometric sau
prin titrare [51].
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4.3.2. Determinarea cantitativd a proteinelor prin absorbtie caracteristici in
UV [43,52]

Solutiile de proteine prezinta in general un maxim caracteristic de absorbtie la
260 si 280nm, datorita resturilor de triptofan si tirozind din molecula. Determinarea
poate fi deranjatd de prezenta in extractele proteice a unor compusi cum sunt de
exemplu acizii nucleici. Influenta acizilor nucleici poate fi luata in calcul cu ajutorul
unui factor de corectie stabilit in functie de coeficientii de extinctie la cele doua
lungimi de unda [53].

Metoda de determinare in U.V. a continutului de proteine este extinsd in
domeniul alimentar, al lichidelor organismului viu si in solutii apoase, existand
indicatii cd In aceste cazuri domeniul de lucru general este cuprins intre 185-260nm,
lucrand la doud lungimi de unda [43].

4.3.3. Dozarea proteinelor totale prin metoda Gornall (metoda
biuretului) [48]

Metoda Gornall se bazeazd pe formarea complexului cupru-proteind care
prezintdi un maxim de absorbtie in domeniul vizibil al spectrului, la 540nm, cu
intensitatea proportionald cu continutul de proteind al probei analizate. Complexul
cupru-proteina ia nastere la addugarea unei cantitdti mici dintr-o solutie diluatd de
sulfat de cupru la o solutie diluata de proteind sau de peptidd si are o coloratie
violetd. Reactia este specifica pentru proteine, polipeptide si peptide. Ureea,
amoniacul si alti compusi azotatt nu interfereaza [48,53].

Rezultatele obtinute prin metoda Gornall sunt reproductibile §i in acord cu
metoda Kjeldahl. Metoda este aplicata curent la determinarea proteinelor din serul
sanguin, intr-un domeniu de concentratie de 82-100g/dm’, dar este si o metoda
simpla de determinare a continutului de proteine din alimente [54,55].

Metoda biuretului se foloseste si in determindari mult mai fine, cum este
determinarea continutului de proteine in saliva, un domeniu de concentratie de 0,74-
65,5mg/dm®, in care metoda s-a dovedit a fi de cea mai mare acuratete, in
concordanta cu determinarile de aminoacizi [56,57].

Studi comparative ale metodet micro-biuretului, ale metodei Lowry si ale
metodei micro-Kjeldahl in cazul dozérii proteinelor din fructe, au aritat ca cea mai
adecvata metoda in acest caz este aceea a microbiuretului, aplicata dupd o pretratare
a extractelor cu acid tricloracetic. Tratarea cu acid tricloracetic premergator aplicarii

metodei biuretului este o metodd mai larg recomandata pentru evitarea interferetelor
[53, 58].

Metoda Gornall prezintd dezavantajul, din punct de vedere al prezentei
lucrén, ca prezenta sarurilor de amoniu scade sensibilitatea reactiei.

4.3.4. Dozarea proteinelor totale prin metoda Lowry

Metoda Lowry se bazeaza pe reducerea reactivului fosfomolibdenowolframic
(reaciv Folin-Ciocalteu) de citre tirozina si triptofanul din proteina, in paralel cu
formarea complexului cupric al proteinei in solutie alcalina diluata. Densitatea optica
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se citeste la 660nm [53,59]. Metoda se aplica pentru determinarea proteinelor din
apa, din alimente, din bauturi, nu este specifica, toate felurile de proteine producand
reactia, pentru aceleasi scopuni este posibila §i folosirea metodei biuretului. Un
avantaj al metodei Lowry fatd de metoda biuretului se considera a fi faptul ca factorn
de turbiditate cauzati de lipidele serice sunt neglijabili. Insa prezenta sulfatului de
amoniu produce interferenta la determinarea proteinelor prin metoda Lowry [60,61] .

Pentru aplicatii specifice, metoda lowry a fost modificatd fata de procedeul
original. Astfel, pentru accelerarea formarii compusului colorat s-au introdus faze de
incubare [62], pentru marirea vitezei si sensibilitatii s-a introdus un reducator [63] ori
proba s-a tratat cu acid citric in prezentd de EDTA [56]; pentru determinarea
proteinelor din grau proba s-a efectuat in prezenta de tartrat de sodiu i potasiu [64].

Studii comparative ale metodei Lowry cu determinarea in U V. si
determinarea cu colorantul Coomassie brilliant blue a proteinelor totale din ser uman,
cu metoda biuretului drept referintd au aratat ca rezultatele tuturor acestor metode au
fost acceptabile pentru albumina dar pentru globulind au fost supraestimate prin
metoda Lowry [65]. Pentru determinarea proteinelor din tesuturile animale, metoda
Lowry nu s-a dovedit a fi cea mai rapidd, mai usor de realizat i mai ieftind, dar
pentru analize fine, din probe mici cum este determinarea proteinelor din lacrnimi
umane, metoda Lowry este adecvata si produce rezultate bine corelate cu alte metode
[66, 67].

4.3.5. Alte metode spectrofotometrice §i colorometrice de dozare a
proteinelor

a) Dozarea proteinelor cu p-benzochinona se bazeaza pe reactia acesteia cu
proteina rezultand un produs care absoarbe la 350nm si se foloseste ca un procedeu
simplu, rapid, ieftin i de rutind pentru determinarea cazeinei din laptele praf, a
amestecurilor de proteine §i aminoacizt (cu citire la 350nm si respectiv 480nm) si a
aminoacizilor [68,69,70,71].

b) Dozarea proteinelor cu acid bicinconinic este o alternativd a metodei
Lowry, mai putin susceptibild la interferentd, aplicabild la concentratii mici; se
realizeaza cu o solutie apoasa de acid bicinconinic, cu carbonat, bicarbonat, hidroxid
si tartrat de sodiu la pH puternic alcalin, cu sulfat de cupru si citire la 562nm.
Varnante ale metodei urmaresc cresterea vitezei prin realizarea unui flux continuu ori
dozarea proteinelor solide prin aducerea suspensiei lor direct in reactiv [43,72,73,74].

¢) Metodele colorimetrice se bazeaza pe capacitatea unor coloranti acizi de a se
combina cu proteinele incércate opus din punct de vedere electric, determinand
precipitarea si reducerea densitatii optice a solutiei de determinat care se misoara..

Drept colorant se folosesc Orange G sau Amidoblack 10B. Metoda se foloseste
pentru alimente cu continut scazut de proteine [49].

Albumina sericd se poate doza cu bromcrezol-purpur prin absorbtia la 605nm a
complexului format prin legarea albuminei de colorantul cationic, mai puternici
decat a colorantului singur, diferenta fiind proportionala cu cantitatea de albumina
din proba[S3].

Unii poluanti proteici §i peptidici se pot pune in evidenta si pot fi vizualizati cu
coloranti, de exemplu Comassie blue si cartati pe suprafatdi la 580nm cu un
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spectrofotometru de reflexie [43,75].
d) Metode spectrometrice in IR pentru determinarea proteinelor [43]

Spectrometria de reflexie in IR este citatd in literatura ca o metoda de determinare
a proteinelor in solutie diluatd, de exemplu in lapte, cu rezultate comparabile cu
rezultatele obtinute prin metoda Kjeldahl. Spectroscopia in infrarosul apropiat s-a
propus cu rezultate promitatoare pentru cunoasterea compozitiei chimice a muschilor
animalelor.

A fost pusa la punct o metoda de corectie a imprastierii la analize individuale
multiple (“piecewive multiplicative scatter correction PMSC”), folositd la analiza cu
transmitanta difuza in IR apropiat (near IR difusse transmittance NIT) a continutului
de proteine, grasimi i apd ale unor probe de carne st produse de carne. Folosirea
metodet PMSC a dus la micsorarea semnificativd a erorilor in raport cu datele
necorectate.

Astfel a fost determinatd, de exemplu, compozitia chimicd a muschilor unor
specii de vite prin spectroscopie in IR-apropiat, obtinandu-se rezultate foarte precise
pentru umiditate i grasimi §1 ceva mai putin precise pentru proteine.

Determinarile spectrometrice in IR au fost testate si aplicate pentru analiza i
a altor produse folosite in alimentatie. A fost constatatad o foarte buna
reproductibilitate §i repetabilitate la determinarea proteinelor odata cu alti indicatori
precum substanta uscatd si grasimile din soia, cu o bund corelare cu rezultatele
obtinute prin metoda Kjeldahl.

Proteinele din carne se pot determina rapid prin spectrometria IR cu
transformatd Fourier (FT-IR), folosind banda de absorbtie caracteristici de
1548,6cm™, procedeul oferind si un mijloc rapid de determinare a structurii
secundare a proteinelor.

Modificérile structurale in timpul prelucrdrii sunt legate de propretitile
functionale iar FT-IR oferd o posibilitate rapida de masurare a structurilor secundare
ale proteinelor.

Corelatia dintre rezultatele obtinute prin FT-IR si metodele chimice este
foarte buna. Metoda FT-IR se aplica pentru determinari cantitative in-line si anume a
continutului de grasimi, proteine si lactoza.

4.3.6. Determinarea fluorometrica a proteinelor [76]

Separarea §i determinarea fluorometrica a proteinelor si peptidelor se bazeaza
pe diferenta de sarcina, de hidrofobicitate, masa, cuplare cu liganzi sau diferente
conformationale.

Determinarea fluorometricd a proteinelor in solutie diluati, de exemplu in
lapte, se realizeazd prin iradiere cu un fascicul laser de 337,1lnm in prezenta
albastrului de bromfenol i masurarea fluorescentei la 540nm[43].

4.3.7. Electroforeza in analiza proteinelor [33,43.77,78]

Electroforeza, metoda de separare care se bazeaza pe migrarea diferentiald a
speciilor de ioni sub actiunea cdmpului electric, fara ca acestia sa sufere reactii la
electrozi, a permis separarea serului proteic in patru componenti majori-albumina
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serica, o, f3 st y globuline [33] si se foloseste pe scard largd de exemplu in analiza
clinica.

Migrarea i1onilor spre electrozi este influentatda de forta de atractie
electroforetica datd de intensitatea campului si sarcina ionului si de forta de frecare
care depinde de vascozitate, viteza si raza particulei. Astfel, diferentele de sarcina in
conditii date de pH si cele de dimensiune a moleculelor permit separarea proteinelor
prin electroforeza.

Pentru separarea proteinelor se foloseste electroforeza de joasa tensiune
(400V) intr-un lichid fixat in mediu poros pe suport membrani de celuloza. Ca
mediu poros se folosesc cel mai adesea gelul de poliacrilamida i gelul de agar.
Fixarea in gel a componentelor separate se poate face cu acid tricloracetic inclus in
amestecul de colorare. Colorarea in vederea punerii in evidentd a zonelor cu
substanta de analizat s-a facut pentru prima data cu Amido black 10B(albastrul-negru
de naftol) care se mai foloseste $i azi, alaturi si de alti coloranti. Decolorarea
portiunilor de fond se face prin imersarea gelului intr-un solvent adecvat, acid acetic
in cazul Amido black 10B.

Pentru determinan cantitative se aplica densitometna fie direct prin scanarea
gelurilor colorate §i necolorate, fie indirect prin scanarea negativelor fotografiilor
gelurilor.

Electroforeza poate fi cuplata si cu alte metode, de exemplu cu cromatografia
pland rezultdnd tehnica “fingerprint” cu migrare bidimensionald folositd pentru
separarea unor amestecuri complexe, sau cu imunodifuziunea rezultind imuno-
electroforeza.

O alta variantda o constituie electroforeza cu focalizare izoelectricd, migrarea
electroforetica intr-un gradient de pH pana in zona in care se atinge punctul
izoelectric, metoda de separare cu inalta rezolutie a proteinelor.

Diferite vanante ale electroforezei se aplica la studiul si analiza proteinelor
din alimente [78] s pentru recunoasterea speciillor din care alimentul
provine[79,80,81]. Se poate detecta pe aceasta cale adaugarea a 5% carne de porc la
carnea de vitd pe baza diferntei de compozitie proteica, ori separarea si dozarea
carnii de diferite specii din amestec [82].

Determinan cu focalizare izoelectrica in domeniul de pH cuprins intre 4.4 si
6,2 51 punere in evidentd cu Comassie Briliant Blue G-250, au permis determinarea
continutului de proteine solubile in domeniu acid al camnii diferitelor specii.

Concentratii mai mici de proteine cum sunt cele din lapte se determind prin
electroforeza bidimensionala cu gradient de pH sau electroforeza in capilara.

Electroforeza preparativd electroendosmotica s-a folosit pentru purificarea
proteinelor din bere dupa ce au fost precipitate cu sulfat de amoniu.

4.3.8. Lichid cromatografia pe coloand de inaltd performantd
(HPLC) folositd in dozarea proteinelor [42,43,84,85]

Lichid cromatografia pe coloana de inalta performantd se utilizeaza pentru
separarea proteinelor si peptidelor cu mentinerea integritatii i activitatii biologice a
moleculet §i pentru realizarea unor rezolutii inalte la separarea amestecurilor
complexe de proteine. Astfel, HPLC cu excluziune sterici (SE) este o metoda rapida
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de separare cantitativd a proteinelor din extracte de fainun de soia. De asemenea, se
aplicd cu succes pentru analiza aminoacizilor folosind coloane schimbétoare de ioni
st detectori de fluorescentd si detectori electrochimici.

Efectele conditillor cromatografice (compozitia fazei mobile, viteza de
eluare, compozitia fazei stationare) asupra structuri secundare a proteinelor in cursul
HPLC se pot pune in evidentd printr-o interfatd LC/FT-IR cu care se poate pune in
evidenta ca modificarile de structura sunt reversibile [86].

4.3.9. Spectrometria de masd aplicatd la analiza proteinelor
[43,87,88,89,90,91]

Spectrometria de masa (MS), ca urmare a progreselor in domentul ionizarii
cu fascicul de electroni si al ionizédrii chimice la presiune atmosferica, poate fi
cuplatd cu hchid cromatografia (LC) sau cu gazcromatografia (GC). Prin metodele
LC/MS si GC/MS se pot analiza compusi polart cu mase moleculare in jur de
100000, analizele cuprinzand determindri de mase moleculare, cartdri de masa a
peptidelor din produsul de degradare si analize de secvente de aminoacizi [88].

Determinarile de masd moleculard a proteinelor prin spectrometrie de masa
cu ionizare cu jet de electroni sau prin desorbtie cu laser necesita probe de fractiunm
de picomoli de substanta.

Pentru determinarea masei moleculare a proteinelor este frecvent utilizatd
ionizarea cu laser (MALDI-Matrix assisted laser desorbtion ionization) cu analiza de
masa prin determinarea timpului de trecere (TOF-Time of flight mass analysis).
Variantele noi ale procedeului permit, prin observarea reactillor de fragmentare,
determinarea structurii §i secventelor de aminoacizi ale proteinelor si peptidelor.
Procedeul MALDI-TOF a fost experimentat §1 pentru analiza proteinelor si
peptidelor retinute pe membrane de nylon si a celor recuperate din gelun de
acrilamida [42,89]. Cartarea de masd a peptidelor presupune masurarea masel
moleculare a peptidelor formate prin degradarea chimica sau enzimatica a proteinelor
s1 furnizeaza date privind componentele lor.

Cercetarea secventei de aminoacizi reprezintd o examinare detaliatd a
structurii protetnei in care spectrometria de masa produce informatii fara a fi
necesard purificarea riguroasa impusad de alte metode. Analiza secventelor este cel
mai frecvent realizatd intr-un tandem format din descompunerea indusa de coliziune
a speciilor de peptide (CID-collision induced decomposition) i din spectrometria de
masa[92,93].

4.3.10. Alte metode folosite pentru analiza cantitativd a proteinelor

a). Structura primara a unei proteine poate fi cunoscut prin hidroliza si determinarea
secventel de aminoacizi. Metoda clasica este hidroliza acida cu acid clorhidric[7,94].
Pentru cantitati mici evaporarea cu microunde si hidroliza in stare de vapori este o
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solutie de reducere a timpului necesar operatiei[95].

Hidroliza este urmata de determinarea aminoacizilor prin metode adecvate de
exemplu prin cromatografie de schimb ionic §i punere in evidentd cu ninhidrind in
analizoare de aminoacizi automatizate[7,96].

b). Pentru proteinele cu activitate biologicd se poate folosi cromatografia de
imunoafinitate[97].

C). Spectroscopia de rezonanta magneticd nucleard este o tehnica ce cistiga teren in
analiza structurald a proteinelor pe masurd ce se imbunatateste corelarea structura-
rezonanata[42,98,99].

4.4. Determinarea masei moleculare a proteinelor |8)

Determinarea masei moleculare a proteinelor se poate realiza prin mai multe

metode $i anume:

- din date analitice, daca se cunoaste continutul procentual de aminoacizi sau
de metal in cazul metaloproteinelor.

- prin microscopie electronicd, prin corelarea dimensiunii imaginii cu
masuratorile realizate de sistemele optice ale microscopului.

- cu masuratori de presiune osmoticd, procedeu aplicabil numai proteinelor
pure, cu mase moleculare foarte mari, de cateva sute de mii.

- pnn ultracentrifugare, viteza de sedimentare depinzand de masa §i forma
particulei.

- prin electroforezd pe gel de poliacrilamida, dupd denaturarea §i acoperirea
moleculelor de proteina cu dodecil sulfat.

- prin cromatografie pe gel permeabil, metoda care prezinta avantajul timpului
scurt al determindrii §i ca nu este necesar ca proteina sa fie foarte pura, metoda
putand fi realizata si in extracte proteice totale.

4.4.1. Determinarea masei moleculare a proteinelor prin cromatografie
pe gel permeabil [100,101,102]

Principial, metoda se bazeaza pe corelatia care exista intre masele moleculare
ale proteinelor si volumele lor de elutie.

Existd o relatie liniard intre logaritmul masei moleculare a proteinelor st
raportul dintre volumul de elutie si volumul spatiului gol al coloanei cromatografice
V./V,. Spatiul gol se determind experimental cu ajutorul unei substante care nu este
retinutd de materialul stratului cromatografic (Blue Dextran 2000), prin masurarea
volumului de elutie.

Raportul V./V,, numit i volumul relativ de elutie pare sa fie independent de
concentratia proteinei aplicate pe coloana si de dimensiunile coloanei, dar variaza cu
temperatura. Determinarea masei moleculare constd dintr-o etalonare a coloanei
cromatografice prin determinarea volumelor de elutie a unor proteine a caror masa
moleculard este cunoscutd, urmatd de determinarea volumului de elutie pentru
proteina studiata st citirea masei moleculare cu ajutorul curbei etalon.

Dependenta dintre volumele de elutie si logaritmul maselor moleculare ale
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proteinelor a fost pusd in evidentd sub forma unor curbe sigmoidale. Determinarile
citate in literatura au fost efectuate cu Sephadex G75, G100 si G200 si cu proteine cu
mase moleculare cuprinse intre 10* si 10°. Partea centrald a curbei V.-log(masi
moleculard) este liniara, lungimea acestei parti fiind functie de tratamentul anterior la
care a fost supus gelul. Precizia determinarii este de 93%.
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5. TESTAREA PROTEINELOR SEPARATE DIN APELE
UZATE DE LA ABATOARE CA ADAOS LA FURAJAREA
ANIMALELOR

Continutul de proteine al apelor uzate de la abatoare, postbilitdtile de separare
a lor si in special compozitia complexa in proteine sugereaza posibilitatea de utilizare
a materialelor separate ca adaus la nutreturile folosite pentru furajarea animalelor

5.1. Aprecierea valorii nutritive a nutreturilor si ratiilor [103]

Valoarea nutritiva a nutretunilor si ratiilor este determinatd de interactiunea
dintre nutret si organism, adicd de masura in care proprietdtile principale ale
nutreturilor (compozitia chimicd §1 forma de prezentare a componentelor lor)
corespund particularititilor biologice ale animalului, precum si de modul cum ele pot
satisface cerintele de energie si de substante nutritive ale organismului, influentand
starea fiziologicd, productia, reproductia, cresterea si sanatatea lui.

Principalele componente ale nutreturilor sunt:

- substante minerale caracterizate prin indicatorul “cenusa” (Ca, PO, Mg, Na,
Cl, K, microelementele);

- substante organice (proteine, glucide, lipide, vitamine, acizi organici)

- apa, in procente variabile functie de natura furajului (de la 12-15% in seminte
furajere la 90-95% in unele reziduuri industriale).

In ceea ce priveste prezenta apei in furaje trebuie remarcat efectul ei pozitiv, in
primul rand ca solvent in organism dar si efectul negativ de favorizare a dezvoltarii
mucegaiurilor $i a bacteriilor de putrefactie.

In ceea ce priveste continutul de siruri minerale, din punct de vedere al utilizarn
proteinelor din apele uzate, este important rolul NaCl. Prezenta sarii in anumite
limte in furaj este necesard, de exemplu daca pasarilor li se administreazd hrand
exclusiv vegetala. Evident ca excesul este daunitor determinind sete, slabire
musculara s1 edeme. Intoxicarea cu NaCl este frecventa la pasari crescute intensiv.

Cantitatea normala de sare pentru pasari este de 0,5-1% din substanta uscata a
ratier.

Si alte substante minerale pot fi importante la furajare. Astfel, la insilozarea
nutreturilor din diferite plante, pentru furajarea, de exemplu a vitelor, se adaugi uree
st sulfat de amoniu in solutie apoasa, in proportie de 0,5-0,6% uree si 0,2-0,3% sulfat
de amoniu fati de cantitatea insilozati. In acest caz sulfatul are rol de aport de sulf si
de neutralizare partiald a alcalinititii ureei. Aceastd utilizare poate fi importanta in
cazul nostru pentru proteinele separate prin salifiere, indepartarea sulfatului
nemaifiind necesara cu exigenta foarte mare.
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Drept nutreturi sau materii prime pentru nutreturi se folosesc materiale vegetale,
materiale animale si minerale. Intre materialele de origine animala se folosesc si
subproduse ale industriei carnii ca faina de carne, faina de carne §i oase, fiina de
sange, faina de peste, jumarile de abator, grasimea de uz furajer, faina de pene, faina
de resturi colagene, faina din deseuri de piele, continutul ruminal 1 stomacal, dejectii
animaliere.

In literatura consultatd nu am gasit indicii privind utilizarea proteinelor din apele
uzate.

5.2. Cerintele proteice ale animalelor

5.2.1. Proteinele pentru asigurarea functiilor vitale

Majoritatea proteinelor tisulare din organismul animal sunt supuse unui
proces permanent de degradare si unut proces de reinotre, cele doud procese trebuind
sa fie intr-un permanent echilibru dinamic. Acest echilibru se realizeazd pe seama
protidelor ingerate sau dacad acestea sunt insuficiente (pana la un anumit nivel) pe
baza rezervelor proteice labile si mobilizate existente in celule $i tesuturi.

Mecanismul acestui proces este redat de urmitoarea schema:

Sange Proteine circulante
17
Celule Rezerve proteice labile

Rezerve proteice mobilizabile
Proteine fixe (nemobilizabile)

Cerintele proteice pentru asigurarea functillor vitale sunt cantititile de
proteine necesare pentru reinoirea tesuturilor uzate si pentru sinteza enzimelor si
hormonilor §1 se determind experimental in conditii de inanitie proteicd sau cu
ajutorul tehnicilor moderne prin ecuatii de regresie. Cantitatea de proteind tisulara
necesara, determinatd in astfel de conditii este cunoscutd sub denumirea de
“coeficient de uzura” [104].

Valorile medii ale coeficientilor de uzura sunt corelate cu consumul energetic
pentru asigurarea metabolismului bazal §i pentru majoritatea speciilor de animale se
apreciazd la 12,5 mg proteina/kcal bazald sau 3 g/100 kg corp (desi in sistemul
international SI de unitdti de masura, aplicat legal si in Romania, unitatea de masura
pentru energie este joul-ul, in practica curenta se foloseste in domeniu kcal)[105].

Pornind de la aceste date, tindnd cont de valorile coeficientilor de utilizare a
azotului digestibil in organism s§i de rezultatele venficarii rezultatelor in conditii de
productie s-au stabilit cantitdtile de proteind care asigurd mentinerea animalelor in
echilibru azotat pe o perioadd mai indelungata de timp.

Limitele de variatie sunt determinate de:
- echilibrul energo-proteic al hranei,

- aportul vitaminic §i mineral precum si influentele hormonale implicate in
metabolismul proteic;

- aportul de aminoacizi esentiali implicati in asigurarea functiilor vitale;

35

BUPT



Neasigurarea cantititilor minime de proteine prin hrand determind perturbarn
grave ale echilibrului biologic care se poate incheia cu moartea animalelor [106].

Normele proteice totale se exprima global cu normele proteice pentru productie.

5.2.2. Necesarul de proteine pentru productie

in cazul giinilor ouatoare pentru obtinerea unei performante de ouat maxime,
aportul furajer de proteine trebuie sa fie suficient in toate stadiile fiziologice. In
perioada de ouat carenta in proteind este legatd de carenta de aminoacizi
indispensabili, in special aminoacizii cu continut de sulf si de lizina.

Pentru giina luatd individual, cerintele de aminoacizi, exprimate in mg/zi,
depind de greutatea vie a pasari §i de nivelul performantelor, grame de oua produse
pe zi. Se cumuleaza deci cerintele de intretinere cu cele de productie.

Ecuatiile care stabilesc cerintele de aminoacizi comportd doi coeficienti, unul
pentru productie de oud (a) si altul pentru intretinere (b):

y=aE+bP (5.1)
unde y este cerinta de aminoacizi in mg/zi,
a este coeficientul care exprima cerinta de productie;
b este coeficientul care exprima cerinta de intretinere;
E este cantitatea de oud produsa in grame pe zi;
P este greutatea vie in kg.

Coeficientii a §1 b sunt variabili in functie de aminoacidul luat in considerare.

lab. 5.1. Cerinta pentru cdtiva aminoacizi indispensabili productiei de oua [106]

Aminoacidul Eficacitatea metabolica a Continutul oului Cerinte
proteinei (%) (mg/g) (mg/g de ou)
Lizina 79 7,90 10,00
Metionina 74 3,51 477
Izoleucina 76 6,00 7.97
Triptofan 74 1,94 262
Treonina 83 5,70 6.90

Pentru ca astfel de ecuatii sd fie aplicabile trebuie si se tina cont de
eficacitatea utilizarii aminoacizilor (digestibilitatea lor) care difera de la un
aminoacid la altul si depinde de originea genetica a pasarilor §i de starea lor
fiziologica. Valorile eficacitatii utilizarii aminoacizilor variaza intre 0,70-0,92.

In practica gainile sunt crescute nu individual ci in colectivitati formate din
indivizi care nu au riguros aceeasi greutate si nu au aceleasi performante. In acest caz
la stabilirea cerintei dintr-un aminoacid esential trebuie si se tinda cont de
omogenitatea efectivului astfel incat ratia zilnici si satisfaca pasarile cele mai
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exigente, in conditii de rentabilitate economica.

Modelul Reading [107], care ia in considerare nu numai greutatea vie §i
productia dar si variatia acestor parametrii precum §i raportul dintre costul unui mg
suplimentar de aminoacid si beneficiul realizat de 1 mg de produs in plus, permite
calculul cerintei optime dintr-un aminoacid esential pentru colectivitate.

