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INTRODUCERE

Scopul tezei de doctorat a fost de a caracteriza din punct de vedere chimico-analitic mai multe
tipuri de probe biologice de origine vegetala si animala in vederea evaluarii unor corelatiilor existente
intre continutul de microelemete din ratiile de hrana si regasirea acestora in organismul animal. In
mod concret, s-au evaluat aceste corelatii in cazul suplimentarii ratiilor purceiilor intarcati cu anumiti
fitoaditivi — specii si amestecuri de plante din flora spontana si de cultura) in scopul Tmbunatatirii
statusului mineral in organismul animal, precum si al protejarii mediului prin reducerea cantitatilor de
premixuri minerale folosite. Fitoaditivii (aditivii fitogenici) folositi ca suplimente in hrana animalelor
sunt plante sau produsi derivati din plante care sunt inglobati in ratiile furajere cu scopul de a
Tmbunatati productivitatea animalelor sau/si pentru a creste calitatea alimentelor obtinute pornind de
la aceste animale. Premixurile minerale (amestecuri de substante anorganice) sunt folosite in mod
curent ca suplimente n hrana animalelor.

Prezenta microelementelor in hrana animalelor este indispensabila asigurarii performantelor
de crestere si sanatate. Elemente cum sunt Cu, Fe, Mn si Zn trebuie adaugate in hrana animalelor
crescute n ferme de tip conventional. Problema este ca sursele sub care se adauga, in special oxizi,
sulfati si alte combinatii anorganice, sunt surse cu biodisponibilitate mica a microelementelor ceea ce
face ca o mare cantitate de microelemente ingerate sa ajunga direct in dejectii. De altfel, din cauza
biodisponibilitatii mici se folosesc cantitati mari de astfel de substante anorganice pentru a fi asigurata
atingerea necesarului. Problema este acuta in cazul cuprului si zincului care sunt metale grele, iar
acumularea lor in sol afecteaza grav calitatea solului si a apelor freatice si de suprafata.

Exista o foarte mare varietate de compusi vegetali utilizati Tn hrana animalelor pentru care au
fost studiate proprietatile antioxidante, antibacteriene dar si potentialul vitaminic sau mineral. Motivul
pentru care s-a dezvoltat domeniul fitoaditivilor furajeri este interzicerea utilizarii antibioticelor in
hrana animalelor, ca urmare a identificarii riscului aparitiei rezistentei bacteriilor la actiunea
antibioticelor.

Pentru evaluarea efectelor unor suplimente de aditivi fitogenici Tn ratia de hrana, asupra
organismului animal, au fost studiate in cadrul partii experimentale a tezei de doctorat: un extract de
planta (inulina obtinuta din cicoare), doua plante de cultura (topinambur si catina, recoltate din serele
unui producator de suplimente alimentare) si trei plante recoltate din flora spontana (oregano, afina si
coltul babei). S-au desfasurat o serie de experimente de nutritie pe purcei recent intarcati (2
experimente a cate 2 loturi cu 4 purcei / lot; 2 experimente a cate 3 loturi si 4 purcei / lot; 1 experiment
in ferma, cu 2 loturi si 8 purcei / lot), in care aceste plante au fost incluse in ratiile animalelor. Tn
cadrul acestor experimente, s-au recoltat probe de materii vegetale (plante, nutret combinat) si probe
de origine animala (ser, organe, fecale, urina,) care au fost analizate, au fost determinate concentratiile
unor elemente metalice si pe baza rezulatelor obtinute au fost stabilite corelatii intre continutul de
microelemente din organismul animal si cel din plantele folosite ca adausuri in hrana.



Capitolul 1
MICROELEMENTE ESENTIALE

1.1. VALOAREA BIOLOGICA A ELEMENTELOR MINERALE
ESENTIALE PENTRU ORGANISMUL ANIMAL

Substantele minerale se gasesc atat n nutreturi, cat si in corpul animalelor, in cantitati diferite.
Ele sunt prezente in tesuturile biologice si se regasesc in cenusa obtinuta prin arderea acestora.

Atat macro cat si microelementele se absorb mai bine cand sunt sub forma unor saruri relativ
usor solubile Tn mediul acid din stomac: carbonati, sulfati, oxizi. Substantele minerale din furajele
vegetale au un coeficient de asimilare (absorbtie) mai mic in comparatie cu sarurile anorganice
administrate animalelor sub forma de suplimente minerale (amestecuri, premixuri) inglobate Tn
nutreturile combinate.

In cazul existentei unor tulburiri de nutritie minerald, pentru o diagnosticare precisi a
cauzelor si efectelor, de multe ori, se recurge la studii de bilant mineral, asociate cu observatii de
productie si analize privind valorile continutului mineral in ser si diferite tesuturi (organe, piele).

Parametrii indicatori pentru metabolismul mineral sunt: coeficentii de absorbtie, concentratia
elementelor minerale in excreta si tesuturile de depozitare, interactiile cu alte substante nutritive etc.
Valorile acestor parametri aratd daca nivelul de substante minerale prezente in hrana este unul
adecvat (conform cerintelor si normelor), adica, daca se asigura cantitati corespunzatoare de elemente
minerale in tesuturi pentru dezvoltarea animalului si pentru obtinerea productiilor specifice speciei si
varstei. Rezulta ca analiza continutului mineral poate constitui de multe ori un indiciu pertinent
asupra satisfacerii cerintelor organismului in substante minerale.

Functiile biologice ale fierului, cuprului, manganului si zincului

Principalele functii ale fierului sunt legate de participarea la transportul sanguin al oxigenului
si in respiratia tisulara. Fierul este component al hemoglobinei si al celulelor rosii din snge. Se
gaseste Tn muschi sub forma de mioglobind, in ser ca transferind, in placentd ca uteroferind, in lapte
ca lactoferind si 1n ficat ca feritind si hemosiderind (Zimmerman, 1980). De asemenea, joaca un rol
important in organism in calitatea sa de component al mai multor enzime metabolice.

Rolul fiziologic al cuprului, component al ceruloplasminei, constd in participarea la
hematopoeza, conditiondnd absorbtia si utilizarea fierului in sinteza porfirinei III, a hemului si a
enzimelor cu fier. Tn absenta cuprului in organism s-a constatat aparitia unei anemii care nu cedeaza
la administrarea fierului, ci numai prin asocierea lui cu cuprul.

Rolul metabolic al manganului consta in participarea lui in diferite sinteze si sisteme
enzimatice: peptidaze, fosfataze, arginaze etc. Manganul participa la functia atoxica a fierului, la
potentarea vitaminei C si la efectul hipoglicemiant al adrenalinei (Parvu, 2003).



Zincul joacd un rol foarte important in structura unor enzime, ca: dehidraza carbonica (0,33-
0,34 % zinc), uricaza (0,1% zinc), carboxipeptidaza pancreatica, alcooldehidrogenaza (din drojdii),
tiroxinaza, fosfataza intestinald, a caror activitate o favorizeaza. Are rol functional in metaloenzime
cum sunt hidrolaza, liaza, izomeraza, transferaza etc. (Han, 2009). Zincul inactiveaza unele enzime,
ca: pepsina, tripsina etc. El are rol de potentare a unor hormoni, de exemplu insulina si a vitaminei By
(Wash, 1994).

Cerintele de microelemente ale purceilor intarcati

In nutritia minerala, pentru a defini aportul unui element esential intr-o ratie alimentara,
trebuie raspuns, in primul rand, la intrebarile Cat? si in ce forma? Marea dificultate in gasirea
raspunsurilor la aceste intrebari se datoreaza faptului ca recomandarile trebuie sa se integreze strans,
in complexul de factori care influenteazd procesul de nutritie: complexitatea ratiei si a sursei de
minerale, nivelul energetic al hranei, temperatura ambianta si factorii de stres (Criste, 2000).

Nutritionistii considerd cd este nevoie de o marja de sigurantd intre necesar §i recomandarile
practice, recomandand o risipd “economica” de elemente minerale (Diaz, 1986).

Lipsa datelor experimentale care sa fundamenteze diferite sisteme de recomandari, a dus la
aparitia unor diferentieri intre notiunile de: Cerintd, recomandare si suplimentare (Paullauf, 1989). De
obicei, aporturile recomandate si indicate in tabele, pentru fiecare specie si categorie de animale,
reprezinta un multiplu de 2-5 ori al valorii cerintelor nete determinate.

Pentru elementele minerale esentiale, exista cerinte de intretinere si productie clar stabilite
pentru aproape toate speciile §i prin urmare existd i preocuparea nutritionistilor de a asigura
atingerea cerintelor prin includerea amestecurilor de saruri ale acestor minerale in nutreturile
combinate.