Aopt: a'E1n1x+b'W+x' (az'SZEmzLx+b2'Sz\\'+2‘a'b'r'E?\"SEmax'S\\')l 2 (52)

unde:

Aot = cerinta optima de aminoacid esential in mg/zi;

a = cerinta de productie in mg/g de ou produs;

Emax = productia zilnicd maxima de oua in g/zi,

b = cerinta de intretinere in mg/kg de greutate vie;

w = greutatea vie medie in kg;

X = a-K unde K este costul unui mg aminoacid raportat la beneficiul pe
1 gde ou

S? = variatia diferitilor parametrii,

r = corelatia dintre productia maxima §i greutatea oualor.

Desi modelul Reading prezintd avantaje ca acela de a include §1 aspecte de
conjunctura economica, este dificil de a prevedea consumul zilnic al pasarilor inainte
de a se fixa nivelul de aminoacizi al furajului.

Cerinta in aminoacizi depinde adesea de nivelul proteic al furajului. La
gdinile ouatoare de oud cu coaja bruna, ratia trebuie sd@ aduca cca 750 mg aminoacizi
cu sulf din care 50% sub forma de metionina, la o productie de oua de 53 g/z1 [108].

Prin comparatie, cerintele in aminoacizi ale géinii Leghorn pot fi de 510-540
mg/zi la o productie de 40,6 g ou. De fapt, glinile ouatoare din tipurile Leghorn si
Rhode Island par sa aiba aceeasi cerintd de productie dar cerinta de intretinere este
mai scazutd la Leghorn care are o greutate vie mult mai mica decat gainile Rhode
Island [109].

In cazul lizinei datele bibliografice sunt destul de diferite, la aceasta
contribuind §1 ameliorarea continud in cursul ultimilor 20 de ani a performantelor de
ouat. Valorile propuse au fost intre 520-900 mg/zi la gainile de tipul Leghorn, iar
pentru gdinile ouatoare de oud brune s-a aratat ca intensitatea ouatului i greutatea
medie a oudlor sunt optime la ingestia zilnica de lizina de 790 mg la un consum de
17,7 g de proteina [110].

Rationamente 1dentice pot fi facute i pentru ceilalti aminoacizi
indispensabili, ludnd in considerare si faptul ca exista o corelatie intre cerinta dintr-
un aminoacid indispensabil si aportul in alti aminoacizi si ca un nivel proteic dat
corespunde unei cerinte care permite un nivel dat de performanta.

Pentru o concentratie energeticad cuprinsa intre 2700-2900 kcal E M/kg un
aport de 15% proteine brute ar pdrea suficient cu conditia echilibrarii furajului in
aminoacizi cu sulf §i lizina. Pentru alti aminoacizi, in special triptofanul 0,16% este
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un nivel minim usor de atins cand furajul contine srot de soia.

5.2.3. Aportul energetic

in general masa de ou produsa pe zi nu este afectati de nivelul energetic al
furajului. Gradul de supraconsum depinde de ornginea geneticd a pasarilor. In
practica se poate prevedea o concentratie energetica cuprinsa intre 2700 g1 2900 Kcal
E.M/kg.

Restrictia are un caracter benefic. In raport cu furajarea “ad libitum”, o
restrictie de 5% reduce mortalitatea farda sd afecteze nivelul ouatului. Aceastd
restrictie imbunatateste usor indicele de consum, dar reduce greutatea oudlor cu
0,5+1,5%. De fapt, influenta restrictiei energetice depinde de originea genetica a
pasarilor.

La gainile oudtoare de tip Rhode Island, sporul de crestere al pasarilor variaza
in functie de ingestia energetica, indicele de consum atingdnd o valoare minima
pentru ingestia putin inferioard (90%) fatd de consumul “ad libitum”. La gainile de
tip Leghorn, o usoara restrictie (de 5-10%), nu are efect asupra intensitdtii de ouat
dar diminueaza greutatea oului.

Pentru anumifi hibrizi restrictionarea diminueaza atit ouatul cat si greutatea
medie a oualor iar la alti hibrizi numai numarul de oua.

5.3. Céteva date privind productia si furajarea gdinilor
oudtoare [111]

Productia medie de oua vartaza in functie de rasa de la 100-120 buc/an (rasa
Cornish) la 179-180 buc/an (Rhode-Island) si 180-250 buc/an (Leghorn). Productia
maxima de ouad se obtine in primul an de ouat, apoi scade treptat.

Anul de ouat 1 2 3 4

Productia de oud % 100 86,37 76,68 64.42

Productia maxima de oud se realizeaza mai ales la pasari caracterizate prin
greutatea medie a rasei.

Masa ouadlor este influentata de un numar de factori biologici cum sunt
specia, rasa, linia. Spre exemplu:
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Rasa Masa oului (g)
Sussex 60-65
Leghorn 55-67
Rhode-Island 55-68
Minorca 70-80

Oul este un produs biologic complex, a cdrui compozitie chimica diferd in
functie de specie, fiind caracterizatd in general printr-un continut in substantd uscata

de 27-30%.

Compozitia chimica a oului de gédina este data in tab. 5.2.

Tab. 5.2. Compozitia chimica a oului de gdind

Denurmirea UM. Apd Protide Lipide Glucide Saruri
minerale
Oul intreg % 72,5 133 11,6 1,5 1.1
Galbenugul % 50,8 16,2 31,7 0.2 1.1
Albusul % 85,7 12.7 0.3 0.7 0,6

Cateva date generale privind valoarea nutritivd a retetei de nutret combinat
pentru gaini rase ugoare sunt redate in tab. 5.3.

Tab. 5.3. Date privind nutretul combinat pentru gaini rase usoare

Indicatorul UM. Valoarea
Energie metabolizabila kcal/kg 2800-2900
Proteina bruta % 17
Grasimi % 2+4
Calciu % 3.2+35
Fosfor % 0.7-0.8
Lizini % 0,7-0.8
Metionin si cistini % 0,6+0.65

Nu este recomandatd fortarea ouatulut prin
procent ridicat de proteind deoarece produce tulburiri care duc ulterior la reducen ale

ouatului.
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5.4. Apele uzate de la abatoare, sursa de proteine pentru
adaus de furaje

Continutul in aminoacizi al proteinelor din carne este redata in tab. 5.4.

Tab. 5.4. Continutul de aminoacizi al proteinelor din carne [7]

g/16 g N
Aminoacidul Muschi de | Muschi de Miozina Actina Colagenul Elastina
vitd pasare

Acid asparagic 9.7+9.9 9.7-11,0 10,9 10,4 5.4 1.0
Treonina 438 3,5+4.5 47 6,7 2.1 1.1
Serina 4,1+4.5 - 4.1 5,6 2,9 0.9
Acid glutamic 15.8+16,2 16+18 219 14,2 9.7 2.4
Prolina 3.0+4,1 - 2.4 49 13.0 11.6
Hidroxipirolini 10.5 1.5
Glicini 4,6+6,1 4.6+6,7 2.8 4.8 22.5 22.5
Alanind 6,1+6.3 6,7 6.1 8.2 21.1
Cistind 1,315 1,0 1.3 0 0.3
Valini 4.8+5,5 4,7+-4,9 4,7 4,7 2,9 16,5
Metionina 41+45 3,1 43 0,7 Urme
[zoleucina 5,2 4.6+52 5.3 7.2 48 3.7
Leucind 8,1+8,7 7,3+7.8 9,9 7.9 ) 8.6
Tirozini 3.8+4.0 3,1 5,6 1,2 1.3
Fenilalanini 3,8+4,5 3,7-3,9 45 46 2,2 5,9
Lizind 9,2+9.4 8,3+8,8 11,9 7.3 3.9 0.5
Hidroxilizini 1,1 -
Histidina 3,739 2,223 2,2 2.8 07 0.1
Arginini 5,3+5,5 5,7+6,1 6,8 6,3 7.6 1,2
Triptofan 0.8 2,0 0 -

Dintre aminoacizii citati, valina, metionina, leucina, izoleucina, fenilalanina,
lizina, histidina,treonina §i triptofanul sunt aminoacizi esentiali la care, in cazul
cresterii puilor se adaugi ca aminoacid esential glicina si ca semiesential arginina.

Apele uzate rezultate in cursul prelucrari carnii contin cantititi insemnate de
substante organice care in principal sunt proteine §i anume aceleasi proteine care
existd in carne. In acest fel se justifici testarea proteinelor separate din apele uzate de
la abatoare ca adaos la furajele pentru animale.

Consideratiile anterioare au determinat orientarea testdrilor spre productia
avicola §1 mai precis spre utilizarea proteinelor separate din apele uzate de la
abatoare ca adaos la furajarea gainilor ouatoare.
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PARTEA a II-a CONTRIBUTII PROPRII

6. DATE S1 CONSIDERATII PRELIMINARE

Datele din literatura, redate in tab.3.1 si 3.2 au sugerat analiza comparativa a
caractensticilor apelor uzate rezultate la abatoarele din municipiu §1 imprejurimt cu
valorile prescrise prin normative.

In tabelul 6.1. sunt redate caracteristicile de calitate impuse prin norme pentru
apele uzate si rezultatele unor analize efectuate pe probe momentane recoltate din
efluentul general de la citeva abatoare mari, in perioade de functionare la capacitate
maximd [112]. La aprecierea datelor din tabel trebuie sa se tind cont de faptul ca
valorile sunt rezultatul unor analize momentane deci aleatoni §i existd probabilitatea
ca maximele sd nu fi fost redate de analize. De asemenea, analizele dau o imagine
numai asupra efluentului general, nu si asupra efluentilor din sectii. Datele
caracterizeazi abatoare mari nu $i micile abatoare si carmangerii care au aparut §i
s-au dezvoltat in ultimul timp si care nu aplici toate procedeele tehnologice
caracteristice marilor abatoare. Cu toate aceste limitari, din studiul datelor cuprinse
in tabel rezultd doua concluzii:

¢ Apele uzate evacuate, chiar preepurate, contin cantitdti man de impurificatori,
asa cum rezulta si din datele din literatura.

¢ Desi incédrcarea organica reflectatd de valorile indicatoritor CBOs st CCO-Mn sau
CCO-Cr este mare, nu rezultd natura poluantilor organici, asa cum nu rezulta nici
din datele citate din literatura. Fard insd a cunoaste natura lui, recuperarea
eficientd a materialului poluant este imposibila.

Faptul cd materia prima prelucratd — carnea — este in principal de naturad
proteicd si cd in cursul prelucrarii carnea vine in contact intim cu apa, sugereaza ca
poluantii organici din apele uzate sunt de naturad proteica. Din acest motiv, in cadrul
lucrarii de fata s-a urmant punerea in evidenta st dozarea cantitativa a proteinelor din
apele uzate de la abatoare §i apoi separarea si caracterizarea lor.

Compozitia cérnii depinde de specia, varsta, starea de ingrasare, etc a
animalului sacrificat ceea ce inseamna cd §i compozitia poluantilor din apele uzate
depinde de acesti factori.

Obiceiurile gastronomice, structura productiei zootehnice si traditia au facut
ca In zona noastra geografica sa predomine productia si consumul carnii de porc. Din
aceastd cauza studiul poluantilor proteici s-a facut din apele uzate de la abatoarele de
suine.

41

BUPT



Pe baza studiului din literatura, in partea experimentald s-au urmarit:

- alegerea metodei analitice adecvate pentru determinarea continutului de
proteine din apele uzate de la abatoare §i pentru urmarirea separarii proteinelor din
ape.

- determinarea continutului de proteine totale din apele uzate de la abatoare.

- separarea si fractionarea proteinelor din apele uzate de la abatoare.

- determinarea masei moleculare a proteinelor separate.

- testarea proteinelor separate pentru utilizarea ca adaos la furajarea animalelor.

Materiale si aparatura
Apele uzate au fost recoltate din tehnologie, in mare majoritate de la acelasi
abator pentru a asigura constanta maxima a compozitiei lor.

Pe tot parcursul lucrani, procedeele aplicate au fost incercate pe extracte de carne
preparate in laborator, extracte care au constituit un model al apelor uzate.

Aparatura utilizata pentru determinarile experimentale au fost:
- spectrofotometru UV-VIS, UNICAM (1995)

- aparat pentru electroforeza KIT MIDIGEL PROTEINS cu solutiile de lucru
(colorant Rosu Ponceau, tampon barbituric, solutie de decolorare, solutie de fixare si
gel de agaroza)

- aparat Parnas-Wagner
- coloane cromatografice.
Pentru separérile gelcromatografice s-au folosit geluri:
-  SEPHADEX G 200 si G 25 produse de firma PHARMACIA Uppsala, Suedia

-  FILTRADEX RS0, produs de Institutul de Chimie Macromoleculard “Petru
Pom” lasi

Etaloanele pentru determinarile de masa moleculara au fost:
- Blue dextran
- Ureaza (Fluka Chemie)
- Albumina serica bovind (Merck)

- Glucagon (Novo Ind. Copenhagen)
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7. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE PROTEINE DIN APELE
UZATE DE LA ABATOARE

7.1. Pregdtirea solutiilor de proteine supuse studiului

7.1.1. Obtinerea extractului de carne in laborator

S-a urmarit obtinerea unui extract de carne in laborator, extract care sa
serveascd drept apa uzata model.

Drept mediu de extractie se foloseste apa potabild sau solutia apoasd de
clorurd de amoniu sau de clorura de sodiu. Dupa citeva incercari cu solutie de
clorura de amoniu s-a preferat solutia de clorura de sodiu deoarece extractele
preparate cu clorurd de amoniu s-au dovedit a fi mai predispuse la alterare §i pentru a
evita introducerea suplimentara de ioni amoniu in amestec. De asemenea, extractele
cu clorura de sodiu se aseamdnda mai mult cu apele uzate din tehnologie unde se
foloseste tot clorura de sodiu.

Caracteristicile electrolitilor folositi pentru prepararea extractelor de carne
sunt redate in tab.7.1 unde téria ionica a solutiilor este o manme calculata cu relatia :

o= % 3 CizZi? (7.1)

unde C; = concentratia molari a cationtlor $i anionilor

Z; = sarcinile ionilor electrolitului

Tab.7.1 Caracteristicile electrolitilor folositi pentru prepararea extractelor de carne

Nr. [ SOLUTIA DE ELECTROLIT] CONC. DENSITATEA| CONC. | TARIA
crt. FOL. LA EXTRACTIE | PROCENTUALA| RELATIVA | MOLARA| IONICA
1. CLORURA DE SODIU 0,5 1,0027 0,09 0,09
2. CLORURA DE SODIU 1,5 1.0083 0.26 0.26
3. CLORURA DE SODIU 15,0 1,1085 2.8 2.8
4. CLORURA DE AMONIU 0,5 1,0007 0,09 0.09
5. CLORURA DE AMONIU 1,5 1,0028 0,28 0,28

La alegerea metodelor de lucru s-au avut in vedere prevederile standardelor
existente pentru acest domeniu.
Extractul de camme a fost preparat din carne mdcinatd si mediul de extractie sub
agitare. In general s-a lucrat cu probe de 50g carne macinatd si 200 ml mediu de
extractie, respectiv cu raportul in greutate carne/mediu de extractie 1:4 . Dupa filtrare
a rezultat un extract lipsit de culoare.

Dupa filtrare a rezultat un extract lipsit de culoare.
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7.1.2. Recoltarea probelor de apa uzata

La recoltarea probelor de apa uzata s-a tinut cont de prevederile SR ISO 5667
—-10:1994 “Ghid pentru prelevare apa uzata”.

In cazul apelor tehnologice, probele au fost recoltate direct din utilajul in
cauza, la terminarea operatiilor tehnologice, dupa o prealabila agitare.

Probele recoltate au fost pastrate timp de 24 ore la rece, astfel incat
impuritatile macanice si grasimile sa se separe. Impuritatile au constituit aproximativ
50% din volumul initial de apa uzata recoltata.

Dupi decantare apa s-a filtrat pe hartie filtru calitativa.

7.2. Determinarea continutului de proteine totale prin
metoda Gornall [26,32]

REACTIVI

- reactiv Gornall (preparat prin aducerea cu apa distilatd la 1000ml a unui
amestec care contine 1,5g sulfat de cupru pentahidrat, 6,0g sare Seignette i 300ml
solutie de hidroxid de sodiu 10%),

- solutie standard de proteina (preparata prin dizolvarea a 0,2g albumind serica
bovind in 100ml apd distilatd, 1ml solutie etalon corespunde la 0,002g albumina
serica bovind).

MODUL DE LUCRU

a) Trasarea curbei de etalonare

In mai multe eprubete se pipeteaza in ordine 0,0 , 0,5, 1,0, 15,20 ,25,
3,0, 3,5, 4,0 ml solutie standard de proteina si in aceeasi ordine 10,0 ,9,5,9,0, 8,5,
80,75,70,6,5,6,0ml apa distilata.In fiecare eprubeta se pipeteaza cate 2,0 ml
reactiv Gornall. Probele se omogenizeaza prin agitare energicd, se lasd sa stationeze
15 minute, dupd care se determind absorbanta probelor la 540nm in cuve de lcm.
Drept martor se foloseste solutia din prima eprubeta care nu contine proteina.

Valoarea absorbantei in functie de concentratia albuminei serice bovine este
redata in tab. 7.2 si graficul din fig.7.1 pentru domeniul 0-800 mg/1.

Probele cu concentratii de peste 800 mg/l proteine nu au respectat legea
Lambert — Beer. Din aceasa cauzid probele analizate, cu concentratii mai mari decat
aceastd valoare, au fost diluate pentru a se incadra intre limitele curbei de etalonare.
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Tab.7.2 Determinarea curbei de etalonare pentru dozarea proteinelor

prin metoda Gornall
Nr | SOL.STANDARD APA REACTIV | CONC.PROTEINA | ABSORBANTA
. PROTEINA DISTILATA | GORNALL | IN PROBA CITITA LA

crt ml ml ml mg/1 7. = 540nm
1. 0.0 10,0 0,0 0.000

2. 0.5 9,5 100.0 0,0212
3. 1.0 9.0 200,0 0.0360
1 1.5 8.5 300.,0 0.0617
5. 2.0 8.0 2 400.0 0.0738
6. 2.5 7.5 500,0 0.0986
7. 3.0 7,0 600,0 0.1140

8. 3.5 6,5 700.,0 0.1258
9. 40 6.0 800,0 0.1317

Pentru valorile determinate ale absorbantei functie de concentratiile diferite
ale etalonului, ecuatia de regresie corespunde unei drepte:

y = 0,000172(+ 0,000015)x + 0,004744(x 0,00730)
1ar gradul de corelatie este:

r=9924%

Fig.7.1 Curba etalon pentru dozarea proteinelor prin metoda Gornall
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b) Influenta prezentei ionului amoniu

Pentru a constata in ce masurd prezenta ionului amoniu din sulfatul de
amoniu care urmeaza sa se utilizeze pentru separarea proteinelor influenteaza
acuratetea determindrilor prin metoda Gornall, s-a aplicat metoda unor solutii de
sulfat de amoniu lipsite de proteine.

MODUL DE LUCRU

S-a lucrat in conditii identice cu cele descrise pentru dozarea proteinelor,
descrise in punctele anterioare, supunandu-se analizei o solutie rezultatd prin
dizolvarea a 40g sulfat de amoniu in 1000ml apa.

Intr-un balon cotat de 1000ml s-au dizolvat in apa 40g sulfat de amoniu, apoi
s-a adus la semn. In baloane cotate de 100ml s-au pipetat 1,2,3,5,6,7,10,15,20ml din
solutia de sulfat de amoniu si s-au adus la semn cu apa distilatd, apoi solutiile s-au
analizat prin metoda Gornall. S-au obtinut rezultatele din tab.7.3.

1ab. 7.3. Rezultatele analizei prin metoda Gornall a unor solutii de sulfat de amoniu

Nr. | SOL.SULFAT APA CONTINUT DE REACTIV ABSORBANTA
crt. | DE AMONIU | DISTILATA (NH.,),SO, GORNALL la
ml ml g/l ml/10ml proba A =3540,0 nm

1. 1 99 0.4 0

2. 2 98 0.8 0

3. 3 97 1,2 0

4. 5 95 2.0 0

5. 6 94 2.4 2 0

6. 7 93 2.8 0

7. 10 90 4.0 0

8. 15 85 6,0 0

9. 20 80 8,0 0

Pentru domeniul de concentratie 0.4 + 8,0 /I sulfat de amoniu nu a aparut un
rezultat fals pozitiv cu reactivul Gornall.

Pentru a verifica daca aceasta concluzie se poate extinde si la concentratii mai
mari, 7,5g sulfat de amoniu s-au dizolvat in 50ml apa, rezultind o solutie cu saturatia
de aproximativ 30%. Analiza cu metoda Gornall a acestei solutii a dus la rezultatul
de 4,1 mg/l, corespunzitor interferentei ionului amoniu. incercarea a dus deci la un
rezultat fals pozitiv mic in raport cu concentratiile de proteine care urmeaza si se
determine.

7.3. Determinarea continutului de proteine prin metoda
Lowry [32]

REACTIVI

- reactiv Folin — Ciocalteu (preparat prin diluarea cu apa distilata, in raport
1:10, a unui reactiv Folin-Ciocalteu p.a. produs de Fluka Chemie, care contine dintr-
un amestec de wolframat de sodiu Na, WO, 2H,0 si molibdat de sodiu Na;MoOQj-
2H,0)
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- reactiv alcalin de cupru (preparat prin amestecarea a zece parti solutie 10%
carbonat de sodiu anhidru in hidroxid de sodiu 0,5N cu o parte solutie 0,5% sulfat de
cupru pentahidrat in citrat de sodiu 1%).

- solutie standard de proteind (preparatd prin dizolvarea a 0,01g albumina
serici bovind in 100ml apa distilatd; 1ml solutie etalon corespunde la 0,0001g
albumina serica bovind).

MODUL DE LUCRU
a) Trasarea curbei de etalonare

In mai multe eprubete se pipeteaza in ordine 0,0 , 0,1, 0,2, 0,3,04,0,5,
0,6,0,7,0,8,0,9, 1,0 ml solutie standard de proteina si apoi, in aceeasi ordine 1,0 ,
09,08,07,06,0,5,04,03,0,2,0,1,0,0ml apa distilata. In fiecare eprubeta
se pipeteaza cite 1,0 ml reactiv alcalin de cupru(b), se lasd in repaus timp de 10
minute, dupd care se pipeteazd in fiecare eprubetd cite 3,0 ml reactiv Folin-
Ciocalteu(a) diluat, se agitd energic si se incubeaza timp de 10 minute pe o baie de
apa la 50°C. Dupa racire se citeste extinctia la 660nm in cuva de 1cm, folosindu-se
drept martor solutia din prima eprubeta, care nu contine proteina. Valoarea extinctiel
in functie de concentratia albuminei serice bovine este redata in tab.7.4 si graficul din
fig. 7.2 pentru domeniul 0-100mg/l, domeniu in care legea Lambert — Beer este
respectatad. Probele care au avut concentratii mai mari decat domeniul curbei de
etalonare, au fost diluate corespunzator in vederea efectudrii analizei.

Tab.7.4. Determinarea curbei de etalonare pentru dozarea proteinelor

prin metoda Lowry
Nr] SOLUTIE APA REACTIV | REACTIV CONC. ABSORBANTA
crt| STANDARD | DISTIL. | CUPRIC FOLIN- PROTEINA IN la
PROTEINA CIOCALTEU PROBA A = 660nm
mi ml ml mi CITITA mg/l

1. 0,0 1,0 0 0.0000

2. 0,1 0,9 10 0,0249

3. 0,2 0,8 20 0.0498

4. 0,3 0,7 30 0.0747

5. 0,4 0,6 40 0.0996

6. 0,5 0,5 1 3 50 0.1245

7. 0,6 0,4 60 0.1473

8. 0,7 0,3 70 0.1713

9. 0,8 0,2 80 0.1988
10. 0,9 0,1 90 0,2254
1. 1,0 0,0 100 0,2567
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Fig.7.2 Curba etalon pentru dozarea proteinelor prin metoda Lowry
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Pentru valorile determinate ale absorbantei functie de concentratiile diferite
ale etalonului, ecuatia de regresie corespunde unei drepte

y = 0,002521(% 0,000046)x — 0,001250(0,002724)
si gradul de corelatie este:
r=99,95%

7.4. Determinarea continutului de ioni anorganici al
apelor uzate supuse studiului

Analiza continutului de ioni anorganici din apele uzate si din amestecurile
rezultate la salifierea lor, s-a facut conform cu metodele standardizate pentru apele de
suprafatd si apele uzate.

7.4.1. Determinarea ionului amoniu prin metoda Nessler

Ionul amoniu s-a determinat, conform cu prevederile STAS 8683 — 70, cu
ajutorul tetraiodomercuriatului de potasiu care in prezenta ionului amoniu se
descompune cu formarea iodurii amido-oxi-dimercurice, de culoare galbenda cu
maxim de absorbtie la 440nm.

REACTIVI

- solutie de tartrat dublu de sodiu si potasiu(obtinuta prin decantarea dupa
omogenizare a unui amestec de 392g NaK(C4H40s) dizolvat in 748ml apa cu 5,5ml
KOH 30% si 4,5ml NaOH 30%).

- solutie standard de NH4Cl (preparatd prin dizolvarea a 2,972g NH;Cl in
1.000ml apa distilatd; 1ml solutie standard corespunde la 1mg NH,4").
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MODUL DE LUCRU
Trasarea curbei de etalonare

In baloane cotate de 50ml se masoara cite 0,00 , 0,25 , 0,50 , 0,75, 1,00,
1,25, 1,50, 1,75, 2,00, 2,75, 3,00, 3,25, 3,50, 3,75, 4,00 ml solutie standard si se
aduce la semn cu apa distilatad. La probele astfel obtinute se adauga cate 2ml tartrat
dublu de sodiu si potasiu §i 2ml reactiv Nessler. Probele se colorimetreaza la 440nm,
fata de proba martor, in cuva de 1cm, dupa maxim 30 de minute.

Valoarea absorbantei in functie de concentratia ionului amoniu este redata in
tab.7.5 si graficul din fig.7.3 pentru domeniul 0-4 mg/].

Probelor analizate care au avut concentratii mai mari decat 4 mg/l au fost
diluate corespunzator.

Tab.7.5 Determinarea curbei de etalonare pentru dozarea ionului amoniu.

Nr. | SOLUTIE APA | REACTIV | TARTRAT CONC. | ABSORBANT
crt. | STANDARD| DISTILATA | NESSLER | DE SODIU SI DE A
DE AMONIU POTASIU | AMONIU LA
IN = 440nm
ml ml ml ml PROBA
CITITA
mg/1
1. 0,00 50,00 0.00 0.000
2. 0.25 49,75 0.25 0.1296
3. 0.50 49,50 0.50 0.2592
) 0,75 4925 0.75 0.3888
5. 1,00 49,00 1.00 0.5501
6, 1.25 48,75 1.25 0.6480
7 1,50 48,50 1,50 0.7776
8. 1,75 48,25 1.75 0,9073
9. 2,00 48.00 2 2 2.00 1,0255
10, 2.25 47,75 2.25 1,1665
11 2.50 47,50 2.50 1.2961
12. 2,75 4725 2.75 1.4257
13, 3,00 47,00 3.00 1.5355
14, 3.25 46,75 3.25 1,6849
15. 3,50 46,50 3,50 1,8145
16. 3,75 46,25 3.75 1.9441
17. 4,00 46,00 .00 2.0067
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Fig. 7.3. Curba de etalonare pentru dozarea ionului amoniu

prin metoda Nessler
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Pentru valorile determinate ale extinctier functie de concentratiile diferite ale
etalonului, ecuatia de regresie corespunde unei drepte de forma:

y =0,51116(= 0,005940)x - 0,010627(+ 0,013931)
iar gradul de corelatie este:
r=99.97%

7.4.2. Determinarea clorurilor

Pentru determinarea clorurllor s-a aplicat o metoda argentometricd
standardizata folosita in practica curenta la analiza apelor uzate (STAS 8663 — 70)

In solutia adusa la pH = 8,3 clorurile sunt determinate prin titrare cu azotat de
argint in prezentd de K,CrO, ca indicator, pana la apartia precipitatului galben-
cardmiziu de cromat de argint.

RECTIVI
- solutie de cromat de potasiu (obtinuta prin dizolvarea a 50g K,CrQO4 in putind
apa bidistilata, adaugarea de solutie de AgNO; pana la formarea unui precipitat rosu
slab, decantare filtrare si diluare la 1000ml cu apa bidistilata)

- solutie AgNO; 0,0282 N.

MODUL DE LUCRU

50ml apa de analizat se aduc la punctul de viraj cu H,SO,; sau NaOH in
prezentd de fenolftaleind, se adauga 1ml sol. K,CrOy, si se titreaza cu solutie 0,0282
N AgNO; pani la aparitia culorii galben-caramiziu. In paralel se prelucreaza o proba
martor cu apa bidistilata.
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Daca proba are un continut mai mare de 20 mg/l cloruri, ea trebuie diluata
COrespunzator.

7.5. Rezultate si discutii

7.5.1. Continutul de proteine din apele uzate “model” si din apele
uzate recoltate de la abatoare

Rezultatele analizelor privind continutul de proteine din apele uzate luate in
lucru sunt redate in tab.7.6. Din tabel rezulta ca extractele de carne preparate in
laborator folosind solutii de electroliti contin cantitati insemnate de proteine;, doar
extractia cu apa a dus la concentratii mai mici. Existd o concordanta intre ordinul de
marime al continutului de proteine din extractele de carne si cel din apele uzate reale.
In cazul in care s-a asigurat o agitare mai intensa, continutul de proteini din extract a
fost mai mare; probele 1-7 au fost agitate manual,iar 8-18 cu ajutorul unui agitator
magnetic.

Probele ale caror concentratii au depasit domeniul pentru care au fost trasate
curbele de etalonare s-au diluat corespunzétor.

Tab.7.6 Continutul de proteine al unor “modele’” de ape uzate A
si al apelor uzate propriu-zise B

Nr. NATURA APEI Tarie Timp Continutde | pH Obs.
crt. ionica | extractic proteine
(met.Gomall)
min mg/1
A: “"MODELE” DE APE UZATE
1. | Extract de carne, agent 0,00 20 328 53
de extractie apa
2. | Idem, agent NH,C10,5% | 0,09 20 827 5.4 910%
3. | Idem, agent NaCl10,5% 0,09 20 854 53 925%
4. | Idem, agent NH,C1 1,5% | 0,26 20 736 54 800*
5. | Idem, agent NaCl 1,5% 0,26 20 831 5.4
6. | Idem, agent NaCl 1,5% 0,26 20 862 53
7. | Idem, agent NaCl 1,5% 0,26 20 831 5,3 890*
8. | Idem, agent NH,Cl1 1,5% | 0,26 40 1152 5.4
9. | Idem, agent NaCl 1,5% 0,26 60 1756 55
10. | Idem, agent NaCl 1,5% 0,26 40 1007 5,0
11. | Idem, agent NaCl 1,5% 0,26 40 1223 5.4
12. | Idem, agent NaCl 1,5% 0,26 60 1449 52
13. | Idem, agent NaCl 1,5% 0,26 40 1189 53
14. | Idem, agent NaCl 1,5% 0,26 40 1254 5,2
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15. | Idem. agent NaCl 1,5% 0,26 60 1872 5.2

16. | Idem. agent NaCl 1.5% 0.26 90 2239 5.3

17. | Idem. agent NaCl 15% 2.80 40 1103 53

18. | Idem, agent NaCl 15% 2,80 60 1852 54
B. APE UZATE PROPRIU ZISE

Nr. NATURA APEI Continutde| pH | Ny’ Cr Obs.
cr. proteine mg/1 mg/1
mg/l
19. | Apa uzata recoltatd din 411%¥* | 70 0.6 120
abator, efluent general

20. | Idem, efluent general 900** | 6,5 1,3 116

21. | Idem, spilare carcase 1176 6.5 - 80 1200%*
22. | Idem, stocare organe 598 6.1 4 103

23. | Idem, stocare organe 636 6,1 5 112

24. | Idem, fierbere salam 204 6.2 12 204***

25. | Idem, fierbere salam 373 6,2 12 426

26. | Idem, fierbere salam 326 6.4 12 605

27. | Idem, fierbere organe 755 6,2 172 354

28. | Idem, fierbere organe 864 6.3 181 327

29. | Idem, fierbere organe 671 6,2 175 338

30. | Idem, fierbere organe 853 6,2 196 346

31. | Idem, fierbere organe 1193 6,4 198 593 1290*
32. | Idem, fierbere organe 2557 6,2 192 | 1083***

33. | Idem, fierbere organe 4008 5,3 193 | 5985

34. | Idem, fierbere organe 750 5,4 231 650

35. | Idem, fierbere organe 8807 6.4 242 944

36. | Idem, fierbere organe 4463 7.2 160 312

37. | ldem, fierbere organe 4314 6.5 162 | 4400%**

38. | Idem, fierbere organe 750 5,9 | 231,5 | 650

* Confinutul de proteine determinat prin metoda Lowry

** Probe recoltate din efluentul general in conditiile functiondrii abatorului la o mica utilizare a
capacitatii de fabricatie si la functionarea doar a fazei de tiiere

*** Produs dietetic §i respectiv organe pregitite pentru produse picante

Extractele de carne obtinute cu solutii cu tarie ionicd micd si cele cu tarie
ionici mare au continut cantititi asemindtoare de proteine ceea ce, corelat cu
informatiile din literatura [7], potrivit cirora proteinele miofibrilare se extrag la
u<0,3 iar cele sarcoplasmatice la p<0,1, permite presupunerea ci extractele
preparate in laborator contin ambele categorii de proteine.

In ceea ce priveste apele uzate reale, se constatd ci unele faze, cum este
fierberea, produc concentratii mari, motiv pentru care atentia a fost concentratd in
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continuare asupra acestor faze. Recoltarea apei uzate din faza de fierbere prezinta s
avantajul ca ofera garantia unei ape proaspete si lipsite de infestare microbiologica.

Rezultatele analizelor prin metoda Lowry $1 prin metoda Gornall s-au dovedit
a fi comparabile, de acelasi ordin de marime, desi procedeul Lowry a dus in mod
sistematic la valori mai man ceea ce este in concordantd cu acele indicatii din
literatura potrivit carora produce rezultate supraestimate pentru unele proteine
(globuline) [65].

Tab.7.7 Rezultate comparative ale analizelor unor probe prin

metodele Gornall si Lowry

NUMARUL CONTINUTUL DE PROTEINE mg/l
PROBEI METODA GORNALL METODA LOWRY
2 827 910
3 854 925
4 736 800
7 831 890
31 1193 1290

Una dintre probe (nr.21) a fost tratatd cu carbune activ pentru a elimina
opalescenta care deranjeaza determinirile prin metoda Gornall. In toate celelalte
cazuri opalescenta uneori prezenta a disparut la adiugarea reactivului Gornall,
rezultand o solutie clara.

Pentru a constata care este ponderea proteinelor in incarcarea organica a
apelor uzate, in paralel cu analiza continutului de proteind s-au executat si analize
privind indicatorii de poluare urmanti curent la apele uzate. Astfel, o proba din
efluentul general al unui abator a continut 1008mg/l azot organic (metoda prin
mineralizare) si a avut o valoare a indicelui de poluare consum chimic de oxigen
CCOwmn de 217mg O2/1. Probele nr.19 st 20 din tab.7.6 supuse analizelor curente
privind incédrcarea cu poluanti au dus la rezultatele din tab.7.8. Analizele au fost
efectuate folosind metodele standardizate pentru apele de suprafata si pentru apele
uzate, cuprinse iIn STAS 6560 — 82 (Determinarea consumului biochimic de oxigen —
CBOs - care constd in mentinerea probei la incubare timp de 5 zile la 20°C si
determinarea diferentei de concentratie a oxigenului dizolvat la inceputul si la
sfarsitul perioadei de incubare; dozarea oxigenului dizolvat se bazeazi pe oxidarea
de catre oxigenul morecular din apd, in mediu puternic alcalin, a hidroxidului de
mangan bivalent in hidroxid trivalent, eliberarea de catre acesta a iodului din iodurile
alcaline s determinarea acestuia cu tiosulfat de sodiu, STAS 6953 - 81
(Determinarea materiilor in suspensie, prin filtrare §i uscare), STAS 3002 — 85
(Determinarea consumului chimic de oxigen — CCOpyy, — prin oxidarea substantelor
organice cu pemanganat de potasiu), STAS 9187 - 84 (Determinarea reziduului
filtrabil la 105°C) si metoda Gornall pentru determinarea proteinelor.
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Tab.7.8 Analizele efluentului general

INDICATORUL UM. PROBA OBSERVATII
NR.19 NR.20
pH 7.0 6.5
Amoniu mg/l 0.62 1,31
Reziduu fix mg/l 538 726
Materii in suspensie mg/1 80 366
Consum biochimic de mg/1 210 231 Maisuri a incircirii
oxigen (CBOs) organice
Consum chimic de mg/!1 237 474 Masura a incircini
oxigen (CCOyy,) organice
Proteine mg/1 411 900

Aceste date confirmd faptul ca efluentii de la abatoare, bogati in substante
organice sunt bogati de fapt in proteine.

Determinarile efectuate pentru urmarirea continutului de proteine din apele
uzate permit urmatoarele concluzii:
- Metoda Gornall este potrivita pentru determinarea continutului de proteine din
apele uzate de la abatoare.
- Apele uzate studiate sunt bogate in proteine, in special apele de la unele faze
tehnologice cum este fierberea.

7.5.2. Ala indicatori ai apelor uzate de la abatoare

Alti indicatori importanti ai apelor uzate sunt pH-ul, continutul de ioni
amoniu §i continutul de cloruri. Rezultatele determinarii acestor indicatori sunt redate
in tab.7.6.

a) pH-ul apelor

Extractele de carne au avut pH-ul cuprins intre 5,0-5.5, dar la apele uzate s-au
inregistrat $i pH-uri mai mari, intre 6,4-7,2. Diferentele se pot explica prin procesele
post sacrificare din carne, extractele fiind obtinute intotdeauna din carmne care a
suferit procesul de rigiditate i de maturare pe cand apele uzate au luat nagtere in
contact cu carne proaspata care nu a trecut prin aceste procese. Se cunoaste ci in
timpul rigidizarii are loc acumulare de acid lactic cu sciderea pH-ului de la 7-7.1 la
5,3-5,8 datoritd degradarii anaerobe a glicogenului [7]. Odata cu modificarea de pH
se modifica si extractibilitatea proteinelor: creste cantitatea de actinomiozind extrasa
si scade extractibilitatea proteinelor sarcoplasmatice ca urmare a unor procese de
denaturare §1 agregare influentate de pH.

b) Continutul de ioni amoniu

Continutul de ioni amoniu al extractelor de carne a fost de aproximativ
1,5mg/l cu exceptia extractelor 4 si 8 care s-au preparat in prezenta NH4Cl (5,1 mg/I
NH;") Valorile scazute ale concentratiei ionului amoniu indici un grad scizut de
hidroliza a proteinelor §i in acelasi timp reprezinta un factor minor de interferenta in
timpul analizei continutului de proteine.
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In apele uzate reale, concentratia ionilor de amoniu a fost in general mai
mare, ajungand in apele puternic incarcate de la fierbere la peste 150-200mg/l, ceea
ce inseamna cd de aceasta data are loc hidroliza proteinelor, dar concentratiile se
gisesc sub limita pentru care s-a facut verificarea lipsei unei influente a ionului
amoniu asupra determinarilor de proteine prin metoda Gornall (tab.7.3. si 7.6)

¢) Continutul de cloruri

Continutul de clorurd de sodiu al extractelor de carne a fost reglat in mod
deliberat astfel ca in unele cazuri téria ionica sa fie sub 0,1, in altele sa fie in jur de
0,3 st in altele sd fie mai mare, apropiatd de eventualele varfuri de concentratie din
apele reale .

In apele uzate reale provenite de la fierbere, clorurile au avut concentratii
cuprinse intre 312-4400 mg/dm’, corespunzator unor tarii ionice cuprinse intre 0,009
st 0,12, Desigur tdria ionica reald a apelor respective ar fi putut fi crescutd de
prezenta si a altor electroliti proveniti din came, din alte materiale folosite in
tehnologie, cum sunt azotatul §i azotitul de sodiu si de potasiu si polifosfatii.
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8. SEPARAREA SI FRACTIONAREA PROTEINELOR DIN
APELE UZATE DE LA ABATOARE

8. 1. Precipitarea proteinelor din apele uzate la punctul
izoelectric

Valoarea pH-ului i1zoelectric al proteinelor difera functie de natura radicalilor
din catenele laterale ale resturilor de aminoacizi, ceea ce permite separarea lor
fractionata dintr-un amestec.

Pentru modificarea pH-ului probelor s-au folosit solutit tampon adaugate
pana la atingerea pH-ului dorit, sau, din cauza ca intr-un amestec complex si vanabil
cum este apa uzatd este greu de stabilit de la inceput care este pH-ul la care trebuie
ajuns, solutiile tampon au fost adaugate continuu dintr-o biuretd, urmarindu-se in
paralel valoarea pH-ului §1 modificarea stari probei. O astfel de precipitare este
descrisa in continuare.

MODUL DE LUCRU

Intr-un pahar Berzelius, la 100m! extract de carne cu pH=5.4 cu un continut
de 831mg/] proteine s-au adaugat 4,8ml solutie tampon acid acetic-fosfat disodic cu
pH=3,3, rezultand o solutie tulbure cu pH=4,6 care s-a filtrat pe hartie cu banda
neagra. Precipitatul, maroniu, 0,0303g, nu s-a putut redizolva in apa.

Filtratul, 96 ml cu un continut de 400 mg/l proteine (46,2% din initial) a fost
tratat cu 27,5 ml din aceeasi solutie tampon cand a rezultat un precipitat abundent
albicios care s-a filtrat pe hartie cu banda neagra. Precipitatul a fost partial solubil in
apa, precipitatul dizolvat in apa a produs o solutie cu un continut de 8,42 mg
proteine.

Noului filtrat cu pH=4,5 §i 63,86 mg/l proteine (10,8% din cantitatea initiala)
1 s-au adaugat incd 23 ml soluie tampon cand a aparut o tulbureala sub forma de
“scame” la pH=3,35.

Filtratul final a avut un continut de 57,2 mg/l proteine (8,6% din cantitatea
initiald).

Tratarea succesivd cu solutie tampon $i reducerea pH-ului de la 5,4 la 3,3 a
produs o reducere a continutului de proteine ceea ce demonstreaza ca desi
precipitatele nu au putut fi analizate intotdeauna, ele au continut proteinele separate
din apa. S-a incercat precipitarea in domeniu alcalin conform urmatorului procedeu:
100 ml din acelasi extract cu pH=5,4 a fost amestecat cu 25 ml solutie tampon fosfat
disodic de pH=9,0 si a fost adus succesiv la pH=7,1 si apoi pana la pH=9, fara a se
constata aparitia vre-unui precipitat.
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REZULTATE SI DISCUTII

Rezultatele probelor privind separarea proteinelor din apele uzate la punctul
izoelectric sunt redate in tabelul 8.1.

labelul 8. 1. Precipitarea proteinelor din apele uzate la punctul izoelectric

NATURA SI INDICATORI pH-ul PROBEI DUPA ADAUGAREA DE SOLUTIE

Nr Al APEI TRATATE TAMPON
crt
Pe
NATURA APElI | pH| PRO- 32| 33| 34| 36| 41| 43 45| 46} 52| 54| 59| 67 Ies
TEIN] 7
E
1 EXTRACT DE CARNE 5’2 1872’ A
5
2 | EXTRACT DE CARNE 52| 1449 P plplp
3 EXTRACT DE CARNE 5.4 1223 plpip N|ININ
4 EXTRACT DE CARNE 5’4 831 p A P N
5 | APADE LA FIERBERE 5,3 4000 P P
6 APA DE LA FIERBERE 6,4/ 8807| p N
7 | APA LE LA FEERBERE 7,21 4663 P
Legenda : A - precipitare abundenta;

P — precipitare;
p — precipitare slaba,
N — nu are loc precipitarea.

Cateva particularitdti ale probelor cuprinse in tabelul 8.1. sunt redate in
continuare.

- Proba nr. 1 a produs un precipitat abundent la sciderea pH-ului la 3.2 cu
tampon acid citric-fosfat. Filtratul rimas dupa separarea precipitatului s-a tratat cu
sulfat de amoniu pana la saturatie 90% cand s-a produs un nou precipitat. Filtratul
final a continut 104,95 mg/dm’ proteine adica sub 10% din valoarea initiala.
Combinarea metodei de precipitare la punctul izoelectric cu salifierea a dus deci la
separarea proteinelor in proportie de peste 90%.

Faptul cé precipitarea a avut loc la pH=3,2 poate constitui un indiciu cu privire la
natura precipitatui dat fiind cd mioalbumina are punctul izoelectric in acest domeniu
(tabelul 3.4)).

- Proba nr. 2 a produs precipitarea la pH=3,4 a unui precipitat albicios usor
filtrabil care a continut 88,47% din proteinele initiale din extract.
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- Proba nr.3 a produs la addugarea de tampon acid citric — fosfat disodic o
precipitare slaba. Precipitatul separat prin centrifugare la 4500 rot/min a avut
aspectul unei gume care nu s-a putut redizolva in apa.

- Proba nr. 4 a produs precipitarea netd in domeniul pH=4,5+4,6 si o precipitare
slaba la pH=3,3 datoritd, probabil, calitatu diferite de carme luate in lucru la
prepararea extractului.

- Proba nr. 5, efectuata cu apa uzata reald a produs la pH=3,6 un precipitat care
nu a putut fi redizolvat in apa. Filtratul a avut un continut de 876 mg/dm’ proteine
(43,7% din cantitatea initiala).

Aceeasi apa, la pH=4,3 a produs un precipitat care, reluat cu 50 ml apé a produs o
solutie cu 606 mg/l proteine iar filtratul ramas dupd separarea precipitatului a
continut 1155 mg/dm’ proteine, adici 31% din cantitatea initial3.

- Proba nr. 6 constituie un exemplu pentru situatiile cand rezultatele precipitérii
nu sunt atat de nete. Tratarea probei cu solutie tampon nu a produs precipitare la
pH=5,2 iar la pH=4,9 solutia si-a schimbat consistenta devenind nefiltrabila. La
pH=3.2 solutia s-a tulburat puternic.

Aceastd apa s-a comportat deosebit fatd de celelalte ape luate in lucru st la
salifiere.

Continutul ridicat de colagen §i eventual de miozina care ca §i colagenul are
tendinta de a forma geluri pe mésura ce este denaturat [7,8] se poate face responsabil
pentru comportamentul deosebit al apei uzate.

- Proba nr. 7 adusa la pH=4,14 a precipitat; precipitatul filtrat si reluat cu 50 ml
apa a dus la o solutie cu un continut de proteine de 285,6 mg/l. O a doua incercare de
modificare (sciddere) a pH-ului a dus la un amestec nefiltrabil.

Precipitarea la punctul izoelectric este o metoda aplicabild pentru separarea
proteinelor din apele uzate. Domeniul de pH cuprins intre 3,2 s1 3,6 care corespunde
aproximativ punctului izoelectric al mioalbuminelor s-a dovedit a fi cel mai potrvit
pentru precipitari dar si in domeniul 4,3-4,6 se produce precipitarea proteinelor.

Randamentele de separare a proteinelor, inregistrate experimental, au fost de pana
la 92% in cazul extractelor de carne si de 56-70% la apele reale.

Dezavantajele precipitarii la punctul izoelectric constau in formarea, in cazul
unora din apele uzate, a unor precipitate greu separabile si in precipitarea uneori
ireversibila,cu formarea de proteine denaturate insolubile in apa.
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8.2. Separarea si fractionarea prin salifiere a proteinelor din
apele uzate

8.2.1. Precipitarea fractionatd prin salifiere a proteinelor din apele uzate

in scopul precipitirii §i fractionarii proteinelor se realizeaz in proba de api
concentratii crescande de sulfat de amoniu, corespunzand la 30%, 60% si 90% din
concentratia de saturatie.

Concentratiile de lucru alese corespund concentratillor de precipitare a a-
globulinelor (30% saturatie) si albuminelor (60% saturatie), iar concentratia de 90%
saturatie permite precipitarea unor proteine greu precipitabile din proba.

Pentru a limita volumul preparatelor proteice, precipitarea s-a efectuat cu
sulfat de amoniu ca atare.

MODUL DE LUCRU

Intr-un pahar Berzelius se introduc 100 ml apa care contine proteine si se
adaugd 17,60 g sulfat de amoniu solid, cantitatea necesara pentru realizarea saturatiei
de 30%. Dupa agitare se lasd 30 de minute la rece, apoi precipitatul se separa fie prin
centrifugare la 4000 rotatii pe minut fie prin filtrare pe hartie cu banda neagra.

Precipitatul se reia intr-un pahar Berzelius cu 50 ml apa distilata iar in solutia
rezultatd se determina continutul de proteine. Rezultatele sunt cuprinse in tab.8.2.

Filtratul rezultat la separarea anterioara (filtratul 1) se trateaza in continuare
cu sulfat de amoniu pentru a ajunge la saturatie 60%.

Astfel, peste filtratul 1 (70ml) se adauga 13,86 g sulfat de amoniu, se lasa 30
de minute la rece, se filtreaza sau se centrifugheaza (filtratul 2). Precipitatul se reia
cu 50 ml apd distilata 1ar solutia rezultatd se analizeaza pentru a determina continutul
de proteine.

Filtratul 2 rezultat la separarea anterioara se trateaza in continuare cu sulfat
de amoniu pentru a ajunge la saturatie 90%.

Filtratul (65ml)se amesteca cu 14,8 g sulfat de amoniu, se agita, se lasd 30 de
minute la rece, precipitatul se separa prin filtrare sau centrifugare, precipitatul se reia
cu 50 ml apd distilata si solutia rezultatd se analizeaza pentru a determina continutul
de proteine.

Schema procedeului aplicat pentru precipitarea-fractionarea proteinelor este
redatd in fig. 8.1 iar rezultatele sunt cele din tab. 8.2.

Din cauza cé precipitarea prin salifiere este influentata de pH-ul la care are
loc operatia, solubilitatea proteinei fiind minima la pH-ul izoelectric, s-au executat
precipitdri din solutii tamponate la pH-uri diferite astfel incat si fie posibila atingerea
punctului izoelectric al diferitelor proteine din amestec. S-au folosit solutii tampon
acid citric-fosfat sau tampon acetat pentru pH<6 si tampon fosfat in domeniul de
pH > 6.
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Unele din apele supuse salifierii §i unele solutii rezultate prin redizolvarea
precipitatelor rezultate in urma salifierii au fost opalescente. Opalescenta a fost
determinata cu un turbidimetru de laborator model 2001N HACH, folosit in mod
curent pentru determinarea turbiditatii apei potabile, cu domeniul de mésura 0 — 4000
NTU. Astfel, o proba de apa pregitita pentru salifiere, cu continut initial de proteine
de 997mg/l a avut turbiditatea de 342mg/l NTU. Precipitatele rezultate dupa
salifierea la 30% si 60% saturatie au produs prin redizolvarea in apa solutii cu
turbiditatea de 101 NTU g1 respectiv 194 NTU. Probele prelevate din aceste solutii
pentru analiza continutului de proteine §i tratate cu reactiv Gornall au avut turbiditati
mult scazute, comparabile cu cele ale apei, st anume 0,86 NTU in cazul apei initiale,
0,37 NTU in cazul solutiei de la 30% saturatie si 0,33 NTU in cazul celei de la
saturatia de 60%.
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Fig. 8.1. Schema de principiu a procesului de precipitare-fractionare prin salifiere
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REZULTATE SI DISCUTHH

Rezultatele au evidentiat existenta unor particularitati si au dus la concluziile

urmatoare:

a)

b)

c)

d)

e)

Este posibila separarea $i fractionarea proteinelor din apele uzate de la abatoare
prin procedeul de salifiere cu sulfat de amoniu.

Randamentele maxime de separare au fost de 70,7-77,6 % pentru extractele de
carne i de 67,5+75,7% pentru apele uzate, obtinute toate in domeniul de
pH=3,6+5,5, astfel cd domeniul optim de pH pentru salifiere se suprapune cu buna
aproximatie peste domeniul gasit in cazul precipitarii la punctul izoelectric.

Desi rezultatele reflectd o diversitate corespunzatoare diversitdtil inerente a
materiilor prime prelucrate, se poate constata ca in cazul extractelor de carne
randamentul maxim de separare apare in majoritatea cazurilor la 30% saturatie
ceea ce denotd ponderea mai mare a globulinelor iar in cazul majoritétii probelor
din ape uzate reale randamentul maxim este inregistrat la saturatia de 60% ceea ce
denotd preponderenta moleculelor mai mici, cum sunt albuminele.

Cresterea gradului de saturatie la 90% nu aduce in majoritatea cazurilor o
crestere substantiald a randamentulu de separare, de aceea este recomandabilad
numai in cazul ca recuperarea maxima a proteinelor este importanta sau epurarea
avansata a apelor uzate o impune.

Produsul obtinut prin salifiere este puternic impurificat cu agentul de salifiere ceea
ce impune pentru utilizari ulterioare operatii de purificare.

Modul in care decurge salifierea depinde in mare masura de compozitia apei
supuse tratamentului care la randul ei depinde de compozitia si calitatea carnii
prelucrate si de tehnologia aplicatd. Astfel, probele de la punctele 19 si 20 din
tabelul 8.2. s-au comportat la salifiere diferit de celelalte probe.

Proba nr. 19 a fost recoltatd dintr-o sarja de fierbere foarte bogata in parti
anatomice cu continut de colagen, in conditii precare de omogenizare. La 30%
saturatie s-a depus o masa gelatinoasé care s-a putut separa prin decantare §1 care
s-a redizolvat numai partial in apa. La saturatie 60% din solutia separatd anterior
s-a format masiv un precipitat alb spongios care, reluat cu apa s-a dizolvat numai
partial. La saturatie 90% a aparut o opalizare care, dupa filtrare, a fost
redizolvabila in apa. Comportarea probei 20 se explica la fel.

f) Desi separarea de masa gelatinoasd descrisa mai sus nu a avut loc la celelalte

probe, in toate cazurile precipitatul separat la saturatie 30% nu a fost complet
solubil, dupa redizolvare ramanand un precipitat cu aspectul unei membrane
depuse pe hartia de filtru (care nu a fost cuprins in randamentele din tabelul 8.2.).