Cerintele de microelemente publicate in NRC 1998, pentru diferite categorii de porci sunt
prezentate in tabelul 1.1.

Tabelul 1.1. Cerintele de microelemente pentru porci, conform NRC 1998

Microelement Greutate corporala

3-5 kg 5-10 kg | 10-20 kg | 20-50 kg | 50-80 kg 80-120 kg
Fe (mg / kg) 100 100 80 60 50 40
Cu (mg / kg) 6 6 5 4 35 3
Mn (mg / kg) 4 4 3 2 2 2
Zn (mg / kg) 100 100 80 60 50 50

1.2. MODALITATI DE ASIGURARE A MICROELEMENTELOR
ESENTIALE LA PURCEII INTARCATI

Chiar daca suntem in secolul XXI, inca nu sunt stabilite nivelele optime de microelemente
care trebuie suplimentate/addaugate ratiei de bazd. Se cunosc cerintele fiziologice, dar nu se stie exact
cat mai trebuie suplimentat/adaugat, fatd de continutul existent in furajele componente ale ratiei de



baza, pentru obtinerea de productii performante din punct de vedere cantitativ, calitativ, economic si
ecologic.

Beneficii ale suplimentarii ratiei de baza a purceilor intircati cu microelemente esentiale

La purceii intarcati (15-30 Kg) principalul obiectiv in stabilirea cerintelor este acela al
optimizarii performantelor de crestere pe perioada primelor sdptdmani dupd intarcare. Este o perioada
in care pot sa apara probleme serioase legate de: scaderea sporului in crestere, consumuri mai mici de
furaje, cresterea morbiditatii si a mortalitatii.

Pe langa alti factori de stres care se instaleaza in perioada postintarcare, trecerea de la laptele
matern la o hrinire solidi constituie o schimbare majora in viata unui purcel. In practica,
suplimentarea hranei animalelor cu microelemente se face conform recomandarilor producatorilor de
premixuri (concentrate, amestecuri) minerale. Aceste recomandari de cele mai multe ori nu se
bazeaza pe date stiintifice care sa tina cont de complexul de factori prezentat mai sus. Practic sunt de
2 - 3 ori mai mari decat cerintele stabilite stiintific.

Biodisponibilitatea elementelor minerale din sursele de suplimentare a hranei
Dupa evaluarea cantitatii de microelement prezent in hrana, biodisponibiliatea acestuia este
cel mai important aspect in asigurarea organismului cu minerale la nivelul cerintelor. Cheia micsorarii

necesar sa se realizeze cel putin studiul absorbabilitatii acestuia, concentratiile in sdnge si organele de
depozit, dar si performantele zootehnice.

Uneori, se folosesc studii de bilant, dar pentru ca elementele sunt slab absorbite, mici erori de
estimare a ingestei sau excretei pot conduce la mari erori in bilantul final. Altd metoda de estimare a

.....



Capitolul 2

FOLOSIREA METODELOR SPECTROMETRICE PENTRU
DETERMINAREA CONTINUTULUI DE MICROELEMENTE
DIN PROBE VEGETALE SI PROBE BIOLOGICE DE ORIGINE
ANIMALA

Unele elemente minerale sunt esentiale pentru sandtatea si productivitatea animalului si au
un rol nutritional si biochimic bine definit. Exista si 0 altd categorie de elemente minerale care
apar in hrana si tesut animal in cantitati foarte mici si care, la nivelul actual de cunoastere, nu au
rol nutritional. Aceste elemente sunt denumite, conventional, contaminanti.

2.1. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE MICROELEMENTE
DIN PROBE VEGETALE

Determinarea elementelor minerale in probele de nutret este ingreunata de faptul ca ele au
o matrice organicd complexa care contine specii chimice a caror concentratie poate varia de la
nivelul urmelor pana la acela de componenti majori. Aceast fapt a impus dezvoltarea unei game
largi de metode analitice (Emons, 2006): spectrometrie de absorbtie atomica (cu flacara - FAAS
sau cuptor de grafit - GFAAS), spectrometria de emisie optica cu plasma cuplata inductiv (ICP-
OES), spectrometria de masa cu plasma cuplata inductiv (ICP-MS) si voltametria. Totusi,
spectrometria de absorbtie atomicd este consideratd a fi metoda de referinta
(regulament152/2009) pentru analiza microelementelor din nutreturi. De aceea este folosita ca
baza de comparatie pentru alte metode de analiza.

Dezagregarile pe cale uscata, umeda si cu microunde sunt cele mai folosite metode de
aducere in solutie a analitilor din matrice organica in vederea determinarii de microelemente din
probe biologice (Tuzen, 2007).

In tabelul 2.3. sunt inscrise cateva referinte bibliografice privind compararea metodelor
de aducere in solutie a microelementelor din diferite tipuri de probe.

Tabel 2.3. Studii care au implicat compararea metodelor de dezagregare in vederea
determinarii microelementelor prin metode spectrometrice

Materialul Microelementele Metoda de Bibliografie
analizat determinate determinare
Concentrat de supa | Cu, Zn, Mn, Fe, Al FAAS Soylac, 2006
Condimente Cu, Cd, Pb, Zn, Mn, Fe, Cr, Ni | FAAS Soylac, 2010
Ceal Zn, Cu, Ni FAAS Soylac, 2007
Alimente Cd, Fe, Pb, Zn AAS Da Col, 2009
Biscuiti Fe, Zn FAAS Doner, 2004




2.2. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE MICROELEMENTE DIN
PROBE BIOLOGICE DE ORIGINE ANIMALA

Metode de aducere a analitilor in solutie
Cateva Studii privind determinarea unor microelemente din probe biologice prin metode
spectrometrice sunt trecute in tabelul 2.11.

Tabelul 2.11. Studii privind determinarea unor microelemente din probe biologice

Probe biologice Microelemente studiate Metoda de Bibliografie
determinare
Carne de gaina Cu, Cd, Pb, Se, Mn, As, | AAS Uluozlu, 2009
Cr, Ni, Co, Al, Zn, Fe

Peste Cu, Fe, Mn, Zn, Se, Cr AAS Tuzen, 2009

Ficat Cu, Zn FAAS Mesko, 2006
Rinichi de porc, ficat bovin | Cd, Cu, Pb FAAS Pereira-Filho, 2002
Lapte Cu, Fe, Pb FAAS Florian, 2001

Crab Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Zn | ICP-OES Mutlu, 2011

2.3. SURSELE DE MICROELEMENTE UTILIZATE PENTRU
SUPLIMENTAREA RATIILOR DE HRANA A ANIMALELOR

Surse conventionale - sarurile anorganice

Pe piata existd un numdr extrem de mare de amestecuri de saruri minerale destinate
nutritiei animale. Tntr-o serie de tari ale Uniunii Europene, existi o legislatie restrictiva fatd de
folosirea unor amestecuri minerale la nivele ridicate si compuse din surse anorganice, surse
suspectate ca fiind potentiali agenti de poluare (Nicholson, 2008).

Surse neconventionale - aditivii fitogenici in hrana animalelor

Tn ultimii 50 de ani microelemente precum Cu si Zn au inceput sa fie folosite, pe scard
larga si la nivele foarte ridicate (Carlson, 1999; Hill, 2001; Poulsen, 1995) in hrana purceilor n
locul antibioticelor cu rol de stimulatori de crestere. Folosirea antibioticelor in hrana animalelor
este interzisa in UE datorita preocuparilor privind instaurarea rezistentei bacteriilor la om si
animale (Lalles, 2007). Insa si practica folosirii nivelelor ridicate de microelemente are un
impact negativ si de lunga durata asupra mediului (sol si apa freatica) din jurul marilor ferme
(Nicholson, 2008). In acest context se inscriu cercetarile privind utilizarea plantelor/ aditivilor
fitogenetici. Se ridicd 1nsa intrebarea dacd aceste plante pot sa fie §si o sursa naturald de
microelemente (Rozica, 2005), biodisponibile la nivel intestinal, astfel ca balastul de mineral
excretat sa fie diminuat.
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Capitolul 3

ASPECTE PRACTICE ALE STUDIULUI PRIVIND CORELATIA
DINTRE CONTINUTUL DE MICROELEMENTE DIN
ORGANISMUL ANIMAL SI CONCENTRATIILE ACESTORA
DIN DIETELE DE HRANA iMBOGAIITE CU PLANTE §1
EXTRACTE DIN PLANTE

3.1. LUAREA SI PREGATIREA PROBELOR PENTRU ANALIZA

In vederea realizarii experimentelor in cadrul studiului privind corelatiile dintre continutul de
microelemente din organismul animal §i concentratiile acestora in ratiile suplimentate cu plante sau
extracte din plante, a fost necesard organizarea corecta a etapelor de lucru, in Laboratorul de Chimie
Analitica si Analize instrumentale in vederea determinarii concentratiilor de microelemente Fe, Cu,
Mn, Zn dintr-un numar foarte mare de probe biologice de tipuri diferite cat si pentru organizarea
experimentelor de nutritie animala.