Este probabil cé si in acest caz a avut loc separarea unor scleroproteine din
apa.

g) La analiza comportamentului deosebit al probelor nr.19 si 20 si la aprecierea

naturii precipitatelor formate la saturatie 30% trebuie luatd in consideratie si
contributia miozinei, proteina cu cea mai mare pondere procentuald in tesutul
muscular.

Proprietatile miozinei pot explica fenomenele de mai sus. Astfel, in timpul
depozitdrii la rece miozina isi pierde solubilitatea prin denaturare, produciand
agregate care duc la opalizarea solutiei. Denaturarea este mai puternica la pH<7 si
la concentratii mari de sdrur, exact conditille de la salifiere. Daca concentratia
miozinei este mai mare, prin denaturarea si degradarea ei se formeaza un gel[7].
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Prezenta miozinei in aceste probe mai este indicata de doua constatari:

- toate extractele i majoritatea apelor uzate luate in lucru au avut un caracter
acid mai puternic pH=5,0-+5,5, iar proba 19 a avut pH=6,4, mai slab acid. Miozina
are pH;=5,4, pH la care nu a aparut un precipitat vizibil, dar au aparut semnele
unei denaturar cu formare de gel;

- prin depozitare la rece miozina produce opalizarea solutiei, ceea ce s-a §i
constatat la toate probele care au trebuit pastrate la rece de pe o zi pe alta.

h) Influenta naturii apei uzate este ilustratd si de unele probe necuprinse in tab.8.2

in care s-a incercat precipitarea i fractionarea proteinelor din apele de la fierberea
salamurilor, o faza considerata inainte de inceperea lucrarilor ca fiind poluanta si
sursa de proteine. In realitate proteinele au fost prezente in aceste ape doar in
concentratii mict (320-370 mg/l), iar sulfatul de amoniu nu a produs precipitarea
la nici una din concentratille §i pH-urile testate. Explicatia poate fi aceea ca la
fierberea salamului trecerea compusului organic in apa are loc printr-o membrani
semipermeabild prin care pot trece doar moleculele mai mici, rezultate prin
scindarea moleculelor de proteine. Aceste molecule contin legaturi peptidice care
se pun in evidentd cu reactivul Gornall ,desi sunt prea mici pentru a fi precipitate
prin salifiere.

Proba recoltatd la curétirea carcaselor dupa sacrificare nu a produs precipitat
la saturatia de 30%, la 60% saturatie s-au separat 15,50% iar la 90% saturatie
23,0% din totalul proteinelor ceea ce denotd prezenta proteinelor cu greutate
moleculard mica.

O influentd importanta asupra calitatii apei uzate §i asupra comportarii la salifiere
o are vechimea apei. De obiceil extractele preparate in laborator au fost prelucrate
in stare proaspati imediat dupid extractie. In cazul apelor uzate reale, apa
proaspatda a insemnat efectuarea primelor operatii dupd 24 ore, necesare
transportului, racirii §i separarii gravitationale a grasimilor si impuritatilor
mecanice solide.

Un caz aparte il reprezinta proba 22 care a fost retinutd inca timp de doua
zile, dupd care s-a supus procesului de salifiere. La 72 ore dupa recoltare s-au
obtinut rezultatele cuprinse in tab. 8.3.

Modificarile continutului de ioni amoniu §i de pH in apa brutd indica faptul
ca proteinele au intrat intr-un proces de degradare. Faptul ca la saturatie de 30%
raman mai multe proteine in solutie, cd proteine de consistenta celor precipitate
initial la 30% precipita la 60% si, in special, cé in filtratul final riméne un procent
dublu din proteinele initiale se poate pune pe seama procesului de degradare,
moleculele proteice suferind degradari la fragmente mici si mai greu precipitabile.
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1ab.8.3. Comportamentul la salifiere a probei functie de vechime

B. ACEEASI APA DUPA DOUA

CARACTERISTICA | A. APA PROSPATA ZILE
Apa bruta:

pH 7.2 5.9

proteine mg/l 46634 47352

amoniu mg/l 160 248

clururi mg/1 312 326

Comportament la
saturatie 30%
amestecul nefiltrat

- Opalescent intens

- Opalescent usor

filtratul - 203 mg/1 protcine - 650mg/1 proteine
precipitatul - gelatinos bogat. nefiltrabil - filtrabil
Comportament la

saturatie 60%

Amestecul nefiltrat - Opalescent usor - Opalescent

Filtratul

- 187 mg/1 proteine

- 200 mg/1 proteine

Precipitatul - filtrabil - gelatinos. asemanadtor cu cel de
la pct Aa, dar inci filtrabil

Comportament la

saturatie 90%

amestecul nefiltrat - Opalescent - Opalescent

filtratul - 129 mg/1 proteine (8.7% din total) | - 195 mg/l proteine (+.4% din
total

precipitatul - filtrabil - filtrabil

Apa uzata de la fierbere salam a avut dupd 7 zile un continut de ioni amoniu
de 19,1mg/dm’ fata de 11 6mg/dm in stare proaspata. in apa invechitd nu s-a produs
precipitarea la salifiere la nici una din concentratiile (30% si 60% saturatie) sau pH-
urile (3,5, 4,5, 5,6 , 6,4, 7,2) incercate. Fragmentele proteice au fost atat in apa
initiala cat si dupa degradare prea mici pentru a precipita la salifiere.

8.2.2. Analiza prin electroforezd a precipitatelor de la salifiere

Rezultatele precipitdrii si fractionarii proteinelor prin salifiere au fost
verificate prin electroforeza precipitatelor de la salifiere, stabilindu-se continutul de
albumine si respectiv de globuline [8,77]

MATERIALE SI APARATURA

Pentru studiu s-a folosit aparatura KIT MIDIGEL PROTEINS, destinata
separarii proteinelor din serul sanguin sau din alte lichide biologice (urina, fluid
cerebrospinal) §i care separa proteinele din ser in 6 fractiuni: albumind, oy, o2, Bi, B2
st v globulind. Electroforeza s-a fiacut pe gel de agaroza, proteinele s-au pus in
evidentd cu colorant Rosu Ponceau, interpretarea s-a facut cu un densitometru iar
rezultatul este in procente din continutul total de proteine pentru fiecare component
al amestecului.

REACTIVI
- tampon barbituric, diluat 1a 1000ml cu apa distilata.

- solutie de decolorare, doza diluatd la 2000ml cu apa distilatd sau acid acetic
5%, in cantitate de 300ml pentru o doza de gel.

- colorant Rosu Ponceau, diluat la 1000ml cu apa distilata.
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- folii de gel de agaroza pentru probe

- solutie de fixare preparata prin amestecarea a 90ml metanol, 20ml acid acetic
glacial §i 90ml apa distilata.

MODUL DE LUCRU

Dupd aplicarea probei pe gel, aplicarea diferentei de potential, fixare, uscare,
colorare, probele s-au citit la densitometru la 520nm.
Electroforeza s-a facut pentru patru tipuri de probe §i anume:

- apa uzata ca atare (proba 1 din tab.7.4).

- solutii rezultate prin redizolvarea precipitatelor rezultate prin salifiere la 30%
saturatie la pH-uni diferite de precipitare (probele 2-4).

- solutii rezultate prin redizolvarea precipitatelor rezultate prin salifiere la 60%
saturatie la pH-uri diferite de precipitare (probele 5-7).

- solutii rezultate prin redizolvarea precipitatelor rezultate prin salifiere la 90%
saturatie la pH-un diferite de precipitare (probele 8-10).

Rezultate si discutii

Rezultatele analizei prin electroforeza a proteinelor din precipitatele separate
la salifiere sunt cuprinse in tab.8.4.

Se constatd un continut ndicat de albumina, in special la saturatia de 30% iar
intre globuline un procent mai mare al fractiunii § care contine si lipoproteinele.

Faptul ca la proba nr.7 nu a avut loc migrarea sugereaza ca proteinele
prezente in aceastd proba se afla la pH 1zoelectric.
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Tab.8.4. Rezultatele analizei prin electroforeza a proteinelor separate prin salifiere
din extracte si ape uzate

Nr. Natura probei Continut | Albumine Globuline % Observatii
crt. de %
proteine o o B y
mg/1
1. | Apa uzata de la fierbere 853 26.5 341 76 | 489 | 145

2. | Extract de carne. precipitat
la saturatie 30% si
redizolvat in 50ml apa 212,38 50 6 14 20 10

(5]

Extract de carne, precipitat
la saturatie 30% st
redizolvat in 50ml apa.
precipitat la pH=42 152.98 52 4 | 120118 | 14

4. | Extract de carne, precipitat
la saturatie 30% s1
redizolvat in 50ml apa.
precipitat la pH=5,4 1055.2 48.5 - 10,5 21 13

h

Extract de carne. precipitat
la saturatie 60% si
redizolvat in 50ml apa 243 4 39 6 10 20 25

6. | Extract de carne. precipitat
la saturatie 30% si
redizolvat in 50ml ap4,

precipitat la pH=4,2 281,2 55 2541 75| 20 15

7. | Extract de carne, precipitat
la saturatie 60% si
redizolvat in 50ml api, Nua
precipitat la pH=5,4 608.,4 - - - - - migrat

8. | Extract de carne, precipitat
la saturatie 90% si

redizolvat in 50ml apa 454 60 5 10 | 23 12

8.2.3. Purificarea prin dializd a proteinelor separate prin salifiere

Solutiile rezultate prin redizolvarea precipitatelor care s-au separat la 30% si
60% saturatie a agentului de salifiere in 45 si SOml apa au continut 10.800mg/1 si
respectiv 19.375mg/] ioni sulfat, ceea ce inseamna ca 2,76% si 2,60% din agentul de
salifiere utilizat s-a regasit in produsul precipitat. Aceleagi probe au continut
2197mg/1 si respectiv 333,9mg/l proteind, adica raportul proteini:sulfat de amoniu a
fost 1:4,9 51 1:58,0.

Pentru eliminarea sulfatului de amoniu s-a apelat la dializa, iar continutul in
sulfati a fost urmarit prin metoda colorimetrica.

Determinarea colorimetricd a ionului sulfat [113]

Metoda constd in precipitarea ionului sulfat cu o cantitate cunoscuti, in exces,
de BaCl,, precipitarea ionului Ba®' in exces cu K,CrOq4 si colorimetrarea excesului de
cromat la A=380-400nm. Metoda se poate aplica pana la o concentratie de 200mg/l
sulfat fara dilutie.
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REACTIVI

- solutie de clorura de bariu, obtinuta prin aducerea la 1000ml cu apa distilata
a unui amestec de 11,2214g BaCl,-2H,0 cu 250ml etanol §i 10ml HCl 37%.

- solutie de cromat de potasiu, obtinutd prin dizolvare unui amestec de
0,9710g si 25ml NH4OH 25% 1n 1000ml apa distilata.

- solutie standard de sulfat preparatd prin dizolvarea a 1,4786g Na;SO4
anhidru sau 2,5657g MgSO,;7H,O in 1000ml apa distilata,Iml solutie etalon
corespunde la 1mg SO,”".

MODUL DE LUCRU pentru trasarea curbei de etalonare

In baloane cotate de 100ml se masoard cate 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10ml
solutie etalon si se aduc la semn cu apa distilata. Din fiecare balon se scot cate 20ml
in pahare Berzelius si se pun la fiert. Cand incepe sa fiarba se adauga in fiecare pahar
10 mi BaCl, in picédturi. Solutiile cu suspensiile formate se racesc complet. Dupa
racire, se adauga cate 10 ml K,CrO, si se agita foarte bine. Dupd 10 minute solutiile
cu precipitate se trec cantitativ in baloane cotate de 50 ml si se aduc la semn cu apa
distilata. Se filtreaza pe hartie cu banda albastra sau se centrifugheaza. Proba filtrata
se determind la 380-400 nm fata de proba martor, in cuvd de 1 cm. S-au obfinut
rezultatele din tab.8.5. pentru 0-10 mg/l iar curba de etalonare este redata in fig. 8.2.

Din datele experimentale a rezultat ecuatia:

y =0,012337(+ 0,000229)x - 0,008710(% 0,013536)

si
r=99,95%
Tab. 8.5. Curba de etalonare pentru dozarea colorimetrica a ionului sulfat
Nr. | SOLUTIE STANDARD APA | CONCENTRATIA ABSORBANTA
crt. DE SULFAT DISTILATA DE SULFAT IN A=380 nm
ml ml PROBA CITITA
mg/l
0,0 100,0 0 0,000
1.0 99,0 10 0.1136
2,0 98,0 20 0,2419
3,0 97,0 30 0,3628
4.0 96,0 40 0.4837
5,0 95,0 50 0.6023
6,0 94,0 60 0.7256
7,0 93,0 70 0,8466
8,0 92,0 80 0,9675
9,0 91,0 90 1,0884
10,0 90,0 100 1.2570

Pentru concentratii mai mari ale probelor de analizat, acestea au fost diluate
corespunzator.

MODUL DE LUCRU pentru dializa

in sacul de dializa s-au introdus SOml proba, produs separat prin salifiere si
redizolvat in apa. Saculetul s-a suspendat intr-un vas cu 100ml apd si s-a lasat in
aceasta stare timp de 72 ore, apa din vas fiind tinuta la temperatura scazuta (4°C) sub
agitare.
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Fig. 8.2. Curba etalon pentru dozarea sulfatilor
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Rezultate si discutii

Analizele si masuratorile efectuate dupd dializd au indicat urmatoarele
modificari fata de stare imtiala:

- Volumul de lichid din sacul de dializa a scazut de la SOml la 18ml iar cel din
vas a crescut de la 100ml la 120ml.

- In cei 120ml apa din vas a apirut o concentratie de proteine de 36,26mg/l.

- Concentratia ionului sulfat a scazut in proba supusa dializei de la 10.800mg/l
la 2.500mg/l, adica din 540mg au mai ramas in proba 45mg.

Dializa a fost testatd ca metoda de separare a ionilor sulfat §i amoniu din
amestec §i concentratiile de proteine nu au fost urmarite astfel incat sa se realizeze un
bilant al lor. Totusi la aceasta prima proba s-a verificat posibilitatea unor pierderi s
s-a constatat cd prin sacul de dializd au trecut 4,35 mg proteine (corespunzator
concentratiei de 36,26mg/l) din totalul imtial de 109,85 mg (corespunzitor
concentratiei de 2197 mg/l), iar cantitatea finala ramasa in solutia a fost de 95mg (la
o concentratie de 5277 mg/l).

In mod similar, o proba care a continut initial 715,52mg a ajuns dupa dializd la
128,52mg ion sulfat. Eliminarea ionului sulfat s-a facut in proportie de 82%.

O nouad incercare a fost efectuata folosindu-se precipitatul format prin salifierea la
30% saturatie, redizolvat in 70ml apa. Solutia supusa dializei a continut 590,72mg/I
proteine si 6788mg/l NH,'.

Din cantitatea initiala de 169,7mg ioni amoniu din proba de 25ml supusa dializei,
au ramas dupa dializa 13,7mg, realizandu-se eliminarea in proportie de 92%.

In cazul unei probe similare de la salifierea la 60% din totalul de 15,8mg NH,™ au
mai ramas dupa dializa 5,5mg, adica eliminarea s-a produs in proportie de 65,2%.

Rezulta ca dializa desi este o0 metoda viabild de purificare a proteinelor separate
prin salifiere, aplicabila eventual impreuna cu separarea pe coloana gel
cromatografica, are dezavantajul ca este lenta si ca duce la diluarea produsului.

Solutiile unei probe dializate au fost analizate din punct de vedere al continutului
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de proteine prin masuratori UV scopul fiind §i acela de a verifica daca analizele prin
metoda Gornall au fost influentate de prezenta ionului amoniu.
Determinarea proteinelor prin absorbtie cantitativad in ultraviolet{27]
Maximul de absorbtie al proteinelor in UV este influentat de pH si
masuratorile se realizeaza de obicei in mediu alcalin.

Pentru a determina proteinele in prezenta acizilor nucleici, determinérile de
absorbanti la 260nm si 280nm (A260 si A280) se introduc in formula:

Proteine(mg/l) = 1,45 - A280 — 0,74 - A260 (8.1)
sau concentratia de proteind se extrage din tabele functie de raportul:
R = A280/A 260
REACTIVI

- solutiei etalon de albumina sericd bovina, preparata prin dizolvarea a 0,5g
albumin serica bovina in 50ml api distilata; 1ml solutie etalon corespunde la 1-10%g
albumina serica bovina.

MODUL DE LUCRU PENTRU TRASAREA CURBEI DE
ETALONARE

In mai multe eprubete se pipeteaza cate 0,0, 0,5, 1,0, 1,5,20, 25, 3,0,
3,5ml solutie standard de proteine si in aceeasi ordine 10,0, 9,5,9,0,8,5,8,0, 7,5,
7,0 , 6,5ml apa distilatd. Probele se omogenizeaza prin agitare energicd, apoi se
determina absorbanta fiecarei probe la A=280nm, fata de martorul care contine numai
apa distilatd, in cuva de 1cm din sticla de cuart.

Valorile absorbantei in functie de concentratia albuminei serice bovine sunt
redate in tab.8.6 si graficul din figura 8.3 pentru domeniul 0-35,7mg/l.

Probele care au avut concentratii mai mari decat cele din curba de etalonare
au fost diluate 1n vederea efectudrii determinarii.

Tab.8.6 Curba de etalonare pentru dozarea proteinelor prin absorbtie in

uv.

Nr. Solutia standard Apa Concentratia de proteind in | Absorbanta la

crt. proteind distilata proba cititd 2.=280nm
ml ml mg/l
0,0 10,0 0 0.0000
0,5 9.5 5.01 0.3728
1,0 9,0 10,02 0.6482
1,5 8,5 15,03 0,9313
2.0 8,0 20.04 1,2748
2,5 7.5 25,05 1,5583
3,0 7,0 30,06 1,8536
3,5 6,5 35,07 2.1229
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Fig.8.3 Curba de etalonare pentru determinarea proteinelor prin absorbtie in U.}"
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Ecuatia dreptei este:
y =0,060329(% 0,001641)x + 0,039483(% 0,033942)

s
r=9994%

S-au determinat concentratiile in proteine ale solutiilor de la dializa §i anume
ale solutiet initiale si ale dializatelor si s-au obtinut rezultatele de mai jos (tab.8.7.):

Tab.8.7. Rezultatele determindrii proteinelor prin absorbtie cantitativa in

ultraviolet
Loculde | Conc.de DETERMINAREA IN U.V.
prelevare a | proteine Absorbanta Conc. conf. Proteine
robei Met curbei de Acizi
P Gornall | 230 nm 2600m | o\ o1onare mg/ll  A280/ nucleici M;lth/JlV
mg/i A260 %

Solutia
initiala 1964 0.23" 1.75" 1955 1,31 1.30 1930
Dializatul
probei de
30% sat. 598 0,66 0.85" 620 0,776 7.40 575
Dializatul
probei de
60% sat. 654 0,29 0.35 682 0,828 6.20 640
" Dilutia dubla 1: 200

Dilutie 1: 100

Rezultatele obtinute prin cele doud metode sunt de acelasi ordin de marime.

8.3. Precipitarea proteinelor din apele uzate cu ajutorul solventilor
organici

Precipitarea cu solventi organici a fost studiaté ca o alternativi la celelalte metode
dar si ca o verificare a rezultatelor salifierii printr-un procedeu care nu introduce in
amestec ionul amoniu. Dintre solventii recomandati care indeplinesc conditiile
impuse, cel mai la indeméana este alcoolul etilic.
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MOD DE LUCRU

intr-un pahar Berzelius s-au adaugat sub agitare la 20ml extract de carne,
70ml etanol rezultdnd un precipitat alb, frumos, suspendat intr-un lichid clar si
limpede. Precipitatul s-a separat prin filtrare si apoi s-a incercat sa se redizolve in apa
sau in solutie de clorura de sodiu, fara succes.

REZULTATE SI DISCUTII

Rezultatele separarii proteinelor din apele uzate cu solventi organici sunt
redate in tab.8.8.

Tab.8.8. Precipitarea proteinelor din apele uzate cu solventi organici

Nr. NATURA PROBEI | Solvent Raport Continut proteind | Solubilit. Natura

crt organic | solvent/apd | Proba Dupi | precipitat.| precipitat
ml init. separare
mg/1 mg/1
1. | Precipitat de la Alcool 40/20 819 13 Insolubil | Alb frumos
salifiere redizolvat etilic in apa
2. | Extract de carne Alcool 70/20 1189 66 Insolubil Alb usor
etilic in apa filtrabil
3. | Apade la fierbere
-la pH=35.9 necorectat | -Alcool 50/20 750 Opalescenta
-la pH tamponat: etilic
1.6 -Alcool Opalescenti
etilic
6.6 -Alcool Opalescenta
etilic
6.9 -Alcool Opalescenta
etilic
4. | Extract de carne cu Alcool 25/100 1872 153 Insolubil
NaCl 15%, pH=5,2 etilic in apd
Alcool 50/50 1872 82 Insolubil
etilic in apa
Alcool 25/75 1872 525 Abundent
etilic
5. | Extract de carne Alcool 75150 2240 61 Insolubil
etilic in apa

In urma analizei datelor s-au constatat urmatoarele:

- Proba nr.1 a constat din prelucrarea precipitatului obtinut la salifierea la
60% saturatie a unui extract de came (poz. 11 din tab.8.2). Diferenta dintre
continutul de proteind in apa supusa probei §1 in solutia ramasa dupa separarea
precipitatului indica precipitarea proteinelor in proportie de 95,7%.

Faptul ca salifierea §i precipitarea cu solventi duc ambele la separarea din
solutie a unui compus care in cazul salifierii este solubil $i rispunde pozitiv probei
pentru proteine confirmd posobilitatea separdrnii proteinelor prin oricare din aceste
metode.

- Proba nr.2 a constat dintr-un extract de carne din care, prin tratarea la
temperatura camerei cu alcool etilic a rezultat un precipitat insolubil in apa sau
solutie de NaCl. Filtratul incolor si limpede a continut 26,3% din proteina initiala,
ceea ce Inseamnd ca precipitatul a continut 73,7% din proteind. Aparitia
precipitatulul care nu se mai poate redizolva in apa este consecinta modificarii
structurii moleculelor proteice ca urmare a inlocuirii apei cu constanta dielectrica
mare cu molecule ale solventului (alcoolul) cu constante dielectrice mici. Alcoolul
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actioneaza asupra proteinelor si prin efect deshidratant; moleculele de apa care
hidrateazd macromoleculele proteice prin interactii ion-dipol sunt atrase de
moleculele solventului organic introdus in amestec. Aceste observati sunt in
concordanta cu datele din literatura [32].

- Proba nr.3, apa uzata de la fierbere a produs la adaugarea alcoolului doar o
accentuare a tulburelii solutiei provocate de modificarea pH-ului. Filtrarea a dus la
un precipitat insolubil in apa si la un filtrat de culoare galbena.

- Proba nr.4 a servit pentru a incerca stabilirea unor conditi mai bune de
precipitare (raport alcool: apd uzatd mai mic). Acelasi extract a fost prelucrat si la
punctul izoelectric (precipitare la pH=3,2) si prin salifiere (saturatie 90%).

Se constata o reducere mai modesta a continutului de proteine din apa la un
raport mic apd/alcool si randamentul de separare creste cu cresterea cantitatii de
alcool .

- Proba nr.5 a dus prin tratarea cu etanol in raportul 75:50 la un precipitat
insolubil in apa si la scaderea continutului de proteina din solutie cu 93,2%

Si 1n acest caz, s-a lucrat in paralel si prin salifiere. Atdt la proba 4 cat si la
proba 5 s-au obtinut grade de eliminare a proteinelor asemanatoare, respectiv
randamente de precipitare similare, ceea ce se poate considera o confirmare a
rezultatelor obtinute prin salifiere (tab.8.9.).

Tab.8.9. Rezultate comparative ale precipitarii proteinelor din extracte de carne

Nr. Natura probei Agent de Cantitatea de proteind | Continut de proteind in
crt. precipitare in proba initiala filtrat
mg mg % din iniial
1 | Extract 1872 mg/1 | Etanol 93.6 7,1 7.5
2 | Extract 1872 mg/l | Sulfat de amoniu
90% saturatie 52,4 23 43
3 | Extract 2240 mg/1 | Etanol 111.9 7.6 6.8
4 | Extract 2240 mg/1 | Sulfat de amoniu
60% saturatie 2239 29.0 12.9

Precipitarea cu solventi organici a dus la randamente uneori mai scazute decat
salifierea, dar intr-un domeniu incd acceptabil, 62-74%, uneori §1 90%, 1ar
precipitatele sunt mai usor separabile prin filtrare decat cele de la salifiere.

Precipitatele separate nu s-au putut redizolva. Insolubilitatea se datoreaza
probabil denaturarii ireversibile a proteinelor sub influenta alcoolului. Pentru a evita
sau a micsora denaturarea ar trebui lucrat la temperatun scazute ceea ce complici
tehnica i, In special, economia procesului.

Dezavantajul major al procedeului este consumul mare de alcool, in raport de
cel putin 1:1 fatd de apa uzati, motiv pentru care procedeul se considera
recomandabil numai daca utilizarea ulterioard a proteinelor recuperate este foarte
pretentioasd. Recuperarea alcoolului este posibild prin distilare, dar aceasta inseamna
consum energetic suplimentar.
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9. FRACTIONAREA, PURIFICAREA SI DETERMINAREA
MASEI MOLECULARE A PROTEINELOR DIN APELE UZATE

9.1. Fractionarea prin cromatografie pe gel permeabil

Prnin trecerea proteinelor peste coloane de gel permeabil s-a urmarit
fractionarea lor in vederea unei mai bune cunoasteri in perspectiva unei viitoare
utilizari si pentru obtinerea unor fractiuni care ar putea fi folosite ca atare. De
asemenea. s-a urmarit purificarea produsului salifierii prin indepartarea ionilor
anorganici mici, in special a ionului amoniu.

Gelul SEPHADEX G200 care a fost ales pentru coloana cromatografica
permite fractionarea proteinelor cu mase moleculare cuprinse intre 5000 s1 800000
daltoni, ceea ce corespunde spectrului de mase moleculare ale proteinelor din carne
(tab.3.4).

Caracteristicile gelului ales sunt:
retinerea apei (“water regain”), w,=20 + 2g/g

— diametrul particulei uscate: 40 - 120u
— volumul de strat pe gram de gel uscat: 30 — 40ml
— timpul minim de imbibare la temperatura camerei: 72 ore

— timpul minim de imbibare la fierbere: S ore

REACTIVI SI MATERIALE

- SEPHADEX G200

- solutie tampon de pH 4,7

- coloana cromatograficd A, cu diametrul interior de 3,3cm, inaltimea
stratului de 21,5cm si volumul stratului V, = 183,9 cm’.

- coloana cromatografica B, cu diametrul interior de 3,3cm, indltimea
stratului de 11,5¢cm s1 volumul V, = 98.3cm’.