Luarea si pregatirea probelor de material vegetal

Materialul vegetal (plantele folosite ca suplimente in experimentele de nutritie) recoltat si
uscat natural a fost maruntit prin taiere, macinat in moara si cernut prin sita cu orificii patrate cu
latura de 1 mm, conform prevederilor din Regulamentul (CE) nr. 152/2009. Probele prelevate din
materiile prime furajere componente ale ratiei si din nutretul combinat, au fost prelevate folosind
esantioane colective (10 kg) reduse prin metoda sferturilor la esantioane de 1 kg.

Probele de plante, extracte de plante, materii prime furajere, nutreturi combinate, uscate si
macinate au fost aduse Tn solutie prin dezagregare cu microunde.

Luarea si pregitirea probelor de material biologic de origine animala

Probele de origine animala (fecale, urina, ser, organe) recoltate pe parcursul desfasurarii
experimentelor de nutrititie au fost prelevate astfel:

e Pe parcursul experimentelor, fecalele au fost recoltate cantitativ, o data pe zi. La sfarsitul
perioadei de bilant (o sdptamana), probele prelevate au fost cantarite si omogenizate foarte bine
pentru a se constitui probe medii sdptimanale. Probele de fecale uscate si macinate au fost aduse in
solutie prin dezagregare cu microunde.

e Urina a fost recoltatd o datd pe zi si s-a inregistrat cantitatea eliminata. O cota de 10% din
cantitatea de urina eliminata a fost depozitatd in sticle de plastic cu dop infiletat, in care s-a adaugat o
solutie de acid sulfuric 0,1 N astfel incat sa asigure un pH de 2-4.

e Serul - La inceputul si la finalul experimentelor, de la fiecare animal aflat Tn studiu, s-au
recoltat cate 7 mL de sange, din vena cava anterioara, in tuburi cu heparina.
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e Organe - La incheierea experimentului, purceii au fost sacrificati conform prevederilor din
Legea privind protectia si bunastarea animalelor (Dir. 93/119/CCE, Ordin 180/2006). La fiecare
purcel sacrificat s-au recoltat probe de organe (ficat, rinichi, splina, inima, plaman, creier).

Pentru stabilirea metodei optime de aducere Tn solutie a analitilor din probele de organe, s-a
efectuat un studiu comparativ al rezultatelor obtinute folosind trei metode de dezagregare: pe cale
uscata, pe cale umeda si cu microunde. Acest studiu s-a facut pe ficat folosind un material de referinta
certificat: Bovine liver CRM — BCR 185R. In urma compararii rezultatelor experimentale a fost
aleasd pentru dezagregarea probelor biologice, metoda cea mai eficientd din punct de vedere analitic
si economic, dezagregarea cu microunde.

3.2. STABILIREA CONDITIILOR OPTIME DE LUCRU PENTRU
DETERMINAREA MICROELEMENTELOR Fe, Cu, Mn, Zn DIN
PROBE BIOLOGICE

In vederea stabilirii conditiilor de lucru pentru determinrile cantitative ale microelementelor
Fe, Cu, Mn, Zn din probe biologice de material vegetal si organic prin spectrometrie de absorbtie
atomica cu flacara, s-au folosit reactivi de puritate analitica si aparatura de laborator corespunzatoare
scopului stabilit. Pentru transvazare, dilutii si stocare s-a folosit sticlarie clasa A.

3.3.  ORGANIZAREA EXPERIMENTELOR DE NUTRITIE
ANIMALA

Tehnica experimentald folositd in studiul privind absorbtia si utilizarea microelementelor Fe,
Cu, Mn, Zn din diferite surse vegetale utilizate in hrana purceilor dupd intarcare, s-a bazat pe
folosirea custilor de digestibilitate Tn experimentele de tip microtest si a boxelor in experimentele de
tip macrotest.

Experientele de tip microtest, s-au desfasurat pe purcei masculi metisi in stare fiziologica
corespunzatoare, sanatosi cu o capacitate normald de ingerare a hranei. Numarul de  purcei/ lot a fost
de 4 purcei/lot. Experimentele au durat aproximativ 30 de zile, in functie de perioada in care purceii
intarcati au atins greutatea de 30 de kg. Structura de baza a ratiei experimentale a fost aceeasi pentru
toti purceii aflati in experimente.

Tn cadrul experimentelor de tip macrotest, realizate s-au folosit ca material biologic 16 purcei
metisi, dupa intarcare, cazati in custi din fier beton, cu gratar pentru scurgerea dejectiilor. Evacuarea
dejectiilor s-a realizat pe perna de apa. Animalele au fost cazate cate 8 in fiecare boxa.

Porcii au fost cantariti individual la intrarea in experiment, saptdmanal si la sfarsitul
experimentului. Pe parcursul experimentului s-a urmarit evolutia parametrilor zootehnici: greutatea
corporald, sporul mediu zilnic, consumul mediu zilnic de furaje si consumul specific.
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Capitolul 4

VALIDAREA METODELOR DE DETERMINARE A
MICROELEMENTELOR Fe, Cu, Mn, Zn DIN PROBE BIOLOGICE

In acest capitol sunt prezentate rezultatele experimentale obtinute si concluziile formulate pe
baza acestora in cadrul experimentelor efectuate privind alegerea si validarea metodelor de
dezagregare si determinare a microelementelor Fe, Cu, Mn, Zn, din probe biologice de natura
animala si vegetala (Untea, 2010a; Untea 2012a).

4.1. ALEGEREA METODEI DE ADUCERE 1IN SOLUTIE A
MICROELEMENTELOR Fe, Cu, Mn, Zn DIN PROBE DE FICAT

Pentru a alege metoda optima de dezagregare a probelor de ficat, in vederea determinarii
cantitative a microelementelor Fe, Cu, Mn, Zn, prin FAAS, s-au comparat rezultatele obtinute prin
folosirea a trei metode: dezagregarea pe cale uscata, dezagregarea pe cale umeda si dezagregarea cu
microunde. Determindrile au fost facute folosind ca material de referintd: Certified bovine liver
(CRM — BCR 185R) (Untea, 2012a). Dintre rezultatele obtinute prin aplicarea celor trei metode de
aducere in solutie, la dezagregarea cu microunde, s-au obtinut cele mai apropiate procente de
recuperare de 100% si medii caracterizate de cele mai mici valori ale deviatiei standard.

4.2. VERIFICAREA IN LABORATOR A METODEI DE
DETERMINARE A MICROELEMENTELOR Fe, Cu, Mn, Zn PRIN
SPECTROMETRIE DE ABSORBTIE ATOMICA CU FLACARA

Metoda de determinare a microelementelor prin spectrometrie de absorbtie atomica cu flacara
a fost verificatd in laborator, urmarind o serie de parametri: linearitate, domeniu de lucru,
sensibilitate, limita de detectie si limita de cuantificare (Untea, 2010a, Untea 2012a) in conformitate
cu regulile internationale (Validation of Analitical Procedures, 1995).

Verificarea parametrilor de performanti pentru metoda de determinarea a fierului,
cuprului, manganului si zincului prin FAAS

Linearitatea, domeniul de lucru si sensibiliatatea metodei de determinare au fost evaluate
prin trasarea dreptei de etalonare cu 10 puncte, folosind solutii standard cu concentratii cuprinse intre
0,5 si 5 ppm pentru Fe ; 0,4 si 4 ppm pentru Cu ; 0,2 si 2 ppm pentru Mn si 0,1 si 1 ppm pentru Zn.

Limita de detectie si limita de cuantificare a metodei de determinare a fierului, cuprului,
manganului si zincului prin FAAS

In scopul determindrii limitei de detectie, LOD si a limitei de cuantificare, LOQ s-au preparat
serii de 5 solutii, cu aceeasi concentratie : solutia etalon entru Fe, cu concentratia cea mai mica
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folosita pentru trasarea curbei de etalonare (0,5 ppm) a fost diluata de 50 ori (LOD = 0,03 ppm si
LOQ = 0,22 ppm); solutia etalon pentru Cu, cu concentratia de 0,4 ppm a fost diluata de 40 ori (LOD
= 0,014 ppm si LOQ = 0,06 ppm); solutia etalon pentru Mn, cu concentratia de 0,2 ppm a fost diluata
de 20 ori (LOD = 0,04 ppm si LOQ = 0,16 ppm) si solutia etalon pentru Zn, cu concentratia de 0,1
ppm a fost diluata de 10 ori (LOD = 0,008 ppm si LOQ = 0,03 ppm).