MODUL DE LUCRU

inainte de utilizare, SEPHADEX -ul a fost gonflat in solutie tampon de pH =
4,7 timp de 72 ore, intr-un raport corespunzator caracteristicii de retinere a apei
(20g/g), iar coloana formata a fost spalata timp de 8 ore cu aceeasi solutie tampon.

a) Fractionarea extractului de carne

Prin coloana A s-au trecut 50ml extract de carne filtrat, cu un continut de
proteine de 1253,96mg/1 de culoare galbuie. Culoarea a permis urmarirea deplasarii
probei prin strat. Eluarea s-a ficut cu solutie tampon pH=4,7, timp de 5h 55°, timp in
care s-au recoltat 15 esantioane de cite 10ml. Rezultatele sunt redate in tab.9.1 si
sunt reprezentate in graficul din fig.9.1.

Din acelasi extract de carne 50ml s-au trecut prin coloana B, eluarea fiind
facutd cu 270ml solutie tampon. Rezultatele sunt trecute tot in tabelul 9.1 si sunt
reprezentate in graficul din fig.9.2.
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reprezentate in graficul din fig.9.2.

Determinarea continutului de proteine din esantioane s-a facut in ambele
cazuri, ca §i la toate celelalte teste cromatografice, prin metoda Gornall.

Tab.9.1. Fractionarea extractului de carne pe coloane de SEPHADEX G200

Numaérul Volumul Determinarea proteinelor prin metoda Gornall
esantionului esantionului Dilutia probei Absorbanta la Conc. in
A=540nm proteinc mg/l
PROBA 1, COLOANA A
1. 0,018 214.86
2. 0,058 711,14
3. 0,064 779,20
4. 0,057 695.04
5. 0,055 664.10
6. 0,054 660.40
7. 0,071 860,90
8. 0,060 729.70
9. 10 2 0,044 532.92
10. 0,041 498.26
11. 0,042 509.40
12. 0,031 368.32
13. 0,029 347,28
14. 0,027 325,00
15. 0,021 245,80
PROBA 2, COLOANA B
1. 0,005 22,03
2. 20 - 0,007 38,12
3. 0,018 105,07
4. 0,027 325,00
5. 0,035 420,30
6. 0,046 556,44
7. 0,046 556.44
8. 0,047 571.28
9. 10 2 0,042 513,12
10. 0,040 483,42
11. 0,030 364,60
12. 0,033 399,26
13, 0,020 230,94
14. 0,021 242,08
15. 0,016 187,62
16. 0,016 180,19
17. 0,012 131,93
18. 0,028 166,36
19. 0,020 120,36
20. B 0,015 86,39
21. 0,005 22,65
22, 0,003 10,89
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Fig.9. IFractionarea extractului de carne pe SEPHADEX (5200,
coloana A(® 3,3cm, H=21,5cm)
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Fig.9.2Fractionarea extractului de carne pe SEPHADEX (G200.
coloana B (@ 3,3cm, H=11,5cm)
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La ambele trecen prin coloana se constatd doud varfuri de concentratie, ceea
ce ar putea sa fie o confirmare a faptului ca extractele de carne contin molecule mari
de globuline si mai mici de albumine. Nu existd o separare netd intre categoriile de
malocule mari si cele mai mici.

b) Fractionarea precipitatelor obtinute la salifierea extractelor de carne

Pentru studiul solutiilor obtinute prin redizolvarea precipitatelor formate la
salifierea extractelor de camne s-au folosit coloana B si 50ml extract de carne cu
continut initial de 1253,96mg/l proteine. In urma redizolvarii precipitatelor de la
salifiere §1 centrifugarea solutiilor opalescente rezultate s-au obtinut compozitiile
redate in tab.9.2.
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Tab.9.2. Compozitia unor solutii de la salifiere supuse fractiondrii prin
cromatografie pe gel permeabil

Saturatia sulfatului de | Volumul de apa in care Proteine Amoniu
amoniu s-a redizolvat mg/1 mg/1
precipitatul
30% 80 181,68 2.130
60% 68 536.49 6.135
90% 90 246,04 23.110

Au fost trecuti prin coloana, pe rand, 36ml solutie rezultatd la redizolvarea
precipitatului de la 30% saturatie, 24ml de la 60% saturatie si 40ml de la 90%
saturatie.

Dupa fiecare solutie eluarea s-a facut cu cate 100ml si in final cu 160ml
solutie tampon. Probele de la baza coloanei au fost recoltate din 10 in 10ml
Rezultatele sunt redate in tab.9.3 si reprezentate in graficele din fig.9.3 s1 9.4.

Tab.9.3. Fractionarea prin cromatografie pe gel permeabil SEPHADEX G200 a
proteinelor separate prin salifiere din extract de carne

Nr. Saturatia Volumul Determinarea proteinelor prin metoda
esantion esantionului Gornall
ml Absorbanta la Concentratia in
A=540nm proteine mg/1
1. 0.000 0,000
2. 0,000 0,000
3. 0,000 0,000
4. 0.001 0.000
5. 0.003 12.129
6. 30% 10 0,000 0.000
7. 0,002 4.084
8. 0,003 9.034
9. 0,000 0,000
10. 0,004 20,173
11. 0,000 0.000
1. 0,000 0,000
2. 0,000 0,000
3. 0,003 9,653
4. 0,012 70,916
5. 0,013 74.010
6. 60% 10 0,012 70,914
7. 0,016 90,718
8. 0,016 93.812
9. 0,013 71.535
10. 0,024 142,080
11. 0,013 77.104
12. 0.000 0,000
13. 0,001 2,227
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Fig.9.3. Fractionarea proteinelor separate din extract de carne prin salifiere la 30%
saturatie, pe coloana B de SEPHADEX G200 (® 3,3cm, H- 11,5cm)
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Fig.9.4. Fractionarea proteinelor separate din extract de carne prin salifiere la 60%
saturatie, pe coloana B de SEPHADEX G200 (® 3,3cm, H-11,5cm)
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Probele de la 90% saturatie nu au fost analizate dupd separarea
cromatografica, ele devenind opalescente. Determinarea concentratie ionului amoniu
insd, din ultima fractiune de 10ml a dus la un rezultat de 7630mg/l ceea ce inseamna
o scadere de 67%fata de concentratia initiala.

Proteinele separate la 30% saturatie prezintd doud maxime mai mici $i unul
mai pronuntat la timpi de elutie mai mari. Prin comparare cu rezultatele
electroforezei (tab.8.4), interpretarea potrivit careia primele maxime ar corespunde
globulinelor cu molecule mai mari §i prezente in concentratii mai mici iar maxima a
treia ar corespunde albuminelor cu molecule mai mici dar prezente in concentratii
mai mari este justificata.

in cazul proteinelor separate la 60% saturatie apare un maxim foarte
pronuntat la timpul de retentie corespunzator maximului atribuit mai {inainte
albuminelor, ceea ce este in concordantd si cu rezultatul electroforezei. Un maxim
mai putin pronuntat precum §i celelalte valon, aproape constante trebuie atribuite
diferitelor proteine globulare.

Pentru a verifica ipoteza anterioara potrivit careia maximul inregistrat la
extractele de carne se datoreste prezentei albuminelor, pe aceeasi coloanda st in
aceleasi conditii s-au trecut 50ml solutie cu un continut de 1000mg/1 albumina serica
bovina. Rezultatele sunt cuprinse in tab. 9.4 si sunt reprezentate in graficul din
fig.9.5.
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Tab.9.4. Cromatografia pe gel permeabil SEPHADEX (3200 a albuminei serice

bovine
Numarul Volumul Determinarea proteinelor prin metoda Gornall
esantionului esantionului Dilutia probei Absorbanta la Concentrafia in
A=540nm proteine mg/l

1. - 0.000 0.000
2. - 0.000 0.000
3. 5 - 0,000 0.000
4. - 0.000 0.000
5. - 0,000 0.000
6. - 0,000 0.000
7. - 0.000 0.000
8. - 0.001 0.990
9. - 0,004 15,842
10. - 0.002 5,322
11. - 0,007 35.025
12. - 0,009 51.733
13. - 0.016 90.099
14. - 0.018 107,430
15. - 0,032 190.350
16. - 0.044 263.370
17. - 0.030 179.830
18. 5 - 0.029 170,540
19. - 0,016 92,574
20. - 0.035 212,000
21. - 0,022 131,560
22. - 0.019 111.760
23. - 0.013 71,535
24. - 0,015 84.530
25. - 0,023 134,030
26. - 0,000 0,000
27. - 0,000 0,000
28. - 0,000 0,000
29. - 0.000 0.000

Se constatd existenta unui maxim in acelasi domeniu in care s-au inregistrat sl
maximele cele mai pregnante in cromatogramele precipitatelor de la salifiere. Se mai
constatd un maxim, mai intens, la 80ml ( esantion 16 ) acesta fiind atribuit albuminei
serice bovine dimer. Astfel se confirmé prezenta albuminei in precipitate, mai intens
in cazul salifierii la 60% saturatie §i mai putin intens la 30% saturatie. Maximele mai
mici, inregistrate la 80mi (esantion 16) in ambele probe de extract de carne (fig. 9.3
si fig.9.4), se dovedesc, prin comparare cu diagrama corespunzitoare albuminei
serice bovine (fig 9.5), a fi corespunzatoare tot unor albumine,cu molecule mai mari.

Confirmarea va putea fi data cu certitudine de determinarile de mase moleculare.
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Fig.9.5 Cromatografia albumunei serice bovine pe coloana B de SELPHADEX (&
3,3cm, 11,5¢m)
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¢) Cromatografierea pe gel permeabil a fractiunilor obtinute prin salifierea
apelor uzate reale

Apele uzate puternic incarcate recoltate din fluxul tehnologic, de exemplu de
la faza de fierbere, chiar dupa separarea grasimilor §i decantarea solidelor urmata de
filtrare si centrifugare, contin impurificatori care nu permit trecerea peste coloana
cromatograficd de gel permeabil fara pericolul colmatdni si distrugerin gelului. Din
aceastd cauzi s-a optat de la inceput pentru cromatografierea fractiunilor obtinute la
salifiere si nu a apei brute. S-a folosit coloana B, ®3.3cm, H=11,5cm de
SEPHADEX G200 iar apa uzata a fost recoltati de la fierbere organe §i a continut
4735,2 mg/l proteine, 248mg/l NH4" si 326mg/l CI' la pH=5,87. S-au trecut prin
coloanid 30ml din solutia rezultata la redizolvarea precipitatului la salifierea la 60%
saturatie. Rezultatele sunt cuprinse in tab.9.5 si sunt reprezentate in graficul din
fig.9.6.
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Tab9.5 Fractionarea prin cromatografie pe gel permeabil SEPHADEX G200 a

proteinelor separate

prin salifire la 60% saturatie din apele uzate reale

Numarul Saturafia Volumul fractiunii Determinarea proteinclor prin metoda
fractiunii Gornall
Absorbania la Conccentratia
A=540nm mg/l

1. 0.000 0,000

2. 0.000 0.000

3. 0,000 0.000

4. 0.003 10.891

5 0,004 17,698

6. 0,000 0.000

7. 60% 10 0,004 19,554

8. 0.005 23886

9. 0,004 19.554

10. 0,007 36,262

11. 0,003 10.272

12. 0,000 0.000

13. 0,000 0,000

14. 0,000 0,000

Fig.9.6 Fractionarea proteinelor separate din ape uzate prin salifiere la 60%
saturatie pe coloana B de SEPHADEX (@ 3,3cm, 11,5¢cm)
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Se constata existenta a doud domenii §i anume acela al esantioanelor 4-5 si al
esantioanelor 7-11. Comparadnd cu probele anterioare, in special cu proba de
albumind sericd bovinda, maximele esantioanelor indica prezenta unor albumine cu
molecule mici, in concentratii mari.

Domeniul esantioanelor 4-5 corespunde unor molecule mai mari, probabil
globuline, prezente in cantitati mici.

Un al doilea test s-a efectuat cu 30ml dintr-o solutie rezultata la redizolvarea
precipitatului de la salifierea la 90% saturatie a aceleiasi ape uzate. S-a folosit tot
coloana B de SEPHADEX G200 si rezultatele sunt cuprinse in tab.9.6 si graficul din

fig.9.7.
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Tab.9.6. Fractionarea prin gelcromatografie pe SEPHADLEX (200 a proteinelor
separate prin salifiere la 90% saturatie din apele uzate

Numarul Saturatia Volumul fractiunii Determinarea protcinelor prin metoda
fractiuniti Gornall
Absorbania la Concentratia

A=540nm mg/1
1. 0,000 0.000
2. 0,000 0.000
3. 0.000 0.000
4. 0.002 3.465
5. 0,000 0,000
6. 0,002 9.035
7. 0,000 0.000
8. 0,000 0,000
9. 0,000 0.000
10. 0,005 25.743
11. 0.020 0.000
12. 0.001 2,228
13. 0% 10 0.000 0.000
14. 0,001 0371
15. 0,000 0,000
16. 0,002 5,940
17. 0,000 0,000
18. 0,002 7.797
19. 0,000 0,000
20. 0,000 0,000
21 0.000 0.000
22, 0,000 0,000
23. 0,000 0,000

Fig.9.7. Fractionarea proteinelor separate din ape uzate prin salifiere la 90%
saturatie pe coloana de SEPHADEX G200 (@ 3,3cm, H=11,5cm)
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inregistrat la volum de elutie identic cu volumul la care s-a inregistrat maximul
pentru albumina sericd bovina. Acest maxim se poate identifica cu albuminele.
Moleculele mai mari, probabil globuline, sunt responsabile pentru picurile mai mici
de la inceputul cromatogramei iar picurile finale mici sunt probabil produse de
molecule mici de proteine greu precipitabile care in proba de 60% saturatie nu au
aparut.

Rezultatele au fost verificate prin electroforeza acelorasi probe. Rezultatele
sunt cuprinse in tab.9.7.

Tab.9.7. Compozitia procentuala a proteinelor precipitate prin salifiere, determinatd
prin electroforeza

FELUL PROTEINE] UM. GRADUL DE SATURATIE AL AGENTULUI DE
SALIFIERE
60% 90%

Globuline

- 2 2

< 8 6

-8 7% 14 14

& 10 24
Albumina 66 >4

Concentratiile de 66% si 54% albumine confirméd rezultatele cromatografiei
pe gel permeabil reprezentate prin maximele de la volumul de elutie 100ml.
Concentratiile mai mici de globuline inregistrate la electroforeza sunt regasite in
picurile mai mici la timpi de retentie mai scazuti.

Aceeasi apd uzatd, prin precipitare la punctul izoelectric (pH=3,88), fara
salifiere, a produs un amestec de proteine de compozitie asemanatoare: albumine
55%, globuline a; 3%, a2 7%, B 20% s1 y15%.

Din cauzi ca apa uzatd invechitid s-a comportat diferit la salifiere, au fost
supuse cromatografiel pe gel permeabil produsele rezultate la salifierea el
Precipitatele rezultate la salifiere, reluate cu 50ml apa au continut 429,97mg/l
proteine la 30% saturatie, 1190,1mg/l la 60% saturatie §i 564,11mg/l la 90%
saturatie. S-au supus cromatografiei pe gel permeabil cate 25ml solutie.

Deoarece metoda se oferd si ca o modalitate de eliminare a ionilor amoniu
ramasi in urma salifieni, a fost urmaritd si concentratia ionilor amoniu. Rezultatele
sunt cuprinse in tab.9.8 si sunt redate in graficele din fig.9.8, 9.9, 9.10.
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Tab.9.8 Fractionarea prin cromatografie pe gel permeabil SEPHADEX G200 a
proteinelor separate prin salifiere din ape uzate reale invechite

SATURATIE 30% SATURATIE 60% SATURATIE 90%
E E E

§| x| § 2 | 5 |=|8 @ | 5 (=|8§ E
Elg|E| | 5 |2 2|8]lwl 5 | 5|85 3
[ < Qo [ ] =} - o3 [<]
Z | & 5 g l1Z2|4 g g 124 § £
1 0000 | 1. 0000 | L

2 0000 | 2 27| 0000 |2

3. 0000 | 3. 0000 | 3.

4 0000 | 4. 103710 | 4 167 | 61634
5. 0000 | 5. 20500 | 5. 2759
6. 306 | 31931 { 6 1080 | 249750 | 6. 3935
7. 4978 | 5743 | 7. 238000 | 7. 43688
8. 5530 | 170M [ 8. 1513 | 26020 | 8. 393%
9 0000 | 9. 26950 | 9. 390 | 41832
10, 0000 | 10. 310400 | 10. 16,163
1L 0000 | 11. 2165 | 39780 | 1L 48020
7 e oo iz 19| %0 12 | 2| P en | men
B. TA3 | 13366 | 3. 248510 | I3, 25,124
14 3416 | 14, 25000 | 14. 26,361
15 9653 | I5. 2056 | 186630 | 15, 5% | 11510
16. 8548 | 12748 | 16, 118560 | 16. 0,000
17, 228 [ 17, 87000 | 17. 0000
18. 0000 § 18 1850 | 123510 18. 0000
19. 0000 | 19, 61630 | 19. 0,000
2, 3586 | 0000 | 20. 30690 | 20. 0,000
21 0000 | 21. 0000 |21 0000
j7) 388 | 0000 | 2 193 | 0000 | 2 B | 0000

Fig 9.8. Fractionarea prin cromatografie pe gel permeabil a proteinelor separate prin
salifierea la 30% a apelor uzate invechite pe SEPHADEX G200, coloana @ 3,3cm, H=11,5cm
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Fig.9.9. Fractionarea prin cromatografie pe gel permeabil a proteinelor separate
prin salifiere la 60% a apelor uzate invechite pe SEPHADEX (G200, coloand @
3,3cm, H=11,5cm
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Fig.9.10. Fractionarea prin cromatografie pe gel permeabil a proteinelor separate
prin salifiere la 90% a apelor uzate invechite pe SEPHADEX G200, coloana @
3,3cm, H=11,5cm

mg ] amoniu
mg/l proteine

800
700
600
500 X -
400 CHA e
300 T H
‘ 200
100 . =2
0 2 EEH N g g gy g gl T

" 0 i 2 3 4 S 6 7 & 9 10 11 12 13 14 153 16 17 18 19 20 21 22 23 24
nr.esantion X 10ml

e

8. §

1T
T
1

) WA

I.

CH

| s

|—@—PROTEINE —#=—AMONIU |

Asa cum s-a intdmplat la salifiere, apa uzati care a stat netratatd se comporta
la trecerea peste SEPHADEX complet diferit de apa proaspdti. Separarea pe
fractiuni nu este netd, inregistrandu-se un ugor maxim in domeniul albuminelor la
saturatia de 60% s§i 90%. Repartizarea practic continui, fard separarea netd a
fractiunilor poate fi urmare a scindarii in timp a moleculelor mari.

Variatia concentratiei ionului amoniu care are aceeasi alura in toate cele trei
cazuri, indica posibilitatea eliminarii amoniului prin cromatografie pe gel permeabil.
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9.2. Separarea ionului amoniu prin gelcromatografie

9.2.1.Separarea ionului amoniu pe SEPHADEX (G200 ’
Posibilitatea separarii ionului amoniu a fost testatd pe un extract de carne care
la salifiere la 30% saturatie si reluarea precipitatului in 70ml apa, a dus la o solutie cu
590,72mg/l proteine si 6788,0mg/l amoniu. Rezultatul trecerii prin coloana B de
SEPHADEX G200 este redat in tab.9.9 st graficul din fig.9.11.

Precipitatul rezultat la salifierea la saturatia de 60% reluat cu 70ml apa a
continut 201,49mg/1 proteine $i 634mg/l ioni amoniu. Rezultatul treceni prin coloana
B de SEPHADEX G200 este redat 1n tab.9.10 si graficul din fig.9.12.

Tab.9.9 Fractionarea §i purificarea de ionul amoniu pe SEPHADEX G200 a
proteinelor separate prin salifiere la 30% saturatie

Nr. esantion Saturatia la Mairimea Determinarea proteinelor Concentratia
salifiere esantionului Absorbania la Concentratia de ionilor amoniu
ml A=540nm proteine (mg/l) mg/|
1. 0,003 9,653 0,051
2. 0,004 15,842 1,104
3. 0,006 28,837 3.720
4. 0.020 117,950 3.910
S. 0,024 142,700 9,310
6. 0,043 260.270 29.460
7. 0,040 244,180 127.600
8. 0,027 158,170
9. 0,019 114,280 113.800
10. 0,041 249,750
11. 0,039 234,280 365,800
12. 0,031 184,780
13. 0,029 172.400 481,000
14. 0,021 122,900
15. 0,019 109,900 790,500
16. 0,015 84,530
17. 0,016 95,668 974,000
18. 0,019 108,660
19. 0,016 90,099
20. 0,014 83,292
21. o 0,017 98,762
22. 30% 7 0,022 131,560 857.000
23, 0,000 0,000
24, 0,000 0,000
25. 0,000 0,000
26. 0,000 0.000
27. 0,000 0,000
28. 0,000 0,000
29. 0,000 0,000
30. 0,000 0,000
31. 0,000 0,000
32. 0,000 0,000
33. 0,000 0,000
34, 0,000 0,000 70,460
35. 0,000 0,000
36. 0,000 0,000
37. 0,000 0,000 22,846
38. 0,000 0,000
39. 0,000 0,000 1,328
40. 0,000 0,000
41, 0,000 0,000
42, 0,000 0,000 0,276
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Fig.9.11. Fractionarea si purificarea de ionul amoniu pe SEPHADEX G200 a
proteinelor separate prin salifiere la 30% saturatie
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Tab.9.10 Fractionarea si purificarea de ionul amoniu pe SEPHADEX G200 a
proteinelor separate prin salifiere la 60% saturatie

Nr. Saturatia la Mairimea Determinarea proteinelor Concentratia |
esantion salifiere esantionului Absorbanta Concentraia de ionilor amoniu
ml la 2=540nm proteine mg/1
mg/1

1. 0,000 0,000 4,896
2. 0,000 0,000 11,490
3. 0.006 33,787 1,280
4. 0,004 16,460 2,610
5. 0,008 43,688

6. 0,013 74,010

7. 0,017 97,525

8. 0,018 104,950 24,200
9. 0,014 78,960

10. 0,013 71,535

11. 0,008 43,688

12. 0,007 36,881 113,400
13. 0,004 18,936

14. 0,006 29,455

15. 60% 7 0,000 0,000 233,000
16. 0,000 0,000

17. 0,005 24,505

18. 0,000 0,000

19. 0,000 0,000 217,000
20. 0,001 0,990

21. 0,000 0,000

22. 0,006 28,837

23. 0,000 0,000 208,020
24. 0,000 0,000

25. 0,000 0,000

26. 0,000 0,000

27. 0,000 0,000

28. 0,000 0,000

29. 0,000 0,000 10,020
30. 0,000 0,000 0,080
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Fig. 9.12. Fractionarea si purificarea de ionul amoniu pe SEPHADIEX (G200 a
proteinelor separate prin salifiere la 60% saturatie
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In privinta proteinelor, la 30% saturatie se constati o aluri aseminatoare a
curbei ca la probele anterioare dar cu picurile mai putin pronuntate i deplasate spre
timpii de retentie mai scazuti (molecule mai mari). La 60% saturatie se géseste picul
aferent albuminelor dar $i mai pronuntat cel atribuit albuminei dimere. Curba pentru
ionul amoniu prezinta in ambele cazun cate un maxim foarte pronuntat, decalat fatd
de maximul inregistrat pentru proteina, ceea ce permite separarea unora din fractiile
proteice de ionul amoniu.

9.2.2. Separarea ionului amoniu pe SEPHADEX G25

Din cauzd cad separarea nu a fost totusi foarte neta, s-a trecut la eliminarea
ionului amoniu pe o coloanda de SEPHADEX G25 care este destinat fractionarii
proteinelor cu mase moleculare mici, cuprinse intre 1000 si 5000 daltoni.

Caracteristicile gelului ales sunt:

— retinerea apei (water regain), w, = 2,5 + 2g/g

— diametrul particulelor uscate: 50 - 120u

— volumul de strat de gel uscat: 4-6ml.

REACTIVI SI MATERIALE
- SEPHADEX G25
- solutie tampon de pH 4,7

- coloana cromatografica C, cu diametrul interior de 1,3cm, inaltimea
stratului de 40,0cm si volumul stratului V; = 60,7cm’.
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MODUL DE LUCRU

Inainte de utilizare, SEPHADEX -ul a fost gonflat in solutie tampon de pH =
4,7 timp de 72 ore, intr-un raport corespunzator caracteristicii de retinere a apel, iar
coloana formata a fost spalata cu acelasi fel de solutie tampon.

a) Etalonarea coloanei cromatografice pentru retinerea ionului amoniu

Peste coloana C s-au trecut 20ml solutie 1% (NH4),SO4 si s-a eluat cu tampon
acetat de pH = 4,7. S-au obtinut rezultatele din tab.9.11 si graficul din fig.9.13.

Tab.9.11 Retinerea ionului amoniu pe coloana de SEPHADEX (25

Nr. crt. Mirimea probei Concentratia NH,,"
ml mg/l
1. 6.4
2. 5.3
3. 4.4
4. 3.7
5. 5.0
6. 4.7
7. 5.3
8. 3.0
9. 5 3,7
10. 27,0
11. 650
12, 3720
13. 3500
14, 3695
15. 2457
16. 2316
17. 1434
18. 552

Se constati ca ionii amoniu sunt retinuti in gel pana la proba nr.10 inclusiv.

Fig.9.13. Etalonarea coloanei cromatografice pentru retinerea ionului amoniu
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b) Separarea ionului amoniu pe coloana de SEPHADEX G25

S-au supus separdrii Sml dintr-o solutie cu continut de 639mg/l proteine si
6.788mg/1 ioni amoniu, rezultatd la redizolvarea precipitatului obtinut la salifierea cu
sulfat de amoniu la saturatie de 30%. S-au obtinut rezultatele din tab.9.12, redate in
graficul din fig.9.14.

Tab.9.12. Separarea ionului amoniu din precipitatul redizolvat de la salifierea la
30% saturatie

Nr. Marime Proteine Amoniu NH,'
esantion ml mg/1 mg/l
1. 0 0
2. 0 0
3. 40,594 0
4. 0 0
5. 0 0
6. 0 0
7. 0 0
8. 0 0
9, 0 0
10. 43,688 0
11. 105.57 0
12. 3 64,109 0
13. 70,297 0
14. 0 0
15. 18,936 0
16. 0 8.5
17. 0 33.0
18. 0 61.3
19. 0 99.2
20. 0 116.2
21. 0 125.0
22. 0 104,1
23. 0 73.3

Fig.9.14. Separarea ionului amoniu din precipitatul redizolvat de la salifierea la 308
saturatie, pe coloand SEPHADEX G25, @2,2cm, H = 16,2 cm
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Rezultd ca@ timpii de elutie respectiv volumele de retentie pentru proteine si
pentru ionul amoniu sunt complet diferiti, ceea ce face separarea posibila.
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9.3. Determinarea masei moleculare a proteinelor
precipitate din apele uzate

Masele moleculare sunt o caracteristica esentiala a proteinelor si cunoasterea
lor permite o mai precisa identificare a naturii proteinelor separate din apele uzate.