4.3.VALIDAREA METODEI DE DEZAGREGARE CU MICROUNDE

Validarea metodei de dezagregare cu microunde pentru probe de ficat

Metoda de aducere in solutie a microelementelor Fe, Cu, Mn, Zn folosind dezagregarea probei
cu microunde a fost validatd urmarind parametrii specifici protocolului: exactitate (acuratete),
precizia, repetabilitatea, reproductibilitatea si recuperarea. Pentru a calcula parametrii de performanta
ai metodei, s-a preparat o serie de 8 probe de material de referintd organic ( ficat bovin CRM — BCR
185R) cu continut certificat: 184 ppm Fe, 277 ppm Cu, 11,07 ppm Mn si 138,6 ppm Zn (Untea,
2012a).

Evaluarea exactitatii metodei de dezagregare cu microunde s-a determinat folosind 8 probe de
material de referinta certificate i apoi s-a determinat continutul de microelemente Fe, Cu, Mn, Zn
prin spectrometrie de absorbtie atomica.

Valoarile obtinute pentru exactitate au fost de 101,80% pentru Fe; 99,09% pentru Cu;
98,13% pentru Mn si 98,18% pentru Zn. Valorile calculate se Tncadreaza in intervalul impus de
criteriul de performanta (bias +2%), astfel incat, metoda poate fi considerata validata pentru
parametrul exactitate.

Datele obtinute la determinarea preciziei metodei de determinare cantitative a microelementelor
(Fe, Cu, Mn, Zn) din probe de ficat prin FAAS dupa dezagregare cu microunde au fost :
o Fier - precizia in aceeasi zi : RSD = 0,46% ; 0,60% ; 0,66%, iar in zile diferite : RSD = 1,48%;
e Cupru - precizia in aceeasi zi : RSD =1,50% ; 1,23% ; 1,03% iar in zile diferite : RSD = 1,18%;
e Mangan - precizia in aceeasi zi : RSD =1,87% ; 1,96% ; 1,74% iar in zile diferite : RSD = 1,92%;
e Zinc - precizia in aceeasi zi : RSD = 1,68% ; 1,95% ; 1,62% iar in zile diferite : RSD = 1,81%.

Criteriul de performanta impus: valoarea maximad admisd a RSD este In conformitate cu
ecuatia Horwitz: RSD = 2059 pentru o concentratie de 1 ppm, RSD = 10,72%. In cazul
metodelor validate s-au obtinut valori RSD < 2%, deci criteriul de performanta a fost indeplinit.

Datele obtinute la determinarea reproductibilitiatii metodei de determinare cantitativa a
cuprului din probe de ficat prin FAAS dupa dezagregare cu microunde au fost :

e Fier - RSD = 1,93% pentru analistul 1 si RSD = 1,14% pentru analistul 2;

e Cupru - RSD = 1,50% pentru analistul 1 si RSD = 1,47% pentru analistul 2;

e Mangan - RSD = 1,98% pentru analistul 1 si RSD = 1,61% pentru analistul 2;
e Zinc - RSD = 1,72% pentru analistul 1 si RSD = 1,82% pentru analistul 2.

Valorile RSD < 2%, ceea ce arata ca metoda poate fi considerata validata pentru acest
parametru.
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Din datele obtinute la determinarea parametrului regasire pentru metoda de determinare
cantitativa a fierului, cuprului, manganului si zincului din probe de ficat prin FAAS dupa dezagregare
cu microunde, au rezultat procente de regasire de 101,41 pentru Fe ; 101,72 pentru Cu ; 100,45 pentru
Mn si 100,51 pentru Zn. Randamentul de regasire a fost cuprins in intervalul 100% + 2%, deci
metoda poate fi considerata validata pentru acest parametru.

Validarea metodei de dezagregare cu microunde pentru probe de amestec de plante
Pentru a calcula parametrii de performanta ai metodei, s-a preparat o serie de 8 probe de
material de referinta vegetal (amestec botanic MIXED POLISH HERBS INCT-MPH-2) cu continut
certificat (460 ppm Fe, 7,77 ppm Cu, 191 ppm Mn si 33,5 ppm Zn).

La determinarea exactititii metodei de determinare cantitativa a microelementelor din probe de
material vegetal prin FAAS dupa dezagregare cu microunde, s-au obtinut urmatoarele valori: 99,85%
pentru Fe; 98,38% pentru Cu; 98,13% pentru Mn si  98,81% pentru Zn. Valorile obtinute se
incadreaza in intervalul impus de criteriul de performanta (bias £2%), astfel incat, metoda poate fi
considerata validata pentru parametrul exactitate.

Datele obtinute la determinarea preciziei metodei de determinare cantitativa a microelementelor
(Fe, Cu, Mn, Zn) din probe de material vegetal prin FAAS dupa dezagregare cu microunde au fost :

o Fier - precizia in aceeasi zi : RSD =0,38% ; 0,47% ; 0,99%, iar in zile diferite : RSD = 1,53%;
e Cupru - precizia in aceeasi zi : RSD =1,47% ; 1,66% ; 1,64% iar in zile diferite : RSD = 1,85%;
e Mangan - precizia in aceeasi zi : RSD = 0,74% ; 1,18% ; 0,75% iar in zile diferite : RSD = 1,08%;
e Zinc - precizia in aceeasi zi : RSD = 1,68% ; 0,94% ; 1,40% iar in zile diferite : RSD = 1,84%.
Valorile RSD < 2%, ceea ce aratd ca metoda poate fi considerata validata pentru acest
parametru.
La determinarea reproductibilititii metodei de determinare cantitative a microelementelor
(Fe, Cu, Mn, Zn) din probe de material vegetal prin FAAS dupa dezagregare cu microunde s-au
obtinut urmatoarele valori:
Fier - RSD = 1,93% pentru analistul 1 si RSD = 1,14% pentru analistul 2;
Cupru - RSD = 1,87% pentru analistul 1 si RSD = 1,10% pentru analistul 2;
Mangan - RSD = 1,83% pentru analistul 1 si RSD = 0,99% pentru analistul 2;
Zinc - RSD = 1,84% pentru analistul 1 si RSD = 1,83% pentru analistul 2.
Valorile RSD < 2%, ceea ce arati ca metoda poate fi considerata validata pentru acest
parametru.

Pentru metoda de determinare cantitativa a microelemnetelor (Fe, Cu, Mn, Zn) din probe de
material vegetal (material de referinta MIXED POLISH HERBS INCT-MPH-2) prin FAAS dupa
dezagregare cu microunde, regasirea a fost de 100,33% pentru Fe; 100,63% pentru Cu; 98,21%
pentru Mn si 101,27% pentru Zn. Randamentul de regasire a fost cuprins in intervalul 100% + 2%,
deci metoda poate fi considerata validata pentru acest parametru.

15



44. CALCULAREA INCERTITUDINII DE MASURARE LA
DETERMINAREA MICROELEMENTELOR Fe, Cu, Mn, Zn DIN PROBE DE
MATERIAL BIOLOGIC PRIN SPECTROMETRIE DE ABSORBTIE
ATOMICA CU FLACARA, DUPA DEZAGREGARE CU MICROUNDE

Cuantificarea surselor de incertitudine
Scopul determinadrilor experimentale efectuate este de a cuantifica incertitudinea aparutd in
etapele parcurse intr-o analiza. Acest lucru poate fi facut utilizand date experimentale proprii sau date
obtinute din presupuneri bine fundamentate.
- Volumul (V) - Incertitudinea compusa asociata folosirii unui balon de 50 mL, este alcatuita din
trei incertitudini individuale: etalonarea, repetabilitatea, temperatura
- Masa (m) - Incertitudinea compusa asociata masei, u(m) este alcatuita din: incertitudinea de
linearitate; incertitudinea metrologica; incertitudinea de repetabilitate; incertitudinea de rezolutie.
- Concentratia de microelement (Co) — Incertitudinea asociata concentratiei de microelement din
probele de natura animald si vegetald se calculeaza cu ajutorul curbei de etalonare
corespunzatoare.
Pentru a calcula incertitudinea standard compusa a unui produs, u(r)/r se compun
incertitudinile standard care intervin in rezultatul final. Datele folosite pentru calculul incertitudinii de
masurare pentru probele de ficat bovin (P1) si de material vegetal (P2) sunt prezentate in tabelul 4.42.