Studiul din literaturd al metodelor de determinare a masei moleculare a aratat
cd metoda prin cromatografie pe gel permeabil prezintd avantajul ca nu necesitd ca
proteina sa fie purd i permite determinan si in extracte totale asa cum este si cazul
proteinelor extrase din apele uzate. Metoda se bazeaza pe corelatia liniard dintre
logaritmul masei moleculare a proteinelor §i volumul de elutie sau dintre logaritmul
masei moleculare §i raportul V./V, dintre volumul de elutie i volumul spatiului gol
al coloanei cromatografice gasita de Whitaker.

Raportul V./V,, denumit $i volumul relativ de elutie pare sa fie, potrivit
autorilor metodei, independent de concentratia proteinei aplicate pe coloand si de
dimensiunile coloanei, dar este afectat de variatiile de temperatura.

Etalonarea coloanei cromatografice constd din determinarea volumelor de
elutie a unor proteine pure de masd moleculara cunoscuta. Dupé etalonare, volumele
de elutie pentru proteinele studiate se trec pe curba etalon si se citesc logaritmii
maselor moleculare. Andrews si Fischer [100,101,102] au obtinut o curba sigmoidala
la reprezentarea grafica a volumelor de elutie in functie de logaritmii maselor lor
moleculare, cu portiunea centrald dreaptd. Precizia determinani, citatd in literatura,
este de 93%.

MODUL DE LUCRU
9.3.1. Prepararea coloanei pentru determinarea masei moleculare

REACTIVI S1 MATERIALE

- SEPHADEX G200, a fost ales SEPHADEX G200 ca gel pentru
constituirea coloanei deoarece se preteaza pentru intregul domeniu de
mase moleculare care se prevdd sd se gaseasca in amestecul de proteine
separat din apele uzate. S-a lucrat cu 15g SEPHADEX;

- solutie tampon de pH 4,7,

- coloana cromatografica D, cu diametrul interior de 2,7cm, indltimea
stratului de 66,0cm si volumul stratului V, = 377, 7cm’.

Inainte de utilizare, SEPHADEX -ul a fost gonflat in solutie tampon de pH =
4,7 timp de 72 ore, intr-un raport corespunzétor caracteristicii de retinere a apet, iar
coloana formata a fost spalata cu acelasi fel de solutie tampon.
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9.3.2. Etalonarea coloanei

Etalonarea s-a realizat prin introducerea in capatul superior al coloanei a Sml
amestec format din 1ml Blue dextran (masa molecularda M = 2000000 daltoni), 6,4g
ureazd (M = 470000 - 510000 daltoni), 27,8mg albumini sericd bovina care a
continut st dimer (M = 65000 — 70000 1 135000 daltoni), 1mg glucagon ( M = 3.500
daltoni) s1 5,7mg K,CrO4 (M = 155,1 daltoni) in tampon de pH = 4,7,

Aplicarea amestecului s-a facut cu ajutorul unei seringi, cu grija pentru a nu
introduce aer in coloana de gel s a nu perturba suprafata uniforma a acesteia.

Eluarea s-a facut cu solutie tampon cu un debit de S4ml/ord. S-au recoltat
fracttuni de cite 3ml fiecare; in fractiuni s-au dozat componentele proteice prin
metoda Lowry, cu citire la 660nm, iar pentru cromat si Blue-dextran, s-au citit
absorbantele la 440nm §i respectiv 625nm.

Rezultatele sunt cuprinse in tab.9.13 si sunt reprezentate in graficul din
fig.9.15.

Corespondenta maximelor cu substantele standard este redata in tab.9.14.

in graficul din fig.9.15 este reprezentat numarul de fractiuni corespunzator
maximelor de mai sus functie de logaritmul maselor moleculare. Punctele corespund
de la stinga la dreapta la K;CrO,, glucagon, albumind sericdi bovina, dimerul
albuminei serice bovine, ureaza si Blue dextran.

Cunoscand volumul de elutie pentru Blue dextran, care nu este retinut de gel,
se poate obtine volumul spatiului gol al coloanei care a fost V, = 123ml.

Volumul gelului din strat Vy definit prin relatia :
Vi=Vi-V, 9.1)
Vx=2147 ml
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Tab. 9.13. Eluarea substantelor etalon de pe coloana SEPHADEX (G200

Nr. crt. | Mirimea [Absorbanta] Nr. crt. | Mdrimea | Proteine | Nr.crt. [Marimea|Absorbanta
fractiune| fractiunii | BLUE |fractiune| fractiunn mg/l fractiune |fractiunii) cromat
ml  [DEXTRAN ml ml x10°
x10° =440 nm
A=625 nm
23-32 3 0 23-57 3 0 120 3 9
33 3 1 58 3 14,6 121 3 14
34 3 2 S9 3 19,5 122 3 14
35 3 2 60-67 3 0 123 3 18
36 3 3 68 3 9,6 124 3 22
37 3 7 69 3 43,7 125 3 29
38 3 12 70 3 17,1 126 3 35
39 3 22 71 3 74,3 127 3 43
40 3 30 72 3 30,1 128 3 48
41 3 32 73 3 33,8 129 3 53
42 3 31 74 3 39,7 130 3 60
43 3 26 75 3 45,0 131 3 70
44 3 19 76 3 51,1 132 3 76
45 3 16 77 3 86,4 133 3 85
46 3 12 78 3 69,0 134 3 98
47 3 12 79 3 67,8 135 3 103
48 3 10 80 3 67.8 136 3 116
49 3 8 81 3 56,0 137 3 112
50 3 7 82 3 52,3 138 3 124
51 3 7 83 3 37,5 139 3 124
52 3 6 84 3 26,4 140 3 119
53 3 5 85-106 3 0 141 3 110
54 3 0 107 3 33,2 142 3 109
108 3 38,0 143 3 97
109 3 43,1 144 3 91
110 3 46,7 145 3 77
111 3 38,1 146 3 69
112-125 3 0 147 3 55
148 3 49
149 3 39
150 3 32
151 3 23
152 3 19
153 3 0
154 3 0

Tab. 9.14. Etalonarea coloanei cromatografice pe gel permeabil pentru
determinarea masei moleculare; corespondenta maximelor cu substantele standard

Fractiunea Substanta standard Volumul de elutie
V. ml
41 Blue Dextran 41 x3=123
59 Ureazi 59x3=177
71 Albumini serici bovini dimer 71x3 =213
77 Albumina sericd bovini 77 x 3 =231
110 Glucagon 110 x 3 =330
139 Cromat 139 x 3 =417
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Fig. 9.15. Eluarea substantelor etalon de pe coloana SEPHADEX (200,

D2 7¢cm, H 66¢m

g/l prateine
absarbarta x 10 budexdran si
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9.3.3. Determinarea maselor moleculare ale proteinelor separate
din apele uzate

REACTIVI SI MATERIALE
- solutie de lucru obtinutd prin redizolvarea in S0 ml apa distilata a
precipitatului de la salifiere;

- solutie de cromat de potasiu;
- coloana de gel permeabil SEPHADEX G200 (coloana D).

MODUL DE LUCRU
a) Masele moleculare ale proteinelor separate dintr-un extract de carne
salifiat la 30% saturatie

Dupa spalarea coloanei cu solutie tampon, solutia rezultata prin redizolvarea
precipitatului de la salifiere a fost trecuta prin coloana cromatografica (D), impreuna
cu Iml K,;CrO4 dizolvat in aceeasi solutie, cu rolul de a indica sfarsitul
cromatografiei.

Viteza de eluare a fost de 54 ml/ora. Fractiunile colectate au fost de cate 3 ml.

Proteinele au fost dozate prin metoda Lowry cu citire la 660 nm. Absorbanta
cromatului s-a citit la 440 nm.

REZULTATE SI DISCUTII
Rezultatele sunt cuprinse in tab. 9.15. si graficul din fig. 9.17.
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Tab. 9.15. Determinarea maselor moleculare ale proteinelor din extractul de carne,
separate la 30% saturatie

Nr.crt. | Marimea PROTEINE Nr. crt. Mirimea CROMAT
fractiune fracéxﬂumn Absorban(a | Concentrafia fractiune frac;g;mu Absslr(t;?nta
la 660 nm mg/] la 440 nm
1-3 0 0 96 3
4 0,098 39.9 97 4
5 0,024 9.6 98 5
6 0.047 18,9 99 6
7 0.054 22,0 100 9
8 0 0 101 11
9 0,037 14,6 102 11
10 0,013 59 103 12
11 0 0 104 12
12 0,011 4,7 105 13
13 0,037 14.6 106 15
14 0,033 13,9 107 17
15 0.061 24,5 108 20
16 0,041 16,5 109 25
17 0,034 14,0 110 30
18-20 0 0 111 33
21 0,001 04 112 36
22 3 0,003 1,6 113 3 42
23-24 0 0 114 46
25 0,056 22.6 115 49
26-45 0 0 116 54
46 0,022 9.0 117 58
47 0,027 10,9 118 62
48-55 0 0 119 67
56 0,078 27,6 120 74
57-64 0 0 121 80
65 0,019 7,8 122 83
66-69 0 0 123 86
70 0,171 68,4 124 87
71-130 0 0 125 89
126 89
127 86
123 82
129 77
130 73
131 68

Prin comparare cu diagrama de eluare a substantelor etalon (Fig. 9.15.) si prin
citire de pe diagrama din fig. 9.16 rezultd urmatoarele:

— cel mai pregnant maxim se inregistreaza la fractiunea 70 care corespunde
domeniului albuminei si masei moleculare 160000 daltoni;

~ doud picuri mai mici, fractiunile 56 si 47 corespund domeniului unor
molecule mai mari, mase moleculare 380000-1250000 daltoni;

— picurile din domeniul fractiunilor 4-25 corespund unor molecule foarte
mari sau conglomerate care nu sunt retinute pe gel.
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Fig.9.17. Determinarea maselor moleculare ale proteinelor din extractul de
carne separate la 30% saturatie pe SEPHADEX G200 (@ 2,7cm, H- 66¢m)
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Aceste rezultate sunt in concordanta cu rezultatele electroforezei (Tab. 8.4)
care indica un continut ridicat de albumine i unul mai mic de diferite globuline si cu
interpretarea modului in care a decurs salifierea §i anume ca la 30% saturatie a
agentului de salifiere are loc §i precipitarea moleculelor mari, mai usor precipitabile.

b) Masele moleculare ale proteinelor separate dintr-un extract de carne
salifiat la 60% saturatie.

Materialele si substantele utilizate, precum si modul de lucru au fost identice
cu cele descrise la punctul a.

Solutia rezultatd prin redizolvarea in 50 ml a precipitatului de la salifiere a
fost trecutd prin coloana D, impreuna cu 1ml K,CrO4 dizolvat in aceeasi solutie.

Proteinele au fost dozate prin metoda Lowry cu citire la 660 nm iar extinctia
cromatului s-a citit la 440 nm.

REZULTATE SI DISCUTII
Rezultatele sunt cuprinse in tab. 9.16 si graficul din fig. 9.18.
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Tab. 9.16. Determinarea maselor moleculare ale proteinelor din extractul de carne,

separate la 60% saturatie

Nr. Crt. | Mérimea PROTEINE Nr. Crt. Mirimea; CROMAT
Fractiune ﬂ'acrilﬂunu Absorbania | Concentratia Fractiune fracz,ilunu Abs;)lrg?n;a
la 660 nm mg/1 la 540 nm
1-9 0 0 97 8
10 0,041 16,5 98 28
11 0,069 28,2 99 20
12 0,095 38,7 100 19
13 0,159 60.4 101 22
14 0,057 23,3 102 26
15 0,128 51,7 103 24
16 0,080 32,5 104 25
17 0,166 * 133,4 105 22
18 0,182 70,3 106 22
19 0,117 46,8 107 26
20 0,039 15,8 108 22
21 0,079 31,9 109 24
22 0,174 69,7 110 24
23 0,072 28.8 111 21
24 0,051 20,2 112 25
25 0,141 56,7 113 22
26 0,053 214 114 25
27 0,157 62,9 115 27
28 0,076 30,1 116 30
29 0,067 27,0 117 35
30 0,039 15,8 118 42
31 0,210 84,5 119 47
32 0,123 49,2 120 51
33 3 0,107 43,1 121 3 55
34 0,066 27,6 122 62
35 0,065 26,4 123 67
36 0,097 39,4 124 68
37 0,186 75,2 125 84
38 0,065 27,0 126 88
39 0,047 18,9 127 96
40 0,114 46,2 128 76
41 0,088 35,6 129 38
42 0,042 17,7 130 84
43 0,065 26,4 131 83
44 0,042 17,7 132 17
45 0,111 443
46 0,068 27,6
47 0,039 15,8
48 0,036 14,6
49 0,062 25,1
50 0,058 23,3
51 0,068 27,6
52 0,104 41,8
53 0,118 474
54 0,076 30,1
55 0,065 26,4
56 0,087 35,0
57 0,072 28,8
58 3 0,045 18,3
59 0,090 36,3
60 0,073 29,5
61 0,079 31,9
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62 0,093 375
63 0,034 14,0
64 0,147 * 116,1
65 0,153 * 1235
66 0,152 * 1229
67 0,153 * 1235
68 0.171 135,9
69 0,134 53.6
70 0,122 492
71 0,161 64.7
72 0,141 56,7
73 0,087 35,0
74 0,033 13.4
75 0,112 449
76 0,002 1,6
77 0,159% 1285
78 0,226 91,3
79 0,130% 104.9
80 0,163 66,0
81 0,151 61,0
82 0,078 31,3
83 0,099 40,0
84 0,080 32,5
85 0,038 15,8
86 0,061 24,5
87 0,041 18,9
88 0 0
89 0,002 1,6
90 0,049 18,9
91 0,062 25,1
92 0,095 38,7
93 0,098 393
94 0,128 51,7
95 0,101 41,2
9% 0,208 83,9
97 0,097 14,9
98 0,058 23,3
99 0,063 25,7
100 0,039 15,8
101 0,145 58,5
102 0,150 60.4
103 0,082 332

104-132 0 0

*Dilutie 2
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Prin comparare cu diagrama de eluare a substantelor etalon (Fig. 9.15) si prin
citire de pe diagrama din Fig. 9.16. rezultid urmitoarele:

— Exista o plaja foarte extinsa de mase moleculare, practic fiecare fractiune
intre 10-103 contindnd proteine ceea ce confirmd rezultatele fractionarii anterioare
(Fig. 9.6.).

— Fatd de un camp de valon relativ uniform, exista citeva varfuri pregnante
de concentratie si anume corespunzitor fractiunilor 64-68, 77 si 79-81, masele
moleculare sunt 199000-263000, 66100 si 45800-43700 daltoni. Dintre aceste
maxime, cele de la pozitia 79-81 si 77 se situeazd in domeniul albuminelor
(fractiunea 77 are chiar pozitia $i masa moleculari a albuminei serice bovine).

Maximele de la pozitia 64-68 corespund probabil unor proteine globulare, a
caror prezentd a fost semnalatd §i prin electroforezi (tab. 8 4.). De altfel, intregul
domeniu al fractiunilor 10-68 dovedeste prezenta unor molecule mari de globuline.

¢) Masele moleculare ale proteinelor separate din ape uzate de la abatoare
salifiate la 30% saturatie.

Solutia rezultatd prin redizolvarea in 50 ml apa a precipitatului de la salifiere
a fost trecutd prin coloana D, impreuna cu 1ml K,CrO4 dizolvat in aceeasi solutie.
Viteza de eluare a fost de 54 ml/ora. Au fost colectate fractiuni de cite 3 ml in care
proteinele au fost dozate prin metoda Lowry cu citire la 660 nm iar absorbanta
cromatului s-a citit la 440 nm.

REZULTATE SI DISCUTII
Rezultatele sunt prezentate in tab. 9.17 si fig. 9.19.

Tab. 9.17. Determinarea maselor moleculare ale proteinelor din apele uzate,
separate la 30% saturatie

Nr. crt. | Mirimea PROTEINE Nr. Crt. Mirimea CROMAT

fractiune fracrt:l;lml Absorbanta | Concentratia fract{iune fraclglunu Abs“(()lrb(;imt,a

la 660 nm mg/l la 440 nm
1-27 0 0 73 17
28 0,007 2.8 74 23
29 0,009 4.1 75 27
30 0,203 82.0 76 26
31 0,152%* 1223 77 26
32 0,225% 182,3 78 28
33 0,204* 165.6 79 28
34 0,229* 1941 80 24
35 0,204%* 166,2 81 24
36 3 0,164* 132,2 82 3 5
37 0,169* 136.,5 83 5
38 0.141* 1148 84 6
39 0,130% 105.0 85 5
40 0,130* 105,0 86 2
41 0,203* 164.4 87 0
42 0,157 64.5 88 2
43-94 0 0 89 0
95 0,027 10,9 90 0
96 0,076 30,1 91 0
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97 0.067 26,9 92 7
98 0.104 418 93 0
99 0.176 70.3 94 2
100 0.141 57.3 95 9
101 0.178 71,5 96 5
102 0.132% 106.8 97 8
103 0.198 79.6 98 8
104 0,197 79.0 99 8
105 0,147* 117,9 100 5
106 0.095 387 101 5
107 0,227+ 366.7 102 7
108 0,130%* 210,1 103 8
109 0,057 233 104 13
110 0,214%* 3475 105 14
111 0,149* 119.8 106 21
112 0,210 84,5 107 18
113 0.231 93.8 108 18
114 0,248 100,0 109 18
115 3 0,141% 113,6 110 3 88
116 0,223 90,1 111 36
117 0,138+ 1124 112 36
118 0,214 86,4 113 34
119 0,179 72.2 114 34
120 0,210 845 115 45
121 0,176 70,9 116 39
122 0,036 14,6 117 39
123 0,037 15,2 118 42
124 0,038 15,8 119 37
125 0,016 7.2 120 36
126 0,030 12,7 121 35

127-131 0 0 122 36

123 33
124 30
125 30
126 26
127 26
128 25
129 23

* Dilutie 2

** Dilufie 4

Prin comparare cu diagrama de eluare a substantelor etalon (Fig. 9.15.) si prin
citire de pe diagrama din Fig.9.16. rezulta urmatoarele:

— cel mai pregnant maxim se inregistreaza in domeniul fractiunilor 105-115
ceea ce corespunde unor proteine cu mase moleculare mici, in jur de 3500 daltoni.
Acest domeniu este insotit de un spectru mai larg de mase moleculare corespunzitor
esantioanelor 95-126, adica maselor moleculare cuprinse intre 560 si 15000 daltont;

— picurile din domeniul fractiunilor 30-42 corespund unor mase moleculare
mari ale unor molecule care nu sunt retinute pe gel,

— desi existd diferente fatda de masele moleculare inregistrate in cazul
extractelor de carne (tabelul 9.15. si figura 9.17.), se confirma concluzia ci in
conditiile salifierii la 30% pe langd moleculele cu mase moleculare mici precipita si

105

BUPT



901

LVIAOY)) ~—@— mz.\‘ﬁczmi

JWE X uonUeSa Ju

orl Ol 0Tl 011 oot 06 08 oL 09 0s or 0t 14 01

.ﬂn ,.P.,l.'tﬂ. e . \ . a v U, a ahadnd - o
: i Sabihs; tHI SEIIRNERNEREE \SRNEE T
. t : : H + T *
1 1 e t - L~ FHg-1 rpbte prert H+ P -t H f I 4 4-bE - A .
i | aNRE 1 SN _ : ! 0y
j s Rt SRS BARN N o : IRNER
+14 14 - i - W .|T‘¢ 4 A [SEAEN 4t o+t T 4 + R RaR
RO RS JTiss IR BUERE Hof- 8 : 4 B B FRRGE 4 19888
T " ! 1 i R 1 HiE N 1 I : 001
Tt ~+4 ~L — o . L, FAW i- ¢,_ h drErt bt e _,IT - Tv\ =1+ -
L4358 A SRRARRSARAERN dnad. . b e b BESTA SRSt ATRMRNARNRRRERRREGREz! ) 8, PN0E hanasansadunsasaaniy
1 Il T A N R . tﬂ i ' IS I} AN { i
At e s ﬂﬁ‘ 4 s R R ﬁ. - JEEE R PEE AA_? 4ottt -4+ 4 ESEE TR e -+ OW—
Sttt —+4 b st b ebet R + . I 13 s ﬁ.. - -4 u— W 4 -+ A4 - Li- i w Jw
AIH A 4 *.u ERE SN - Lo J#. *«_ -+ 44 + } LA T ¢
HTEREI L g ERRNRNOREYRSRRRENARNES intniiinanidunsadbasninarhisntd %-, !
i I 1 L i IR it I t | : .
- , « . : St ; 00Z
A HE A R H et A HH o H ! ]
1 A 4 t+-4- S i- o H-H HHTHHHA ~Lﬂ ARBREENS :
T INESRENE AR DARE} Sup BERSRRRRERERER JOSUAREENGRRNRADESY RSN RARERANERREEN! I NS
;ny BENESaURESHRRAARE A B O HHHE S nag T ,, 05T
' ! . t AN 1 H I H
. T + + + T
§ iy g Ly 1H - ¢4 } H Mv. ettt et bt st R E ESREEEE R ENE R NS 44 =
T sRsuEsinaandninny isnnadahiukings L‘),Mvﬂ Tttt H T llyﬁ. H T 00¢
+ + + +
s 4 SERSESRNENGRRNT N1 1A% i 4t ettt B O B
sefinabsbuupiuisuaians AT e e e e R e 1
i . - 3 1
; ! 1 1 T i I [ -~
; A 1 0§
PR NN R s 4 bbbt < T At +4
I “ ! i 1 M q HH L ;
HHAH R TR R T H T R R T R R HHH

- 00F

BWOL (] X BARGIcSqe
awaead |Aw

(wo 99=pH

‘wo £'7 @) 002D XAAVHIAS 2d ativamips 950¢ v) apdodas appzn adv ulp 10jau1a104d aip 240|nd2j0W 10]SDU DIDUILIAI(] ‘6] 6 "SI

BUPT



molecule mari. Moleculele mici au mase moleculare mai mici decdt la extracte
probabil din cauza hidrolizei in timpul fierberii in procesul tehnologic.
d) Masele moleculare ale proteinelor separate din ape uzate de la abatoare

salifiate la 60% saturatie

Substantele, materiale §i metoda au fost similare cu cele descrise la punctul a.
Solutia rezultatd prin redizolvarea in 50ml apa a precipitatului de la salifiere a fost
trecutd prin coloana D, impreunad cu K,CrO, dizolvat in aceeasi solutie. Au fost
colectate fractiuni de cite 3ml in care proteinele au fost dozate prin metoda Lowry cu
citire la 540nm iar absorbanta cromatului s-a citit la 660nm.

REZULTATE SI DISCUTII

Rezultatele sunt prezentate in tab.9.18 si fig.9.20

Tab. 9.18. Determinarea maselor moleculare ale proteinelor din apele u:zate,
separate la 60% saturatie

Nr.crt. | Mirimea PROTEINE Nr. Crt. Marimea| CROMAT
fractiune fraizlﬂmm Absorbanfa | Concentraia fractiune fracﬁ:;lml Abéf;(l;?nta
la 660 nm mg/l la 440 nm
1+-30 0.000 0,000 106 16
31 0,027 10,891 107 16
32 0,000 0.000 108 22
33 0,173 69.678 109 27
34 0,072 28.837 110 35
35 0,045 18,317 111 64
36 0,000 0,000 112 67
37 0,000 0,000 113 87
38 0,034 13,985 114 127
39+46 0,000 0.000 115 140
47 0,100 40.594 116 167
48+55 0,000 0,000 117 208
56 0,100 40.594 118 245
57 0.002 0,990 119 298
58 0,134 54,208 120 343
59 3 0,000 0,000 121 3 403
60 0,041 16,460 122 456
6166 0,000 0,000 123 514
67 0,036 14,604 124 619
68 0,000 0,000 125 665
69 0,010 4,703 126 630
70 0,000 0,000 127 569
71 0,089 36,262 128 519
72 0,019 7,797 129 461
73 0,000 0,000
74 0,178 71,535
75 0,222 89,480
76 0,148 59.777
77 0,151 61,015
78 0,054 22,030
79 0,000 0,000
80 0.010 4,703
81 0,000 0,000
82106 0,000 0,000
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Prin comparare cu diagrama de eluare a substantelor etalon (fig.9.15) si prin

citire de pe diagrama din fig.9.16 rezuitd urmatoarele:

cel mai pregnant maxim se inregistreazi in domeniul fractiunilor 71-72 si 74-77
care corespunde domeniului albuminelor (M=65000-+130000 daltoni).

mai apar maximele fractiunilor 58 si 60 care corespund unor mase moleculare
mai mari (M~500000 daltoni, globuline). Din tab.3.4 rezultd ci miozina are
aceastd masa moleculard.

un domeniu bine reprezentat este acela al fractiunilor 33-35 care corespund unor
mase moleculare foarte mari, de ordinul de marime 10° daltoni.

desi existd diferente fatd de masele moleculare inregistrate in cazul extractelor de
carne (tab.9.16 si fig.9.18), se confirmd prezenta albuminelor precum si a unor
molecule cu masd moleculard mare Prezenta unor proteine cu o gama larga de
mase moleculard, inclusiv mase moleculare mici, este explicabila prin faptul ca
este vorba de proteine reziduale din carne procesatd care a fost supusd unor
procedee mecanice ( transare, macinare i amestecare inclusiv cu ingrediente ca
NaCl) si termice (opanre, fierbere ), procese care au favorizat denaturarea si
probabil scindarea catenelor proteice.
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10. TESTAREA PROTEINELOR SEPARATE PRIN SALIFIERE
DIN APELE UZATE DE LA ABATOARE CA ADAOS LA
FURAJAREA GAINILOR OUATOARE

10.1. Pregitirea probelor de proteine

Proteinele obtinute prin salifiere la saturatie 60% a apelor uzate de la abatoare
au fost purificate inainte de testare in vederea eliminarii ionilor anorganici, in special
a 1onilor amoniu §i clor care sunt contraindicati in furajele gainilor.

Separarea s-a facut prin cromatografie pe gel permeabil, folosind
FILTRADEX RS0 produs de Institutul de Chimie Macromoleculard “Petru Poni”
Iagi. Pentru a evita introducerea unor componente diunidtoare animalelor testate,
gonflarea s-a facut cu apa distilata.

MATERIALE
- gel FITRADEX RS50; coloand cu diametrul interior de 80mm si iniltimea
stratului de gel de 18,5cm, volum total de gel V, = 1040,44cm’ (coloana E).

- solutie rezultatd prin redizolvarea precipitatului format la salifierea apei uzate la
60% saturatie;

MODUL DE LUCRU
10.1.1. Pregdtirea coloanei cromatografice

27 g FILTRADEX RS50 s-au lasat in 800 ml apd distilata timp de 72 ore
pentru gonflare, dupa care din gelul format s-a constituit coloana E. Coloana formata
s-a spalat cu apa distilata.

10.1.2. Etalonarea coloanei

in coloana E s-au introdus 50 ml solutie rezultata prin redizolvarea
precipitatului format la salifierea la 60% saturatie a apei uzate de la faza de
fierbere,cu 1776,6 mg/l proteine i 1061,8 mg/l NH, .