Tabelul 4.42. Datele folosite pentru calcularea incertitudinii de masurare a concentratiilor de
microelemente Fe, Cu, Mn, Zn din probe de ficat bovin si material vegetal (materiale de referinta)

[ uv) [ um | Se | S | u(o) | r [ u@m
FIER
P1 0,029 0,00012 7,58 0,0076 0,089 187,31 0,179
p2 0,029 0,00012 7,58 0,0076 0,080 459,33 0,160
CUPRU
P1 0,029 0,00012 5,75 0,153 1,669 274,48 3,338
P2 0,029 0,00012 0,63 0,029 0,357 7,65 0,713
MANGAN
P1 0,029 0,00012 0,40 0,049 0,632 10,86 1,263
P2 0,029 0,00012 1,44 0,156 1,582 188,73 3,164
ZINC
P1 0,029 0,00012 0,32 0,178 2,294 136,07 4,588
p2 0,029 0,00012 0,32 0,178 2,315 33,10 4,630

Din tabelul 4.42 se observa valori ridicate ale incertitudinii de masurare in raport cu rezultatul
determindrii In cazul unor concentratii mici de microelement in proba de analizat. Unul din factorii
care influenteaza valoarea finala a incertitudinii este domeniul de lucru, care trebuie stabilit in functie
de domeniul de concentratii in care se gaseste analitul in proba de analizat.
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45. STUDIU INTERLABORATOARE PENTRU VALIDAREA
METODEI DE DETERMINARE A MICROELEMENTELOR Fe, Cu, Mn, Zn
DIN PROBE DE NATURA VEGETALA SI STABILIREA CONTINUTULUI
DE MICROEMENTE DIN PLANTE

Cunoasterea cu precizie a continutului de microelemente Fe, Cu, Mn, Zn in plantele folosite
ca adaosuri 1n ratiile de hrana ale purceilor din experimentele efectuate in cadrul elaborarii tezei de
doctorat, este necesara pentru a calcula nivelul de includere al acestora in ratiile purceilor, in cadrul
experimentelor de bilant mineral (Untea, 2009; Untea, 2010b; Untea, 2010c; Untea, 2012d). La
studiul au participat 7 laboratoare din 6 institude de cercetare din Romania.

Pentru stabilirea sirurilor de date omogene, a mediei robuste, a deviatiei standard si a
incertitudinii  s-a aplicat Algoritmul A (Thompson, 2006). Valorile asumate, deviatiile standard si
incertitudinile asociate ale sirurilor de date corespunzatoare determinarilor de Fe, Cu, Mn si Zn din
cele 3 plante analizate, sunt prezentate in tabelul 4.44.

Tabelul 4.44. Rezultatele obtinute in urma folosirii algoritmului A pentru sirurile de date
corespunzatoare determinarii concentratiilor de Fe, Cu, Mn si Zn din probe de plante recoltate din
flora spontana

= Afina Oregano Coltul babei
GE) Marimi 'Medie Valoare Medie Valoare Medie Valoare
aritmetica | asumata aritmetica | asumata | aritmetica | asumata
- mg/Kkg mg/kg mg/Kg mg/Kg mg/Kkg mg/kg
Fe Medie 81,32 81,11 1886,47 | 1868,80 279,43 278,25
Deviatie standard| 13,47 16,57 250,91 240,99 48,89 51,57
Incertitudine 3,78 55,00 11,77
Cu Medie 4,68 4,54 9,90 10,87 7,19 9,12
Deviatie standard] 1,53 1,84 1,78 1,63 2,61 1,46
Incertitudine 0,42 0,44 0,79
Mn | Medie 204,36 204,10 76,78 77,17 46,07 46,13
Deviatie standard] 11,35 11,86 5,59 7,13 4,24 4,62
Incertitudine 2,71 1,63 1,05
Zn Medie 53,98 53,43 53,40 53,30 44,95 44,73
Deviatie standard| 4,60 5,68 3,15 4,41 4,34 4,94
Incertitudine 1,30 1,01 1,13

Pentru a evalua performantele statistice ale participantilor, s-au folosit scorurile Z, Z’ si Zeta.

Parametri statistici calculati pentru determinarea concentratiilor de microelemente Fe, Cu,
Mn, Zn in probe de afind au aratat ca in cazul cuprului, pentru laboratoarele 1 si 7 s-au calculat valori
zeta cuprinse intre 2 si 3, respectiv mai mari decat 3. Tn probele de oregano si coltul babei,
determindrile manganului si zincului nu au ardtat diferente intre performantele participantilor.
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Capitolul 5

STUDIU CHIMICO-ANALITIC AL CORELATIEI INTRE
CONTINUTUL DE MICROELEMENTE DIN ORGANISMUL
ANIMAL SI CONCENTRATIILE ACESTORA DIN DIETELE DE
HRANA IMBOGATITE CU EXTRACTE VEGETALE SAU CU
PLANTE DE CULTURA

In cautarea unor substante care s inlocuiasca antibioticele pentru perioada de intircare a
purceilor, s-a propus ca alternativa utilizarea extractelor din plante (Han, 2006).

Scopul acestui studiu realizat an cadrul tezei de doctorat a fost acela de a evalua efectul
utilizarii in hrana purceilor intarcati, a unor extracte de plante sau plante de cultura asupra corelatiei
dintre continutul de microelemente al acestora si regésirea lor in organismul animal.

5.1. STUDIU CHIMICO - ANALITIC AL CORELATIEI INTRE
CONTINUTUL DE MICROELEMENTE DIN ORGANISMUL ANIMAL
SI CONCENTRATIILE ACESTORA DIN DIETELE DE HRANA
IMBOGATITE CU INULINA

In cadrul proiectului international FP 6 ,,Feed for Pig Health”, s-a desfasurat un experiment de
evaluare a compusului natural inulina, folositi ca alternativa la antibiotice. Tn acest proiect, rolul
Institutului de Cercetare - Dezvoltare pentru Biologie si Nutritie Animala (IBNA) a fost de a studia
biodisponibilitatea microelementelor continute In compusii naturali folositi cat si efectul lor asupra
statusului mineral al animalelor.

Experimentul, efectuat an cadrul partii experimentale a tezei de doctorat, a avut loc in doua
ferme diferite pentru a putea fi evaluate, prin comparatie, influentele date de conditiile ambientale.
S-au folosit: o ferma care asigura conditii stricte de igiend si o ferma cu conditii obisnuite, specifice
cresterii porcilor Tn scopuri comerciale.

Prin experiment s-a evaluat in ce masura suplimentul de inulind adaugat in hrana influenteaza

nivelul microelementelor in ficatul purceilor intarcati, prin comparatie cu lotul de purcei hranit numai
cu ratia de baza (Untea, 2012b, Untea, 2012c).

Rezultatele obtinute Tn studiul corelatiei intre continutul de microelemente din
organismul animal si concentratia acestora din dietele de hrand imbogitite cu extracte vegetale

Au fost prelevate probe de ficat de la purceii sacrificati la inceputul experimentului (ziua 0 de
administrare a ratiei cu supliment de inulind), dupa 5 zile si dupa 11 zile (la finalul experimentului).
Concentratiile de microelemente in probele de ficat recoltate de la purceii sacrificati sunt prezentate
in tabelele 5.3. si 5.4.
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Tabel 5.3. Efectele suplimentelor de inulina asupra depozitelor de Cu, Mn si Zn din ficatul

purceilor intarcati (Ferma comerciala)

Concentratii Lot martor Lot experimental
Cu Zn Mn Cu Zn Mn

Probe ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Premix 0,00 50,00 35,00 0,00 50,00 35,00
Materii furajere 6,44 34,88 2,44 6,44 34,88 2,44
Total furaj 6,44 84,88 37,44 6,44 84,88 37,44
Ficat - 28 de zile (LB) 207,14 £5,7 206,79 +8,7 | 10,41+08| 207,14+57 206,79 + 8,7 10,41 +0,8
Ficat - 33 de zile 144,12*+ 16,5 | 193,43+17,1| 10,85+0,5| 143,38*+10,8| 18857*+19,4| 10,79+0,6
Ficat - 39 de zile 26,62* 55 131,95 +2.8| 10,29+1,4| 71,31*+7,6 128,15 +152| 9,93+1,4

Nota: * - semnificativ diferit fata de LB (p<0.05) (LB = linia de baza)

Nu s-au inregistrat diferente semnificative (p<0,05) intre loturi in ceea ce priveste
concentratiile de Zn din ficatul purceilor sacrificati la 33, respectiv 39 de zile. La finalul
experimentului, concentratiile de zinc din ficat au fost semnificativ mai mici (p< 0,05) decat cele
determinate in probele de ficat prelevate de la purceii sacrificati la 33 de zile. Explicatia este legata
de continutul de zinc din ratie. Suplimentul de Zn adus prin premix in ratiile purceilor a fost de doar
50 ppm fata de 80 ppm nivelul recomandat de National Research Council, NRC (1998), deoarece
unul dintre obiectivele experimentului a fost acela de a reduce in ratie cantitatile de microelemente cu
rol de promotor de crestere (Cu, Zn). In consecintd, a fost redusa si absorbtia zincului din hrana,
concentratia de Zn din ficat fiind direct proportional cu nivelul din ratie, comportare in concordanta
cu literatura de specialitate (Carlson, 1999). Inulina din ratie nu a avut efect asupra concentratiilor de
Zn din ficat.