Eluarea s-a facut cu api distilatd. In probele recoltate la baza coloanei s-au
determinat proteinele prin metoda Gornall cu citire la 540 nm si ionul amoniu cu
reactiv Nessler cu citire la 440 nm. Rezultatele sunt cuprinse in tabelullO.1 si
graficul din figura 10.1.

in conditiile de lucru cu FILTRADEX R50 separarea ionului amoniu de
proteinele separate prin salifiere din ape uzate nu este atat de netd ca la folosirea
SEPHADEX G25 (tab. 9.12, graficul din fig.9.14). Totusi, dacd pe coloana data se
colecteaza primele 50 de fractiuni se obtine un produs cu continut redus de ioni
amoniu, dar cu pierderea evidenta de cantitati semnificative de proteine.
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Tabelul 10.1. Etalonarea coloanei de separare a ionului amoniu din precipitatul de la salifiere

Nr. crt. Continut de Nr. crt. Continut de Nr. crt. Continut de ioni
tractiune* proteine mg/l { Fractiune* proteine fractiune* amoniu
mg/l Mg/l

1-10 0 62 0.0 15 1,0
11 100,6 63 04 20 3,0
12 82,2 64 26,4 25 3,0
13 75,9 65 5,9 30 30
14 75,9 66 15,8 35 3,0
15 75,9 67 18,3 40 3,0
16 38,2 68 0,0 45 3,7
17 46,7 69 14,0 50 4,2
18 46,3 70 74,0 55 8.8
19 24,3 71 18,9 60 227
20 46,1 72 20,8 63 87,6
21 45,2 73 39,0 63 89,3
22 78,9 74 68,2 68 100,3
23 1954 75 66.4 70 101,9
24 2449 76 95,8 74 1054
25 202,5 77 140,3 75 106,6
26 201,9 78 205,1 76 1228
27 126,6 79 215,5 77 119,5
28 98,1 80 2337 78 1186
29 86,6 81 2449 79 118,1
30 84,4 82 2341 80 111,0
31 87,3 83 232,1 85 108,2
32 84,2 84 231,9 90 99,7
33 93,2 85 200,7 95 86,8
34 92,1 86 305,1 100 83,5
35 88,9 87 2184 105 65,9
36 86,4 88 206,0 110 48,3
37 92,0 89 198,1 115 40,6
38 89,0 90 157,9 120 18,4
39 874 91 146,5

40 79,4 92 123,5

41 74,9 93 1249

42 70,3 94 126,6

43 67,4 95 1272

44 66,2 96 120,4

45 674 97 78.8

46 65,3 98 73,3

47 66,7 99 97,3

48 70,9 100 1014

49 64,9 101 92,8

50 42,6 102 42,7

51 20,8 103 323

52 20,2 104 23,6

53 30,1 105 16,5

54 61,0 106 15,1

55 51,9 107 13,0

56 42,5 108 28,8

57 31,9 109 42,8

58 26,4 110 14,5

59 0,0 111 25,7

60 48,6 112 27,0

61 1,0 113-120 0,0

* volumul esantioanelor culese 10 ml
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10.1.3. Pregdtitrea probelor de proteine

Solutia de proteind rezultata prin redizolvarea precipitatului de la salifierea
apei uzate de la abatoare, cu un continut de 446 mg/l proteine si 598 mg/l NH,', s-a
trecut pe coloana E de gel FILTRADEX RS50, s-a eluat cu apa distilatd si s-a captat
prima portiune de S00 ml de eluat. Solutia astfel obtinutd s-a concentrat intr-un
rotovapor §i pe baie de apd la 35 — 40 mm col Hg (30 —45°C).

Din cauzd cé prin concentrare continutul de ioni amoniu a crescut la 16,8
mg/l, concentratul s-a trecut din nou pe coloana E de FILTRADEX si s-a eluat cu
apa distilatd. S-au captat primii 500 ml din eluat si s-a supus concentrarii prin
evaporare in vid. Dupd repetarea operatiei §i 0 noud evaporare in vid s-a obtinut o
solutie cu continut de 2702,0 mg/I proteine si 3,1 mg/l NHy", care s-a folosit ca adaus
la furajare.

Rezultatele sunt redate in tab. 10.2.

Tab. 10.2. Pregatirea probelor de proteine

NR. FAZA VOLUM CONTINUT DE CONTINUT DE IONI
CR REZULT PROTEINE AMONIU
T. AT
ml mg/| mg mg/I mg
1. | Eluare coloani 500 70,3 35,1 2,6 1,30
2. | Concentrare in 75 456.,6 34,2 16,8 1,26
vid
3. | Eluare coloana 500 64,5 322 0,4 0,20
4. | Concentrare in 74 428,5 31,7 2,6 0,19
vid
5. | Concentrare in 11 2880,2 31,6 17,7 0,19
vid
6. | Eluare coloana 500 60,3 30,1 0,1 0,05
7. | Concentrare in 73 402,1 293 0,6 0,04
vid
8. | Concentrare in 10 2702.,0 27,0 3,1 0,03
vid

In concluzie, in produsul rezultat la concentrarea celor 500 ml eluat din
coloand s-au recuperat 30,4% din proteina introdusi initial, iar cantitatea de ioni
amoniu din solutia proteicd a scdzut la 0,06% din cantitatea initiala.
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10.2. Testarea proteinelor separate din apele uzate de la
abatoare ca adaos la furajarea animalelor

Testarea a fost efectuata in colaborare cu Facultatea de Medicind Veterinara a
Universitdtii de Stiinte Agricole si Medicind Veterinard a Banatului Timisoara, in
laboratorul de nutritie al Universitatii.

MATERIALE SI METODA

Testarea s-a efectuat in sistem intensiv de exploatare pe asternut permanent
pe 4 loturi de cite 10 gdini din rasa Sussex, notate C (lotul de control) si E; E;, E;
(loturile experimentale).

Apa si nutreturile au fost administrate “ad libitum” si consumul mediu zilnic
de nutretun s-a stabilit prin diferenta intre cantitatile administrate §i resturile
colectate zilnic din hranitoare. Colectarea oualor s-a facut in cuptoare tip “capcand”.

Perioada testului a fost precedatd de 14 zile de adaptare la conditiile
experimentului care a durat 91 zile (14 sdptamani).

In hrana celor 4 loturi a fost folosit nutretul combinat 2004 P specific hranirii
géinilor pentru oud consum. Compozitia furajului combinat 2004 P si al premixului
2407 HAA care intrd in compozitia lui, livrate de firma LNB Romania, recomandata
pentru gaini oudtoare este urmatoarea:

Componenta Furaj Premix 2407 HAA
2004 P

Porumb 545 Proteina animala, faina de
Grau 120 peste, proteina vegetala,
Srot de floarea soarelui 32% 50 fosfat dicalcic, sare, piatra
Srot de soia 44% 110 de var, D- metionina, L-
Calciu 75 lizind, inhibitori fungi,
Premix 100 vitamine, premixuri
Total 1000 | minerale

Valori compozitionale UM. Minim Minim maxim
Proteinbruta

% 17,24 |48

Energie metabolizatd Kcal/kg 2755,8 | 2200
Grasime bruta % 3,56 5,0
Sare % 0,35
Sodiu % 0,15 1,3 1,8
Calciu % 372 18,0 9.0
Fosfor % 0,64 3,0
Lizina % 0,79 2,4
Metionina i cistina % 0,68 1,9

La loturile E,,E,, Ej s-a folosit acelasi tip de nutret combinat la care procentul
de proteind s-a diminuat de la 17,24% la 16,74% proteind pentru lotul E;, 16,24% la
lotul E; si 15,74% proteina la lotul E; si s-a inlocuit cu produsul rezultat din apele
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uzate de la abatoare prin salifiere si trecere peste coloana gelcromatografici pentru

indepartarea ionilor anorganici.

Conditiile experimentale sunt sintetizate in tab. 10.2.

Tab.10.3. Conditiile experimentale ale testdarii proteinelor din apele uzate ca

adaus furajer pentru oud consum

Specificare Lotul C | Lotul Lotul Lotul
E, E; E;
Numar de indivizi (gaini) 10 10 10 10
Varsta (saptdmani) 27 27 27 27
Durata preexperimentului (zile) 14 14 14 14
Durata experimentului (zile) 91 91 91 91
Consumul de nutreturi combinate 124,25 | 125,78 | 126,42 | 127,09
g/zi
Continut de proteind in nutret % 17,5 17.0 16,5 16
Aportul de proteine in N.C. g/zi 21,74 | 2138 | 20,86 | 20,33

Pentru completarea proteinelor din loturile E; E; E3 sunt necesare 0,36 g/zi,
0,88 g/zi si respectiv 1,41 g/zi proteine din apele uzate. S-au folosit probe de proteine
pregétite asa cum s-a descris la punctul 10.1.3. Nutreturile au fost umectate cu solutia
proteica de completare, dupa care au fost lasate pentru uscare la aer cu vanturare
periodica.

Au fost efectuate determinari privind starea de sandtate a gainilor la
incheierea testdrii, productivitatea in oua si calitatea acestora. Determinarile chimice,
biochimice si hematologice s-au executat prin metode uzuale [120, 121}, iar
rezultatele au fost prelucrate statistic prin metoda Student cu P = 95% [122].

MODUL DE LUCRU [123, 124, 125]

1. Determinarea albuminei serice se face prin metoda biuretului folosind un reactiv
NOBIS cu continut de 18 mmol/l iodura de potasiu, 12 mmol/l sulfat de cupru,
32 mmol/! tartrat de sodiu §i potasiu si 200 mmol/l hidroxid de sodiu. Drept
etalon s-a folosit o solutie de 6 g/l albumind serica bovina de la acelasi furnizor.
Citirea s-a facut la 546 nm.

2. Determinarea transaminazei GOT pe cale cineticd cu citire in U.V. cu reactivi
NOBIS foloseste un tampon fosfat pH = 7,4 (80 mmol/l) si recativ constituit din
200 mmol/l L-aspartat, LDH > 1,2 U/ml, MDH > 0,6 U/ml, NADH 2 0,18 U/ml
si o - oxoglutarat 12 mmol/l.

Viteza de oxidare a coenzimei NADH implicate in reactie este proportionala

cu activitatea GOT din proba si absobanta pe minut citita la 334, 340 si respectiv 365

nm — scade.

Se amestecd continutul unui flacon de tampon cu continutul unui flacon de
enzime.
In cuva de 1 cm a spectrofotometrului se pipeteaza 2500 ul reactiv enzimatic

si 250 pl proba. Se amestecd, se fac citirile la un minut §i apoi exact la 1,2 i 3

minute fata de aer, la 37°C, la 334 nm, 340 nm §i 365 nm.

Se calculeazi activitatea GOT folosind factorii F = 1780 (pentru 334 nm),

1745 (340 nm), 3235 (365 nm):

A A/minx F=U/
unde A A/min este modificarea densitatii optice medii pe minut.

115

BUPT



3. Determinarea transaminazei GPT pe cale cinetici cu citire in U.V. cu reactivi
NOBIS foloseste un tampon fosfat pH = 7.4 (80 mmol/l) si reactiv constituit din
800 mmol/l L- alanind, LDH > 1,2 U/ml, NADH > 0,18 U/ml, a - oxoglutarat 18
mmol/l.

Viteza de oxidare a coenzimei NADH implicate in reactie este
proportionald cu activitatea GPT din proba si produce scaderea

absorbantei pe minut, masurata la 334 nm, 340 nm si respectiv 365 nm.
Se amesteca continutul unui flacon de tampon cu continutul unui flacon de
enzime (raportul este de 10:1 vol).

In cuva de 1 cm se pipetaeza 2500ul reactiv enzimatic $i 250ul proba. Se
amestecd, se fac citirile la un minut i apoi exact la 1,2 si 3 minute fatd de aer, la
37°C, la 334 nm, 340 nm si 365 nm.

Din cele trei citiri se calculeaza modificarea medie a densititii optice pe
minut (A A/min) si cu acesta se calculeaza activitatea GPT folosind factorii F 1780
pentru 334 nm, 1745 pentru 340 nm §1 3235 pentru 365 nm.
A A/min x F = U/I
4. Determinarea calcemiei se face colorimetric si se bazeaza pe reactia ionului de
calciu cu albastrul de bromtimol in mediu alcalin cu formarea unui colorant
complex albastru. Cresterea absorbantei complexulut la 578 nm este
proportionala cu concentratia de calciu.
Reactivi
- un amestec format din 0,14 mmol/l albastru de timol, 16,0
mmol/l 8-hidroxichinolina si 0,1 mol/l HCI, o solutie tampon
din etanolamina 2,0 mol/l de pH = 2,5 care mai contine 0,1%

sulfura de sodiu;
- un lichid de calibrare cu continut de 2,5 mmol/I calciu.

Modul de lucru

Se amestecd reactivul cu tamponul in proportie de 1:1.

In cuva de 1 cm se pipeteaza 10ul de probi si 1000ul reactiv, se amesteca si
se citeste in max 60 de minute la 578 nm fatd de martor.
5. Determinarea fosfatazei alcaline se bazeaza pe reactia de scindare a substratului
p — nitrofenilfosfat de cétre fosfataza alcalini in fosfat si indicatorul p — nitrofenol de
culoare galbena. Cresterea absorbantei pe minut, masuratd la 405 nm este
proportionala cu activitatea fosfatazei alcaline din proba.

Reactivi

- un tampon de pH =9,8 cu continut de 1,0 mol/l dietanolamina;
- un reactiv cu continut de 10mmol/l p — nitrofenilfosfat si 0,5 mmol/l

Modul de lucru
Se amestecd reactivul cu solutie tampon in proportie 1:10 vol. In cuva de 1
cm se pipeteaza 25ul din proba si 2500ul din reactiv, se amestecd, se citeste
absorbanta la 37°C la 405 nm fatd de aer dupa un minut si apoi exact dupa 1,2 si 3
minute.
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Din cele 3 citiri se calculeazid modificarea medie a densititii optice pe minut
(A/min) care se foloseste cu factorul F = 5454 pentru calculul activitatii fosfatazei
alcaline:

Aminx F - Ul

6. Determinarea proteinelor brute (P.B.) se face prin metoda Parnas-Wagner
(Micro-Kjeldahl), ludndu-se in lucru 0,2 g proba de analizat si lucrand dupa
procedeul descris pentru analiza apei.

7. Determinarea cenusii brute (C.B.)

Intr-un creuzet de portelan se cantaresc 5 g proba, creuzetul se aseaza inclinat
pe un triunghi §i se incalzeste cu flacard mica pana nu se mai degaja gaze. Se
calcineaza apoi pana se obtine o cenusa liberd de carbune. Dupi calcinare se riceste
in exicator §i dupa o ori se cantareste:

M
% cenusd = ——

unde:
M, este masa probei supuse calcinarii (g)
M, este masa cenusuu (g)

8. Determinarea grdsimii brute (GB)

Reactivi

- hidroxid de potasiu,;
- proba uscata.

MODUL DE LUCRU

Intr-un balon de 11 se ameteca 10 g produs de analizat uscat pand la masa
constantd la 105°C cu 300 ml apa in care s-au dizolvat 10 g KOH.

Se incélzeste amestecul pe baia de apa panad devine transparent, se adauga
100 ml alcool etilic 96%, se acoperd gatul balonuluit cu un dop de cauciuc si se
continua fierberea pe baia de apa inca 20 de minute.

Dupa fierbere si racire se acidifica continutul balonulut cu acid clorhidric in
prezenta de fenolftaleind, se filtreaza printr-un filtru cutat si se spald de doua ori cu
alcool 96%. Filtratul si alcoolul de spalare se evapora pe baia de apa.

Reziduul uscat se reia cu o cantitate convenabila de eter, se centrifugheaza 10
minute la 3000 rot/min intr-un flacon céntarit. Lichidul clar se evapora din nou pe
baie si se cantdreste reziduul sec care este constituit din grasimi §i acizi grasi.
Rezultatul se raporteaza la 100g produs luat in lucru.

O alternativa a procedeului este extractia continud 1n aparatul Soxhlet.

9. Determinarea substantei uscate(S.U.)

Intr-o capsula de portelan se introduc in jur de 10 mg produs exact cantarit si
se evapora pe baie de apa. Dupa evaporare, capsula se introduce in etuva la 100°C
pentru doud ore si jumatate. Dupa racire in exicator se cantareste:

< . M-100
% substantd uscata = ————

1
unde M este masa dupa uscare (g)
M, este masa probei initiale (g)
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REZULTATE SI DISCUTII
S-a constatat ca starea de s@natate a pasarilor din loturile experimentale a fost

bund, lucru dovedit prin rezultatele analizelor redate in continuare. De asemenea
calitatea §i productia de oua se incadreaza in limite normale.

a) Parametrii fiziologici ai pdsdrilor din_loturile experimentale la_incheierea

testdrii
- Parametni hematologici ai géinilor din loturile experimentale sunt redati in
tab.10.3.
1ab. 10.4 Parametrii hematologici ai gainilor la incheierea testarii

Nr. Parametrul UM. Lotul | valoarea % din Limite

Crt. | hematologic lotul C | fiziologice

1. | Entrocite Mil/mmc C 2,70 100
E, 2,80 101,8
E, 2.85 1036 | 27%0.25
E, 2,90 105,4

2. | Leucocite Mii/mmc C 26,25 100
E| 25,75 98
E, | 2800 1066 | 220830
Es 27,00 102.8

3. | Hemoglobina G/dl C 9,20 100
E, 9,50 103,2
E, | 970 1054 | >7*L0
E; 8,90 96,7

4. | Hematocrit % C 31,50 100
E, 32,25 102,3
E, | 29,00 020 | 290833
E; 30,75 97,6

C = lotul de control Ei, E;, E; = loturile experimentale

Aceste rezultate sunt comparabile cu cele din literatura de specialitate [126,
127].

- Parametrii biochimici sanguini ai giinilor din loturile experimentale sunt
redati in tab. 10.4
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Tab. 10.5 Parametrii biochimici sanguini ai gainilor la incheierea

testarii
Nr. Parametrul UM. Lotul | valoarea % din Limite
Crt. biochimic lotul C | fiziologice
1. | Albumina g/dl C 2,30 100
serica E, 2,05 89,13
E, 2.20 9565 | 2%0.4
E; 2,25 97,82
2. | Transaminaza u C 60,00 100
GOT E, 55,00 91,66
E, | 6200 | 10333 | 100:0460.0
E; 50,00 83,33
3. | Transaminaza U/l C 12,60 100
GPT E, 13,75 109,12
E, 1430 | 11349 | 120480
E; 15,35 121,82
4. | Calcemie mg/dl C 27,00 100
E, 22,50 83,33
E, | 2475 | 9l66 30+5,0
E; 26,50 98.14
5. | Fosfataza U/ C 56,00 100
alcalina 100ml E; 53,75 95,98
E, | 5825 | 10400 | 41,0£30.0
E; 57,70 103,03

Se constatad cd parametrii biochimici sanguini se incadreaza in limite fiziologice
normale.
- Masa corporald a giinilor din cele 4 loturi a fost determinata prin céntérire
individuald la inceputul §i la sfarsitul perioadei experimentale. Masa
corporala  medie pe loturi este datdi n  tab.10.5
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Tab.10.6 Masa corporald a gainilor din loturile experimentale
Nr. Denumirea LOTUL
Crt. C E, E, E;

1. | Masa corporala | 22354350 | 2173+11,85 | 21404225 | 2125+4.75
initiala
x+ Sx (g)
2. | Masa corporald | 2825+4,75 | 2705+3,15 | 265043.85 | 2630+5.35
finala
x + Sx (g)
3. | Sporul de masda | 590+7,00 532+4,0 510£5,00 | 505+8,00
()
4. Sporul 26,40 24,48 23,38 23,38
procentual fata 100% 92,73% 88,6% 88,6%

de masa
initiald %
5. Aportul de 21,74 21,38 20,86 20,33
proteine in
N.C. g/zi
6. Sporul 1,21 1,14 1,12 1,15
procentual 100% 94.21% 92,56% 95,04%
raportat la
aportul de
proteina din
N.C.
(rénd 4/rand 5)

Sporul relativ maxim (rdndul 3) s-a inregistrat la lotul C, sporul loturilor E; — E3
fiind aproximativ constant, 23,38 + 24,48 %, adica 88,6 — 92,7% din sporul relativ al
lotului de control. Dacéd acest spor se raporteazd la aportul de proteind din nutretul
combinat, sporul relativ al loturilor E; — E;3 este 92,56 — 95,04% din cel inregistrat la
lotul de control. Diferenta dintre procentajele citate (rand 4 si rand 6) se datoreste
aportului de proteine addugate sub forma preparatului obtinut din apele uzate.

- Starea de sinitate a giinilor s-a apreciat prin observatii zilnice. In intreaga

pertoadad a testdrii nu s-a inregistrat nici un caz de imbolnévire.
b) Productia de oud si calitatea acestora
- Productia procentuald de oud este redatd in tab.10.6

Tab. 10.7 Productia procentuald de oud

Nr. | Lotul | Productia | Productia | Proteine | Productia | Productia/
crt. de oud% | caprocent | in N.C. deoudla | % proteind
din C g/zi % proteine | ca procent
in NC din C
0 1 2 3 4 b) 6
(col2/cold)
1. C 81,5 100 21,74 3,75 100
2. E; 80,5 98,77 21,38 3,77 100,5
3. E, 79,95 98,10 20,86 3,82 101,9
4. E; 79,35 97,36 20,33 3,90 104,0
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Se constatd ci desi existd o scidere a productiei de oud, dar, in raport cu
cantitatea de proteind introdusd cu nutretul combinat randamentul in oui creste si
aceasta crestere este urmare a aportului extractului de proteina din apele uzate.

Productia de oud cu coaja fisurata a fost, pe loturi, urmatoarea:

- lotul C: 6,29%

- lotul Ey: 7,43%

- lotul E;: 7,96%

- lotul E5: 7,85%

Masa oului si1 ale componentelor sale sunt redate in tab.10.6.
Tab.10.8 Productia medie individuald de masa-ou si structura oudlor de la loturile
experimentale

—_ Lotul | Masa medie % Proteine Masa Masa
c E g raportat | in N.C. medie/ medie/
C| 8 laC g/zi proteine | proteine
Z| 8 NC | NCca%
— col3/col5 | dinC
0 1 2 3 4 5 6 7
1. | Masa C 64,65+0,34 | 100 21,74 2,97 100
oului E, 64,9340,45 | 100,43 21,38 3,04 102,4
E; 63,86+0,19 98,77 20,86 3,06 103,0
Es 64,35+0,26 99,53 20,33 3,16 106.,4
2. | Masa C 39,64+0,32 | 100 21,74 1,82 100
Albu- E 39,64+0,13 | 9924 | 21738 1,82 100
sului E; 38,9610,19 08,28 20,86 1,86 102,2
E; 39,2340,21 98,96 20,33 1,93 106,0
3. | Masa C 18,49+0,06 | 100 21,74 0,85 100
Gil- E, 17,9440,17 97,02 21,38 0,84 98.8
benus E; 17,67+0,09 | 95,56 20,86 0,85 100
E; 17,67+0,13 95,56 20,33 0,85 100
4. | Masa C 6,5240,15 100,00 21,74 0,30 100
cojii E, 7.65+0,09 117,33 21,38 0,36 120
E; 7.2340,16 | 110,88 20,86 0,35 116,7
E; 7’45J_r0:23 114,26 20,33 0,37 1233

Masa medie a oudlor variaza in jurul valorii inregistrate pentru lotul de
control. Daca insa se ia In considerare masa medie raportata la proteinele introduse
cu nutretul combinat, rezultd la loturile E; — E3 o crestere de 2,4 + 6,4% care este
rezultatul aportului de proteine din extractul preparat din ape uzate.

Urmarind aceiasi indicatori (col.6 si col.7 din tab. 10.6) pentru componentele
oului rezultd ci aportul da masa datorat proteinelor din apele uzate este semnificativ
in cazul albusului si al cojii iar masa galbenusului nu este influentata.

Participarea procentuald la masa totala a celor trei componente ale oului este
cuprinsd in tab.10.7.
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Tab. 10.9 Componenta procentuald a oului la cele patru loturi
supuse testarii

Componenta Lotul C Lotul E; Lotul E; Lotul E;
Albus 61,32 60,58 61,00 60,96
Galbenus 28,60 27,63 27,67 27,46
Coaja 10,08 11,78 11,33 11,58

Compozitia oudlor redata in tab. 5 si 6 este comparabild cu datele din literatura de
specialitate [128,129,130,131,132].
- Compozitia chimica brutd a oului intreg, a albusului si a galbenusului este

redatd in tab.10.8.