Rezultatele experimentale au aratat ca suplimentele de inulind in hrana de bazd nu au
influentat absorbtia manganului in organismul purceilor.

Concentratiile de Cu 1n ficatul purceilor la finalul experimentului au fost semnificativ mai
mici decat valorile inregistrate la inceputul studiului. Rezultatele obtinute pentru concentratiile de Cu
n ficat, sunt in acord cu datele publicate in literatura de specialitate la aceeasi categorie de purcei
(Jondreville, 2005; Apgar, 1995). Rezultatele din tabelul 5.3. nu au ardtat diferente semnificative
intre loturi dupa primele 5 zile de tratament (vérsta de 33 zile), dar concentratiile de Cu in ficat au
fost semnificativ diferite (p = 0.0002) intre loturi la finalul experimentului (vérsta de 39 zile). Aceste
rezultate demonstreaza ca, desi nivelul de Cu din ratie nu a diferit Intre loturi, suplimentul de inulind
a imbunatatit absorbtia si utilizarea cuprului In organismul purceilor intarcati. Evolutia concentratiilor
de Cu s-a incadrat pe o panta descendenta pe parcursul experimentului, la final, concentratiile de Cu
din ficatul purceilor lotului M reprezentand doar 12,5% din concentratia de Cu Inregistratad in ficatul
purceilor sacrificati la Tnceputul experimentului si pentru lotul experimental, 34,43% din valoarea
initiala (tabelul 5.4.).

Nivelul de Cu din ratie (6,44 ppm) corespunde cerintele purceilor, de 5 ppm (NRC, 1998), dar
sursele de Cu din ratie sunt doar materiile vegetale, biodisponibilitatea cuprului fiind redusa. O ratie
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deficitara in Cu determind o slaba activitate a superoxide dismutazei din ficat si celulele rosii
(Iskandar, 2005) ceea ce poate conduce la un nivel scazut de Cu in ficat.

Din figura 5.1. se observa ca depozitele de Cu in ficatul purceilor din experimentul desfasurat
in ferma comerciala sunt mai mici decat in cazul fermei experimentale, atat pentru lotul martor, cat si
pentru lotul experimental. Tn cazul fermei comerciale, concentratiile de Cu din ficat au scazut pe
parcursul perioadei experimentale, in timp ce pentru purceii din ferma experimentald, dupa o tendinta
initiala descrescatoare, nivelul de Cu a crescut in saptaméana finala. O posibild explicatie ar putea fi
absorbtia intestinala mai buna a cuprului in cazul animalelor crescute in ferma cu conditii ideale de
igiena.

300,00 -+
250,00 -
200,00 -
cu 150,00
ppm ’
100,00 -
50,00 -
0,00
Ferma Ferma Ferma Ferma
experimentala comerciala experimentala comerciala m 238 zile
m 33 zile
Lot Martor Lot Experimental
39zile

Fig. 5.1. Evolutia concentratiilor de Cu in ficat in timp, in cazul purceilor crescuti in cele 2
ferme in care au avut loc experimentele

5.2. STUDIUL CORELATIEI INTRE CONTINUTUL DE MICROELEMENTE
DIN ORGANISMUL ANIMAL SI CONCENTRATIA ACESTORA DIN
DIETELE DE HRANA IMBOGATITE CU UN AMESTEC PE BAZA DE
TOPINAMBUR SI FRUNZE DE CATINA

In scopul evaluirii efectelor adaugarii in ratia de hrana a purceilor intircati, a unui amestec de
plante de culturd, asupra continutul de microelemente din organismul purceilor din experiment, in
vederea stabilirii de corelatii intre acestea, s-au organizat 2 experimente de nutritie animala. Sarurile
de Fe, Cu, Mn, Zn care se folosesc de obicei ca adaosuri minerale in hrana animalelor, au fost
inlocuite partial in ratiile purceilor din experiment cu un amestec de plante de culturd, pe baza de
topinambur si frunze de catina (Untea, 2010d, Untea, 2010e; Untea, 2012f).

Materialele vegetale folosite la producerea acestui amestec rezultd ca subproduse industriale
de la prepararea de suplimente alimentare naturale. S-a ales acest amestec pentru ca topinamburul
este bogat in inulind, o oligozaharida care actioneaza la nivelul tractusului digestiv al purceilor
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favorizand absorbtia microelementelor, iar cdtina este un adevarat premix vitamino mineral natural
(Beveridge, 1999; Gutzeit,2008).

Amestecul de plante pe baza de catind si topinambur a fost testat la un nivel de 3% inglobare
in nutretul combinat in cadrul unui microtest folosind custi metabolice individuale si in conditii de
fermd in hala experimentald. Microelementele din materiile prime ale ratiei de baza depdsesc
necesarul. Insa datorita slabei lor biodisponibilitati, atat din furajele vegetale, datoritd prezentei
fitatilor cét si din aditivii minerali, ratiile se suplimenteaza cu premixuri minerale. Tn ideea inlocuirii
partiale a sarurilor anorganice de Fe, Cu, Mn si Zn din ratie cu suplimente provenite din amestecul de
plante, farda a afecta performantele bioproductive, ratia experimentald, E, a avut nivelul
microelementelor Fe, Cu, Mn, Zn din premix injumatatit.

Tn figura 5.4. este prezentata evaluarea grafica a concentratiilor de microelemente determinate
n furajele administrate purceilor in cele 2 tipuri de experiment.
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Fig. 5.4. Prezentarea grafica comparativa a concentratiilor de microelemente determinate in
furajele administrate purceilor in experimentele de tip microtest vs macrotest

Datele din figura 5.4. arata ca, pentru toate cele patru microelemente studiate: Fe, Cu, Mn si
Zn, atat in cazul experimentelui de tip microtest, cat si a celui de tip macrotest, nivelul lor in furajele

administrate loturilor experimentale, E (cu 3% amestec botanic in ratie) a fost mai mic decat la lotul
martor.

Rezultatele obtinute in cadrul experimentului microtest au fost comparate cu cele obtinute in
conditii de ferma de catre purceii din loturile martor, M si experimental, E. Nu au existat diferente
semnificative intre mediile greutatilor purceilor la inceputul experimentelor. La final, au existat
diferente semnificative intre purceii din loturile apartindand experimentului microtest fatd de cei din
experimentul de tip macrotest. Nu au existat diferente intre purceii din loturile din acelasi experiment.
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Rezultatele obtinute la determindrile privind parametrii sangelui au aratat ca, in ambele tipuri
de experiment, valorile Inregistrate in finalul experimentului se incadreaza in limitele normalului
pentru categoria de purcei care s-au aflat in experiment.

In cazul concentratiilor de microelemente in fecale s-au inregistrat valori mai mari pentru
purceii din loturile macrotestului pentru Cu, Mn si Zn, dar comparabile cu cele obtinute in cazul
microtestului, respectandu-se proportia fata de concentratiile calculate prin raportare la lotul martor,
M. In cazul fierului concentratiile determinate in fecale au fost semnificativ (P< 0,05) mai mari in
conditiile experimentale specifice (de ferma) macrotestului.

Tn cazul fierului, pentru toate cele trei tipuri de organe prelevate de la purceii din ambele loturi
ale macrotestului, concentratiile au fost mai mici decat cele inregistrate la purceii din loturile
microtestului. Aceasta observatie respectd rezultatele comparative obtinute in cazul concentratiilor
regdsite in fecale. Concentratiile de Fe din fecalele animalelor participante la macrotest au fost
semnificativ mai ridicate decat in cazul celor din microtest. Tn acest context, depozitele de Fe Tn
organele studiate sunt mai mari in cazul loturilor participante la microtest.

Concentratiile de Cu 1n principalele organe de depozit au fost comparabile intre cele doua
tipuri de experiment. Totodata ele au fost comparabile si intre loturi, M respectiv E, cu exceptia
concentratiei de Cu din rinichi Tn experimentul tip microtest unde concentratia de Cu la lotul E a fost
semnificativ (P< 0,05) mai mare decét la lotul M.