Tab.10.10 Compozitia chimica brutd a oudlor de la loturile experimentale si a

componentelor lor

Nr. | Indicatorul | UM Valoarea | % din | Proteine | Componen-
crt. X + Sx SU | in nutret ta pe
E g/zi confinutul
3 NC de
proteind
(col.4/col.6)

0 1 2 3 4 b} 6 7
A. %

1. | Oul intreg C | 34,65+0,10 21,74 1,59
Substanta E; | 34,98+0,20 21,38 1,64
uscata E; | 34,2340,15 20,86 1,64
(SU) E; 33,89+0,06 20,33 1,67

2. | Cenusa %
bruti (CB) C | 4904025 | 1414 | 21,74 0,23

E, 4,6010,16 13,15 21,38 0,22
E: | 350+0.13 10,22 20,86 0,17
Es | 4314000 | 1271 | 2033 0,21
3. | Proteina %
bruti (PB) C | 18,15+0,15 | 52,38 | 21,74 0,83
E: | 17.8340,12 | 5097 | 21,38 0,83
E; | 17,65+0,20 | 51,56 20,86 0,84
Es | 17.15£0,05 | 50.60 | 20,33 0,84
4. | Grasime %
bruti (GB) C | 8954013 | 25,82 | 21,74 0,41
E, 9.3040,16 | 26,59 21,38 0,43
E; | 955+0,09 | 27,90 20,86 0,46
Es | 9454025 | 27.88 | 2033 0,46

5. | Substante %
extractive C | 2,65+0,15 | 7,65 | 21,74 0,12
neazotate Ei | 3254020 | 9,29 21,38 0,15
(SEN) E: | 353006 | 1031 | 20,86 0,17

Es | 298+0.19 | 879 20,33 0,15
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B.
Albusul

%

6. C 15,75+0,18 21,74 0,72
Substanta Ei | 14,9340,13 21,38 0,70
uscata E2 | 14,56+0,05 20,86 0,70
(SU) E; 15,0540,12 20,33 0,74

7. | Cenusa %
bruta(CB) C | 075¢0,13 | 4,76 | 21,74 0,03

E, 0,80+0,09 5,35 21,38 0,04
E: | 0,83+0,17 5,70 20,86 0,04
Es | 095+005 | 631 | 2033 0,05
8. | Proteina %
bruta (PB) C | 13,65+0,20 | 86,48 | 21,74 0,63
E; | 12,53+0,12 | 83,92 | 21,38 0,59
E: | 12,2140,07 | 83,85 20,86 0,59
Es | 12404015 | 82.39 | 2033 0,61
9. | Grasime %
bruta (GB) C | 0,40+0,13 | 2,54 | 21,74 0,02
E, 0,47+0,06 3,15 21,38 0,02
Ez2 | 0,3740,20 2,54 20,86 0,02
Es 0,52+0.15 3,45 20,33 0,03

10. | Substante %
extractive C | 0,9540,11 6,03 21,74 0,04
neazotate E, 1,13+0,07 7,57 21,38 0,05
(SEN) E; | 1.15+0.15 7,90 20,86 0,05

Es | 1181020 | 7.84 | 2033 0,06
C. %

11. | Gélbenusul C | 56,9340,35 21,74 2,62
Substanta E) | 57,6940,23 21,38 2,70
uscatd (SU) E; | 57,93+0,16 20,86 2,78

E; 57,160,08 20,33 2,81
12. | Cenusa %
bruti (C.B.) C | 1,630,13 | 2,86 | 21,74 0,07
E; 1,75+0,07 3,03 21,38 0,08
E; 1,65+0,19 2,84 20,86 0,08
Es | 1701003 | 297 | 2033 0,08
13. | Proteina %
brutd (P.B.) C | 19,36+0,23 | 34,00 21,74 0,89
E1 | 18,56+0,17 | 32,17 21,38 0,87
E; | 19,1310,09 | 33,02 20,86 0,92
E; 18,89+0,13 34,04 20,33 0,93
14. | Grasime %
bruta (G.B.) C | 32,56+0,35 | 57,19 | 21,74 1,50
E\ | 34234011 | 59,33 | 21,38 1,60
Ez | 33,98+0,06 | 58,65 20,86 1,63
Es | 33.65+023 | 58,87 20,33 1,65

15. | Substante

extractive C | 338+025 | 593 | 21,74 0,16
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neazotate E; 3,15+0.13 5,46 21,38 0,15
(SEN) E: | 3,17+0,07 5,47 20,86 0,15
E; | 2924018 5,11 20,33 0,14

Din analiza datelor cuprinse in tab.10.8 se constati urmitoarele:

Rezultatele sunt comparabile cu cele citate in literaturd [133, 134, 135, 106]
Variatia indicatorilor de la un lot la altul este in general mica si adesea in
limita erorii mijlocii a mediei Sx;

Continutul de substantd uscatéd al oului intreg variaza in jurul valorii pentru
lotul de control;, raportarea valorilor la aportul de proteind al nutretului
combinat duce la cresteri de la lotul C la lotul E;, ceea ce demonstreaza
aportul proteinelor din apele uzate, administrate alaturi de nutretul combinat.
Pentru albug valorile oscilante sunt mai caracteristice dar pentru galbenus este
caracteristica cresterea continutului de substantd uscatd (col.4) cat si a
aportului proteinelor din apele uzate (col.7);

Continutul de cenusd brutd al oului intreg este mai mic in loturile E;, E;, E;
decat in lotul de control C, atat ca procent din total, cat si ca procent din
substanta uscatd si ca efect al proteinelor din apele uzate (col.4, 5 si 7), dar nu
existd o liniaritate in raport cu loturile E;, E; si E;. In albug continutul de
cenusd creste de la lotul C spre lotul E; iar in gidlbenus tendinta este de
oscilare in jurul valorii pentru lotul C;

Proteina brutd continutd in oul intreg se gdseste pentru loturile E; si E; la
valori apropiate de lotul de control doar lotul E; contine proteine ceva mai
putine. Dacd insd parametrul se raporteazd la total S.U. asa cum se
obisnuieste, diferentele sunt mici, iar valorile corelate cu proteinele din nutret
indicd o usoard crestere de la lotul C la Ej, crestere datoritd aportului de
proteine din apele uzate. Aceleasi constatar: sunt valabile g1 pentru continutul
de proteina brutd din galbenus, iar pentru albus se constatd o scddere de la
lotul C la lotunile E;, E; $1 E3;

Continutul de grasime bruta din oul intreg ca si din componentele sale este
mai mare in loturile E;, E; si E3 decat in lotul C;

Substantele extractive neazotate apar in proportie mai mare in oul intreg si in
albus si in proportie mai mica 1n gélbenus la loturile E,, E; si Es.

CONCLUZII

Rezultatele testarii proteinelor separate din apele uzate de la abatoare permit

urmatoarele concluzii:

Starea de sidnidtate a gdinilor s-a mentinut corespunzatoare ceea ce s-a
reflectat in rezultatele observatiilor zilnice s§i in rezultatele analizei
parametrilor hematologici §i biochimici sanguini care se Incadreaza in
limitele fiziologice normale;

Sporul de masa, un indicator mai putin important la gainile ouatoare, raportat
la masa initiala si la aportul de proteina din nutretul combinat este mai mic cu
cateva procente (1,92+3,02) decét la lotul de control, dar aportul pozitiv al
proteinelor din apele uzate este prezent §i in acest caz,

Productia procentuala de oud este apropiata de valorile lotului de control
(97,36+98,77% din valorile lotului de control)iar raportat la cantitatea de
proteind care s-a administrat odatd cu furajul rezultd un usor spor, datorita
proteinelor din apele uzate,

Structura oualor (albus, galbenus, coaja) si masa acestora a avut valori
apropiate pentru loturile experimentale si lotul de control, iar dacd se
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coreleazd cu aportul de proteind din nutret rezultd o usoard imbunatdtire a
indicatorilor datorita aportului de proteine din apele uzate,

- Compozitia chimica bruta a oualor este apropiata la cele 4 lotun
experimentale. La indicatori semnificativi cum sunt continutul de substanta
uscata §i continutul de proteina brutd, valorile corelate cu cantitatea de
proteind introdusa cu nutretul, arata influenta pozitiva a proteinelor din apele
uzate.

125

BUPT



11. CONSIDERATII PRIVIND INFLUENTA
SEPARARII PRIN SALIFERE A PROTEINELOR
ASUPRA CALITATII APELOR UZATE EVACUATE.

Apele uzate evacuate de la abatoare sau alte unitati de prelucrare a carnii sunt
importante surse de poluare a apelor datoritd incarcarii lor organice. Eliminarea si
valorificarea unei parti din substantele organice care sunt continute in apele uzate,
chiar inainte de a ajunge n efluentul general, are efect pozitiv asupra calitatii apelor
uzate evacuate.

Pentru a pune in evidenta efectul asupra efluentului, ape recoltate in conditiile
descrise la cap.7.au fost analizate privind continutul de proteine, dar si privind
indicatorii uzuali folositi pentru caracterizarea apelor uzate, aceleasi analize fiind
efectuate si asupra apelor ramase dupa salifierea la 30% si 60%. Rezultatele acestor
analize sunt redate in tab. 11.1.

lab.11.1. Rezultatele analizelor privind efectul depoluant al salifierii apelor uzate de

la abatoare
Indicatorul UM. Apa initiala Apa dupa Apa dupa
salifiere la 30% | salifiere la 60%
Proteine mg/l 997 179 169
CBO; mg/l 4470 461 454
CCO - Mn mg/l 7176 508 449
NH,4" mg/| 100 29500 74500

Din datele experimentale rezultd cd, odatd cu eliminarea proteinelor , are loc
si 0 importanta reducere a Incarcarii organice a apelor uzate. Cei doi indicatori care
caracterizeaza incdrcarea organici — consumul biochimic de oxigen, CBOs, i
consumul chimic de oxigen, CCO — Mn, - au scazut la 10,3% si 10,1% din valoarea
initiala in cazul CBOs si la 7.1% si 6,2% in cazul CCO — Mn, la cele doua trepte de
salifiere.

Se remarci st faptul ca, din acest punct de vedere, trecerea de la salifierea la
30% la salifierea la 60% nu a produs o imbunatatire semnificativa; pentru obtinerea
unui efect de reducere a poludrii nu este necesard atingerea saturatiei de 60% la
salifiere.

Analizele au pus in evidentd si o crestere semnificativd a continutulut de
saruri anorganice de amoniu in apa uzata care se evacueaza. Astfel, are loc, de fapt
inlocuirea unui poluant organic labil, susceptibil de a se descompune imediat, cu
efecte negative asupra mediului, populatiet si instalatiilor de canalizare, cu unul
mineral, stabil, fara efectele enumerate. Din acest punct de vedere solutia propusa, pe
langa recuperare are si rolul unei statii de epurare clasice deoarece, de fapt, statiile de
epurare mecano - biologice care functioneaza conform cu tehnologiile uzuale astazi,
de exemplu epurarea cu namol activ, nu fac altceva nici ele, decat sa transforme
compusii organici labili in compusi minerali stabili.

Totusi, un bilant al azotului pentru salifierea la 30%, efectuat pe baza datelor
de mai sus, aratd ca tratarea unui metru cub de apd uzatd inseamna introducerea in
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proces, odatd cu apa, a 0,237kg azot, din care 0,159g azot organic §i evacuarea
odata cu apa tratatad a 22,973kg azot, din care 0.028kg azot organic.

Din aceastad cauza salifierea apelor uzate nu este o metoda care sd poata fi
recomandata doar ca metodd pentru epurarea apelor uzate, dar, pe langéd si impreund
cu avantajele recuperarii proteinelor apar §i avantaje ale reducerii incarcarii organice
a apelor uzate evacuate. Din punct de vedere al protectiei mediului apare avantajul cé
apele uzate rezultate in urma salifierii, fara un continut important de substante
organice usor degradabile, nu mai necesita o tratare imediatad, intr-o statie de
preepurare amplasatd alaturi de instalatiile tehnologice, asa cum se impune in
prezent, ci apele uzate, fiind stabile, pot fi transportate prin canalizare la statia de
epurare a localitatii, unde epurarea se poate face de citre personal de specialitate, in
conditii bine controlate $i economice.

In statiile de epurare orisenesti mari i moderne, unde se creeaza prin salifiere
posibilitatea sa fie transferata sarcina epurérii cel putin a unei parti a apelor uzate de
la abatoare, exisa posibilitatea continudrii transformarii azotului pana la starea finala
de oxidare, ca azotati, §i a evacuarii in emisarii naturali In aceasta stare spre a-§i relua
circuitul natural, sau chiar de denitrificare si eliminare a azotului sub forma
moleculard si evitarea Incarcarii suplimentare a emisarului.
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12. CONCLUZII

Datele din practica industriala si cele din literaturd au gasit confirmare in cadrul
prezentei lucrdri care au aratat ci apele uzate de la abatoare sunt puternic
incarcate cu substante organice, chiar daca sunt preepurate. Indicatorii urmdriti
in mod curent, consumul chimic si biochimic de oxigen, CCO-Mn sau CCO-Cr
$i CBOs nu dau indicatii cu privire la natura poluantilor organici. Fard insa a
cunoagte natura poluantilor, recuperarea lor eficientd este imposibila. Faptul ca
materia prima prelucratd — carmmea — este in principal de naturd proteica,
sugereaza ca poluantii organici din apele uzate sunt de natura proteici, de aceea,
in cadrul lucrarii de fatd s-a urmarit si s-a realizat punerea in evidenta si dozarea
cantitativd a proteinelor din apele uzate de la abatoare, apoi separarea si
caracterizarea lor i final testarea proteinelor separate pentru utilizarea ca adaos
la furajarea animalelor.

Metodele analitice pentru dozarea proteinelor, incercate in conditiile in care s-au
desfasurat ulterior experimentele, atdt pe extracte de carne preparate in laborator
cat i pe ape uzate reale au fost metoda Gornall, metoda Lowry, metoda prin
absorbtie cantitativa in ultraviolet si electroforeza. Metodele Gornall i Lowry s-
au dovedit a fi potrivite pentru dozarea proteinelor in conditiile in care au fost
tratate apele uzate. Metoda Gomnall a fost utilizatd cu precadere pentru solutiile
mai concentrate in proteine, iar metoda Lowry in cazul solutiilor diluate care
rezultd la eluarea coloanelor cromatografice de gel permeabil.

Electroforeza si metoda prin absorbtie cantitativa in ultraviolet au servit pentru
verificarea rezultatelor cromatografiei pe gel permeabil si respectiv pentru a
verifica lipsa interferentei ionilor amoniu la dozarea proteinelor.

Rezultatele acestor metode de analizd au fost concordante intre ele si cu datele
din literatura.

Determinirile de continut de proteine au fost si ele efectuare atat pe extracte de
carne preparate in laborator cét si pe esantioane de ape uzate reale. A existat o
concordanta intre ordinul de marime al continutului de proteine din extractele de
carne si cel din apele uzate reale.

Extractele de carne obtinute cu solutii cu tarie ionicd mica §i cele cu tarie ionicad
mare au continut cantititi asemanatoare de proteine ceea permite presupunerea
cd extractele preparate in laborator contin ambele categorii de proteine:
albumine si globuline.

In toate apele uzate reale, atdt in cele colectate de la diferite faze tehnologice ale
producerii si prelucrdrii carnii cdt si in efluentul general s-au gasit cantitati
insemnate de proteine §i s-a constatat ca unele faze, cum este fierberea, produc
concentratii deosebit de mari de proteine, motiv pentru care atentia a fost
concentratd in continuare asupra acestor faze. Recoltarea apei uzate din faza de
fierbere a prezentat §i avantajul ca ofera garantia unei ape proaspete si lipsite de
infestare microbiologica.

Analize privind indicatorii de poluare urmadriti curent la apele uzate (CBOs,
CCO-Cr, CCO-Mn), efectuate cu metodele standardizate si folosite in mod
obisnuit, in paralel cu analize ale continutului de proteind au demonstrat ci
efluentit de la abatoare bogafi in substante organice, sunt bogati de fapt in
proteine.
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In paralel cu determindrile de proteine, au fost urmariti si alti indicatori
importanti din punctul de vedere al prelucrarii si utilizarii viitoare a apelor uzate,
cum sunt pH-ul, continutul de ioni amoniu si continutul de cloruri. Analizele
efectuate cu metodele standardizate cunoscute, au aratat ¢ pH-ul, indicator care
influenteaza extractibilitatea proteinelor, este mai mare la apele uzate reale decat
la extractele de carne preparate in laborator. Diferenta se poate explica prin
procesele postsacrificare suferite integral de carnea supusa extractiei $i mai putin
de carnea prelucrata direct in procesul tehnologic. Diferentele de pH pot produce
diferente 1n procesul de recuperare a proteinelor.

in apele uzate reale, concentratia ionilor amoniu a fost in general mai mare decat
in extractele preparate, ajungind in apele puternic incarcate de la fierbere la
peste 150-200mg/l, ceea ce Inseamnad cad are loc hidroliza proteinelor, dar
concentratiile NH,~ se gdsesc sub limita pentru care s-a ficut verificarea lipsei
unei influente asupra determinarilor de proteine prin metoda Gomnall.

In apele uzate reale provenite de la fierbere, clorurile au avut concentratii
cuprinse intre 312-7000 mg/dm’, corespunzitor unor trii ionice cuprinse intre
0,005 i1 0,12, dar taria ionica reald a apelor respective ar fi putut fi crescutd de
prezenta si a altor electroliti proveniti din carne si din alte materiale folosite in
tehnologie.

Pentru separarea proteinelor din apele uzate de la abatoare au fost aplicate
pecipitarea la punctul izoelectric, separarea si fractionarea prin salifiere §i
precipitarea cu ajutorul solventilor organict.

Precipitarea la punctul izoelectric s-a dovedit a fi o metodd aplicabild pentru
separarea proteinelor din apele uzate. Precipitarea s-a produs cu cele mai bune
randamente in domeniul de pH cuprins intre 3,2 si 3,6 care corespunde
aproximativ punctului izoelectric al mioalbuminelor, dar precipitarea de proteine
s-a produs §i in domeniul 4,3-4.6 .

Randamentele de separare a proteinelor, inregistrate experimental, au fost de
panid la 92% in cazul extractelor de carne si de 56-70% la apele reale.

Dezavantajele precipitarii la punctul izoelectric constau in formarea, in cazul
unora din apele uzate, a unor precipitate greu separabile §i in precipitarea uneori
ireversibil3, cu formarea de proteine denaturate insolubile in apa.

Precipitarea cu solventi organici a dus la randamente uneori mai scazute decat
salifierea, dar intr-un domeniu incd acceptabil, 62-74%, uneori $1 90%, iar
precipitatele sunt mai usor separabile prin filtrare decét la salifiere.

Denaturarea proteinelor sub influenta alcoolului a fost ireversibila. Pentru a evita
sau a micsora denaturarea ar trebui lucrat la temperaturi scdzute, ceea ce
complica tehnica §i economia procesului. Un dezavantaj major al procedeului
este ca trebuie sa se foloseasca alcool in raport de cel putin 1:1 fatd de apa uzata,
motiv pentru care procedeul se considera recomandabil numai daca utilizarea
ulterioard a proteinelor recuperate este foarte pretentioasa.

Metoda precipitartii prin salifiere a dat randamente maxime de separare de 70,7 +
77,6 % pentru extractele de camme §i de 67,5+75,7% pentru apele uzate reale,
randamente obtinute in domeniul de pH=3,6+5,5. Domeniul optim de pH pentru
salifiere se suprapune cu buna aproximatie peste domeniul optim gisit in cazul
precipitarii la punctul izoelectric.
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Desi rezultatele reflectda o diversitate corespunzatoare diversitdtii inerente a
materiilor prime prelucrate, se poate constata ci in cazul extractelor de carne
randamentul maxim de separare apare in majoritatea cazurilor la 30% saturatie
ceea ce denotd ponderea mai mare a globulinelor iar in cazul majoritatii probelor
din ape uzate reale randamentul maxim este inregistrat la saturatia de 60% ceea
ce denota preponderenta moleculelor mai mici, cum sunt albuminele.

Cresterea gradului de saturatie la 90% nu aduce in majoritatea cazurilor o
crestere substantiald a randamentului de separare, de aceea este recomandabild
numai in cazul ¢ recuperarea maxima a proteinelor este importanta sau epurarea
avansata a apelor uzate o impune.

Produsul obtinut prin salifiere este puternic impurificat cu agentul de salifiere
ceea ce impune operatii de purificare in vederea utilizrilor ulterioare.

Modul in care decurge salifierea depinde in mare masura de compozitia apei
supuse tratamentului care la randul ei depinde de compozitia si calitatea camnii
prelucrate si de tehnologia aplicatd. Astfel, apele uzate provenite de la o sarja de
fierbere foarte bogata 1n parti anatomice cu continut de colagen, la prima treapta
de salifiere (30% saturatie), au depus o masa gelatinoasa care s-a putut separa
prin decantare §i care s-a redizolvat numai partial in apa. Este probabil ci in
acest caz a avut loc separarea unor scleroproteine din apa. La analiza
comportamentului deosebit al acestora trebuie luatd in consideratie si contributia
miozinei, proteina cu cea mai mare pondere procentuala in tesutul muscular.

Influenta naturii apet uzate este ilustratd si de probe in care s-a incercat
precipitarea si fractionarea proteinelor din apele de la fierberea salamurilor, o
fazd consideratd inainte de Inceperea lucrarilor ca fiind poluantd 1 sursd de
proteine. In realitate proteinele au fost prezente in aceste ape doar in concentratii
mici, iar sulfatul de amoniu nu a produs precipitarea la nici una din
concentratiile i pH-urile testate. Explicatia poate fi aceea cd la fierberea
salamului trecerea compusului organic in apd are loc printr-o membrana
semipermeabila prin care pot trece doar moleculele mai mici, rezultate prin
scindarea moleculelor de proteine. Aceste molecule contin legdturi peptidice
care se pun in evidentd cu reactivul Gornall dar sunt prea mici pentru a fi
precipitate prin salifiere.

O influentd importanta asupra comportarii la salifiere are si vechimea apei. De
obicei extractele preparate in laborator §i apele recoltate din abatoare au fost
prelucrate in stare proaspata. Dacé totusi, proba de apa bruta a fost prelucratd
dupid doui zile, ea a avut un continut mai ridicat de ioni amoniu, un pH mai
ridicat i salifierea a lasat in solutie o cantitate mai mare de proteine, ceea ce se
poate pune pe seama procesului de degradare, moleculele proteice suferind
degradari la fragmente mici si mai greu precipitabile.

Rezultatele salifierii au fost verificate §i prin electroforeza. S-a constatat un
continut ridicat de albumina, in special la saturatia de 30%, iar intre globuline un
procent mai mare al fractiunii 3 care contine si lipoproteinele.

Produsul salifierii este impurificat cu agentul de salifiere, astfel ca este necesar,
in functie de utilizarea care 1 se va da, un proces de purificare.

Dializa, desi s-a gasit cd este o metoda viabila de purificare a proteinelor
separate prin salifiere, aplicabild eventual impreunad cu separarea pe coloana
cromatograficad cu gel permeabil, are dezavantajul ca este lenta si cd duce la
diluarea produsului
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Purificarea, insd, pe coloana cromatografica cu gel permeabil a dus la eliminarea
avansatd a ionului amoniu, facand produsul apt pentru utiliziri mai sensibile.
Gelul SEPHADEX G50 a dat rezultate bune din acest punct de vedere.
Fractionarea si determinarea masei moleculare a produsului separat prin salifiere
realizatd prin cromatografie pe gel permeabil au aratat ca din extractele de carne
s-au separat la saturatie 30% cel mai pregnant proteine cu masa moleculara in
jur de 160.000 daltoni, care corespunde domeniului albuminelor. Fractiunile cu
mase moleculare mari (380.000 — 1.250.0009) au fost mai mici. Aceste rezultate
sunt in concordantd cu rezultatele electroforezei care indica un continut ridicat
de albumine si unul mai mic de diferite globuline.

Fractionarea §i determinarea maselor moleculare ale proteinelor separate la
saturatie 60% din extractele de carne au aridtat o varietate mai mare de mase
moleculare, practic fiecare fractiune contindnd proteine. Fata de un cimp de
valori relativ uniform, existd cateva varfuri pregnante de concentratie $i anume
corespunzator maselor moleculare 199.000-263.000, 66.100 si 45.800-43.700
daltoni. Primele corespund probabil unor proteine globulare, a caror prezenta a
fost semnalatd si prin electroforeza, iar ultimele se gisesc in domeniul
albuminelor.

Determinérile similare efectuate pe proteinele separate la 30% saturatie din apele
uzate reale au dus la rezultate concordante cu cele inregistrate in cazul
extractelor de carne, in sensul ¢, pe langd molecule mici de albumine s-au gasit
si molecule cu mase moleculare mari. Moleculele mici au mase moleculare mai
mict decat la extracte, probabil din cauza hidrolizei in timpul fierberii in
procesul tehnologic.

La determinarea maselor moleculare ale proteinelor separate din ape uzate de la
abatoare salifiate la 60% saturatie, cel mai pregnant maxim s-a inregistrat in
domeniului albuminelor (65.000+130.000 daltoni). Au mai aparut maxime care
corespund unor mase moleculare mai mari (M~500.000 daltoni, globuline). Din
literatura rezultd cd aceastd masd moleculara este egald cu aceea a miozinei.Un
domeniu bine reprezentat a fost acela al unor mase moleculare foarte mari, de
ordinul de marime 10° daltoni. Desi s-au inregistrat diferente fata de masele
moleculare inregistrate in cazul extractelor de carne, existd §i o caracteristicd
comuna, constand in faptul ca si in acest caz se confirma prezenta albuminelor
precum si a unor molecule cu masd moleculara mare.

Amestecul de proteinele recuperate din apele uzate de la abatoare, care contine,
asa cum au aritat determinarile de masa moleculara, o mare varietate de
globuline si in special de albumine, a sugerat posibilitatea utilizérii ca adaos la
furajarea animalelor. Testele au fost efectuate cu géini oudtoare, folosindu-se
proteinele separate prin salifiere la saturatie 60%.
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Proteinele obtinute prin salifiere au fost purificate inainte de testare in vederea
eliminérii ionilor anorganici, in special a ionilor amoniu si clor care sunt
contraindicati in furajele gainilor. Separarea s-a facut prin cromatografie pe gel
permeabil, folosind FILTRADEX R50 produs de Institutul de Chimie
Macromoleculara “Petru Poni” Iasi.

In urma testelor s-a constatat cd starea de sanitate a gainilor s-a mentinut
corespunzatoare ceea ce s-a reflectat in rezultatele observatiilor zilnice si in
rezultatele analizei parametrilor hematologici si biochimici sanguini care se
incadreaza in limitele fiziologice normale.

Desi este un indicator mai putin important la giinile ouitoare, s-a urmarit,
pentru eventualitatea folosirii §i la alte categorii de pasari sau , in general, la
alte animale, si sporul de masa; raportat la masa initiala si la aportul de
proteind din nutretul combinat acesta a fost mai mic cu cdteva procente
(1,92+3,02) decit la lotul de control, dar aportul pozitiv al proteinelor din apele
uzate este prezent §i in acest caz.

Productia procentuald de oua a fost apropiatd de valorile lotului de control
(97,36+98,77% din valorile lotului de control) iar raportat la cantitatea de
proteind care s-a administrat odatd cu furajul rezultd un usor spor, datorita
proteinelor din apele uzate;

Structura oudlor (albug, gédlbenus, coaja) §i masa acestora a avut valori
apropiate pentru loturile experimentale si lotul de control, iar daca se coreleaza
cu aportul de proteind din nutret rezultd o usoara imbunatétire a indicatorilor
datorita aportului de proteine din apele uzate.

Compozitia chimicd brutd a oudlor a fost apropiatd la cele 3 loturi
experimentale si la lotul de referintd. La indicatori semnificativi cum sunt
continutul de substanta uscatd si continutul de proteina bruta, valorile corelate
cu cantitatea de proteina introdusa cu nutretul, au demonstrat influenta pozitiva
a proteinelor din apele uzate.

9. Alaturi de avantajele recuperarii proteinelor, tratarea prin salifiere a apelor uzate
puternic incircate prezintd §i avantajele reducerii incdrcérii organice a apelor
uzate evacuate. Din punct de vedere al protectiei mediului apare avantajul ca
apele uzate rezultate in urma salifierii, nu mai necesita o tratare imediatd, intr-o
statie de preepurare amplasata alaturi de instalatiile tehnologice, asa cum se
impune in prezent, apele uzate fiind stabile.Ele pot fi transportate prin
canalizare la statia de epurare a localitatii, unde epurarea se poate face de citre
personal de specialitate, in conditii bine controlate st economice.
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in concluzie, separarea proteinelor din apele uzate de la abatoare s-a dovedit a
fi posibila in conditii bune prin aplicarea procedeului salifierii cu sulfat de
amoniu. Fractionarea si determindrile de masd moleculard, dublate de
determindri prin electroforeza au aratat ci precipitatul obtinut este echilibrat,
albuminele fiind prezente in toate fractiunile, iar globulinele mai ales in
fractiunea precipitatd la 30% saturatie a agentului de salifiere. Aceasta
compozitie echilibratd face posibila utilizarea precipitatului de proteine
recuperate ca adaos la furajarea animalelor ceea ce deschide perspectiva utilizarii
pe scard larga a rezultatelor cercetirii. Rezultatele lucrérilor permit refolosirea
unei parti din proteinele care in prezent constituie poluanti ai apelor, cu efect
direct de reducere a poluarii. Cercetarile §i rezultatele experimentale obtinute in
cadrul lucrarii ar putea contribui la scurtarea procesului de reintegrare a
componentelor organice a apelor uzate intr-un circuit util, la reducerea
presiunilor asupra factorilor de mediu si la protejarea resurselor.
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