Tn cazul zincului, concentratiile determinate in organele recoltate de la purceii ambelor loturi
din macrotest au fost usor mai mari decdt cele determinate in organele purceilor din loturile
microtestului. Diferentele insa nu au fost semnificative.
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Capitolul 6

STUDIU CHIMICO-ANALITIC AL CORELATIEI INTRE
CONTINUTUL DE MICROELEMENTE DIN ORGANISMUL
ANIMAL SI CONCENTRATIILE ACESTORA DIN DIETELE DE
HRANA IMBOGATITE CU PLANTE DIN FLORA SPONTANA

In aceast capitol, sunt descrise 2 experimente de digestibilitate si bilant mineral realizate pe
Mn din nutreturi combinate in care au fost inclusi fitoaditivi. Fitoaditivii folositi au fost: oregano,
afine, coltul babei.

6.1. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE Fe, Cu, Mn, Zn DIN OREGANO,
AFINA SI COLTUL BABEI, PROVENITE DIN FLORA SPONTANA

Evaluarea potentialului antioxidant al plantelor recoltate din flora spontana

Rezultatele obtinute la determinarea capacitatii de antioxidant a plantelor recoltate din flora
spontana, arata ca extractele alcoolice de oregano, fructe de afin si coltul babei contin polifenoli cu
activitate antioxidanta. Polifenolii din plantele mentionate au capacitatea de a chelata ionii metalelor
tranzitionale si de a anihila radicalii liberi (Untea, 2010f).

Determinarea cantitativa a continutului de Fe din probe de sol

Analiza probelor de sol prelevate din zona de recoltare a plantei oregano (zona Pausesti)
evidentiaza un sol usor acid (pH = 6,81) si o concentratie de fier mobil de 75,5 mg/kg. Valoarea pH-
ului este caracteristica unui sol cu aciditate moderata.

Determinarea cantitativa a continutului de Fe, Cu, Mn, Zn din componentele ratiilor

In scopul evaluarii efectelor adaugirii in ratia de hrana a purceilor intircati, a unui amestec de
plante, asupra continutul de microelemente din organismul purceilor din experiment, in vederea
stabilirii de corelatii intre acestea, au fost organizate 2 experimente, tip microtest, pe purcei intarcati
in care s-a studiat corelatia intre continutul de microelemente din organismul animal si concentratia
acestora In dietele de hrana imbogatite cu suplimente de plante recoltate din flora spontana (Untea,
2010g; Untea, 2011; Untea, 2012¢).

In primul experiment desfasurat pe 3 loturi de purcei lotul M si loturile experimentale E1, E2
a fost testat oregano (sovarv) in ratie, in prezenta unor componente care sd asigure rate diferite de
includere a microelementelor Fe, Cu, Mn, Zn Tn premix. Tn premixul mineral administrat purceilor
din lotul E1 nu au fost adaugate decat saruri de Zn — 0,5%, iar premixul administrat purceilor din
lotul E2 a inclus microelementele Fe, Cu, Mn, Zn 1n proportie de 0,5% (jumatate din rata de includere
a microelementelor din ratia purceilor din lotul M).

23



In al doilea experiment, desfasurat pe 3 loturi de purcei (M, E1, E2) au fost testate amestecuri
de oregano (inclusa in ratie in proportie de 3%) si afina (inclus in ratie in proportie de 1%) - lotul E1,
respectiv oregano (inclus in ratie in proportie de 3%) si coltul babei (inclus in ratie in proportie de
1%) - lotul E2. Premixul administrat loturilor experimentale a inclus microelementele Fe, Cu, Mn,
Zn 1n proportie de 0,5% (jumatate din rata de includere a microelementelor din ratia lotului M).

Experimentul 1- Oregano recoltat din flora spontana are un continut ridicat de Fe. Acest fapt
dovedit prin analiza, asa cum s-a aratat in capitolul 4.5. a facut ca nivelul de Fe in ratia lotului E2 sa
fie usor mai mare decat la lotul M, desi continutul de sulfat de fier (II) din premixul ratiei lotului E2 a
fost redus la jumatate fatd de nivelul ratiei lotului M. Prin reducerea cantitatilor de saruri anorganice
in premix, ratiile loturilor experimentale au avut un continut de Cu cu 68%, respectiv cu 34% mai mic
decat lotul martor, Mn cu 46%, respectiv cu 22% mai mic decat lotul martor. In ratiile loturilor
experimentale continutul de oxid de zinc din premix a fost cu 50% mai mica fata de nivelul celui din
lotul martor. Cele doua loturi experimentale nu s-au diferentiat intre ele prin nivelul de Zn din ratie, ci
prin nivelurile celorlalte microelemente studiate: Fe, Cu, Mn.

Experimentul 2 - Plantele introduse in ratiile experimentale au suplinit o parte din cantitatea
de fier adusa in mod obisnuit prin premix astfel incat ratiile acestor loturi au avut un continut de Fe cu
doar 13-16% mai mic fata de M. Prin reducerea cantitatii de sulfat de Cu (II), respectiv de sulfat de
Mn (II) in premix, ratiile loturilor experimentale au avut un aport de Cu cu 73-75%, respectiv pentru
Mn cu 32-34% mai mic decét cele ale lotului M. In ratiile loturilor experimentale cantitatea de oxid
de zinc din premix a fost cu 50% mai mica fatd de nivelul lotului M. Cele doua loturi experimentale
nu au diferit intre ele prin nivelul de Zn din ratie si nici prin nivelul celorlalte microelemente studiate
(Fe, Cu, Mn) si au avut un continut de Zn cu aproximativ 35% mai mic fata de lotul martor.

6.2. STUDIUL CORELATIEI INTRE CONTINUTUL DE MICROELEMENTE
DIN ORGANISMUL ANIMAL SI CONCENTRATIILE ACESTORA DIN

DIETELE DE HRANA IMBOGATITE CU OREGANO

Experimentul prezentat in acest capitol a fost de tip microtest, fiind realizat intr-o hala
experimentala echipata cu custi de digestibilitate (Untea 2010g, Untea 2011, Untea 2012e).

Valorile sporului mediu nu s-au diferentiat semnificativ (P < 0,05), chiar in conditiile
reducerii continutului de sdruri anorganice de Fe, Cu, Mn si Zn in premixurile ratiilor loturilor
experimentale E1 si E2 fatd de lotul M. Rezultatele obtinute la determindrile privind parametrii
hematologici si biochimici ai sangelui aratd cd, in cazul purceilor din cele 3 loturi studiate, valorile
inregistrate la finalul experimentului se Tncadreaza in limitele normalului pentru specie si categorie
(Parvu, 2003). Cu toata variatia biologica a purceilor, nu s-au inregistrat diferente semnificative (P <
0,05) intre loturi.

Datele bilantului mineral

Pentru studiul corelatiei intre continutul de microelemente din organismul purceilor si
concentratia acestora din dietele de hrana imbogatite cu oregano, pe baza determinarilor din hrana si
excreta (fecale si urina) s-a alcatuit un bilant mineral.
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Rezultatele de bilant au aratat ca ingesta de Fe la purceii din lotul E1 a fost aproximativ cu 12
% mai mica decat la cei din lotul M. La purceii din lotul E2, ingesta a fost mai mare cu 8% fata de
cei din lotul M, datoritd concentratiei mari de fier existente in oregano. In aceste conditii, cantitatea
de Fe eliminata prin fecale a fost in valoare absolutd mai mica la purceii din lotul E1 (aproximativ
7%), dar nediferit semnificativ (P < 0,05) fata de purceii din celelalte 2 loturi studiate. Coeficientii de
absorbtie si retentie ai fierului la lotul M au fost semnificativ (P < 0.05) mai mari fatad de cei
inregistrati la lotul E1, fara a se inregistra insa diferente semnificative (P < 0,05) fata de E2. Faptul ca
nu au existat diferente intre coeficentii de absorbtie ai fierului la M comparativ cu E2, s-ar putea
explica prin nivelurile reduse de Mn si Zn in aceste ratii, elemente competitoare cu fierul in procesul
de absorbtie la nivelul tractusului digestiv (Hill, 1983).

Ingesta de Cu la lotul experimental E1, fara premix mineral, dar cu supliment de 3% oregano,
a fost, cu 74% mai mica decat pentru M, iar la lotul E2 care a avut in premix jumatate din cantitatea
administrata lotului M si 3% oregano, cu 46% mai mica. In aceste conditii, cantitatea de Cu eliminata
prin fecale a fost cu 61,4% mai micd decat la purceii din lotul martor, pentru lotul E1 si cu 35% mai
mica decat la purceii din lotul martor pentru celelalat lot experimental, E2. Asa cum era de asteptat,
coeficientii de absorbtie si de retentie ai cuprului la purceii din lotul M sunt semnificativ (P < 0,05)
mai mari decat la loturile experimentale. Si intre loturile experimentale au existat diferente
semnificative (P < 0,05) pentru coeficientii de absorbtie si de retentie calculati. Datele de bilant
mineral au aratat ca valorile coeficientilor de absorbtie se incadreaza in plaja de valori raportata in
literatura de specialitate (Veum, 2004 si Carlson, 1999) la aproximativ aceeasi categorie de animale,
in cazul administrarii unei ratii cu un continut de 16,5 ppm Cu.

In cazul manganului, ingesta la lotul E1, a fost, cu 57% mai mica decat pentru purceii lotului
martor, iar la lotul E2, cu 21% mai micd. In aceste conditii, pentru lotul E1, cantitatea de Mn
eliminata prin fecale a fost cu 40% mai mica decat pentru lotul M, si cu 30% mai mica pentru celelalt
lot experimental E2. Coeficentii de absorbtie si de retentie ai manganului determinati pentru lotul M
sunt semnificativ (P < 0,05) mai mari decat la loturile experimentale. Si intre loturile experimentale
au fost diferente semnificative In ceea ce priveste valoarea coeficientilor de absorbtie si retentie
calculati, obtinandu-se valori mai mari pentru lotul E2.

Rezultatele bilantului mineral au aratat cd ingesta de Zn la purceii loturilor experimentale a
fost cu 25% mai mica decat la purceii lotului martor. Cantitatea de Zn eliminata prin fecale a fost 17-
18% mai mica decat la purceii lotului martor. Coeficentii de absorbtie si retentie ai zincului la lotul
purceii lotului martor sunt cu doar 5-10% mai mari decat la purceii din loturile experimentale (tabelul
6.24.). Se remarca faptul ca purceii lotului E1 au avut coeficienti de absorbtie mai mici (P < 0,05)
decét purceii celorlalte doua loturi, M si E2, desi loturile experimentale au avut acelasi nivel de Zn in
ratie. Explicatia ar putea consta in efectul lipsei de Cu si Fe adaugat in ratia lotului E1. Coeficientii de
absorbtie obtinuti pentru Zn sunt mai ridicati decat valorile raportate in literaturd in experimente
desfasurate in conditii similare (Veum, 2004 — 32,8% si Carlson, 2004 — 20,9%, Revy, 2002 —
26,9%).

Pentru a cuantifica relatia existenta intre cantitdtile de microelemente ingerate si cele
eliminate prin fecale si urind, s-au stabilit urmatoarele ecuatii de regresie si coeficienti de corelatie:
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pentru Fe: R? = 0,9918; Cu: R? = 0,9918; Mn: R? = 0,9895; Zn: R? = 0,9960. Datele prezentate mai
sus au aratat ca cele trei loturi studiate au respectat aceeasi relatie de proportionalitate intre ingesta si
excreta pentru toate microelementele studiate.

Deoarece pe durata experimentului, bilantul mineral a fost efectuat sdptamanal, s-a putut
urmari evolutia Tn timp a eliminarilor de microelemente prin fecale. Eliminarile de Fe prin fecale la
lotul E2 au fost mai mari pe toata durata experimentului, fata de cantitatile eliminate de purceii lotului
M, fapt considerat normal avand in vedere cd, nivelul de Fe ingerat la lotul E1 a fost mai mare decét
la lotul M. O situatie diametral opusa s-a inregistrat pentru lotul E1, unde o cantitate mai mica de Fe
in ingesta, fata de lotul M, a condus la diminuarea valorilor de Fe excretate. Eliminarile de Cu si Mn
prin fecale la purceii din lotul M au fost mai mari inca din perioada de inceput a experimentului, fapt
considerat normal, avand in vedere ca la lotul M cantitatile de Cu, respectiv Mn ingerate au fost
semnificativ (P < 0,05) mai mari decat la loturile experimentale. Cele mai mici valori de Cu si Mn
excretate prin fecale au fost Tnregistrate la lotul E1 care a primit hrana fara adaos de premix mineral.
Cantitatile cele mai mari de Zn eliminate prin fecale s-au inregistrat la purceii din lotul M, din cauza
nivelului redus de Zn in ratiile loturilor E1 si E2.
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Fig. 6.6. Evolutia eliminarii de microelemente prin fecale, in timp: (a) fier, (b) cupru, (c) mangan,
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Depozitele de Fe in ficat, splina, rinichi, inima, plaman si creier, determinate la finalul
experimentului, nu au atins, la niciunul dintre cele 3 loturi, valoarea de la inceputul experimentului.
Fapt firesc, avand in vedere: depozitele de microelemente cu care se nasc purceii; capacitatea mare
de asimilare din perioada pre-intarcare; cantitatea de Fe administrata injectabil in a 2 a zi de viata, cu
scopul de a preveni anemiile (practica obisnuita in toate fermele). Cele mai mari concentratii de Fe s-
au gasit n ficat si splina. Nivelul de Fe in ficatul purceilor din lotul E1 a fost semnificativ (P < 0,05)
mai mic decét cel nregistrat pentru purceii din loturile M si E2. Concentratiile de Cu in organele de
depozit ale purceilor la Tnceputul experimentului au fost atinse si la final pentru purceii din lotul M.
Cele mai mari concentratii de Cu au fost in rinichi, inima si ficat. Intre loturile experimentale E1, E2
nu au existat diferente semnificative. Cu exceptia creierului, concentratiile de Cu determinate in
organele purceilor din lotul M au fost semnificativ (P < 0,05) mai mari fata de cele determinate la
loturile E1 si E2. Concentratiile de Mn in organele purceilor au depasit la finalul experimentului
concentratia determinata la inceputul studiului. Cele mai mari concentratii de Mn S-au gasit in ficat,
rinichi si plamani. Intre loturile studiate nu au existat diferente semnificative (P < 0,05).
Concentratiile de Zn in organele purceilor nu au depasit la finalul experimentului nivelul de Zn
nregistrat la Tnceputul studiului. Cele mai mari concentratii de Zn S-au gasit in ficat unde valorile
determinate la lotul M au fost semnificativ diferite (p<0,05) fatd de valorile determinate la loturile
experimentale. Tn celelalte organe, concentratiile de Zn au fost comparabile intre loturi.
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Fig. 6.10. Valori medii ale concentratiilor de Fe, Cu, determinate in organele de depozit
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Fig. 6.10. Valori medii ale concentratiilor de Mn, Zn determinate in organele de depozit

Tn figurile 6.11-6.14 sunt prezentate rezultatele proceselor de repartitic a cantitatilor de
microelemente ingerate, pentru toate cele 3 loturi studiate.
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Fig. 6.11. Reprezentarea grafica a rezultatelor experimentale privind repartitia fierului ingerat
in organismul purceilor si in excreta: (a) M; (b) E1; (c) E2
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Cantitatea de microelement retinutd in organismul animalului s-a considerat (Pop, 2006) ca
fiind diferenta dintre cantitatea de element mineral ingerata si cantitatea excretata prin fecale si urina.
Din cantitatea retinuta in organism s-a considerat cantitatea de microelement depozitata in organe
(ficat, splind, rinichi, plaman, inima, creier) pe parcursul experimentului (diferenta dintre cantitatile
calculate pe baza rezultatelor experimentale la finalul experimentului si cantitdtile calculate la
inceputul experimentului); prin diferenta (cantitate de microelement retinutd minus cantitatea de
mineral depozitata in organe) s-a calculat cantitatea de microelement retinuta in alte tesuturi.

Cel mai mare procent de Fe eliminat s-a Tnregistrat pentru purceii din lotul E1. Tn organe a
fost depozitat sub 1% din fierul ingerat, aceasta cantitate fiind repartizata preponderent in ficat.

(a) (b)

splina

(©
Fig. 6.12. Reprezentarea graficd a rezultatelor experimentale privind repartitia cuprului ingerat
in organismul purceilor si in excreta: (a) M; (b) E1; (c) E2

Procentul cel mai important de Cu retinut in organismul animal a fost Tnregistrat pentru
purceii din lotul M, unde si cantitatea ingerata a fost cea mai insemnata. Ficatul detine cea mai mare
parte a cuprului depozitat Tn organe fiind urmat, ca valoare, de cantitatile depozitate in rinichi.
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Fig. 6.13. Reprezentarea grafica a rezultatelor experimentale privind repartitia manganului
ingerat in organismul purceilor si in excreta: (a) M; (b) E1; (c) E2

Ca si in cazurile fierului si cuprului, cel mai mare procent de mangan eliminat a fost
fnregistrat pentru lotul cu cea mai mica cantitate de Mn ingerata. Ponderea cea mai mare de Mn
repartizat in organe o detine ficatul.
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Fig. 6.14. Reprezentarea grafia a rezultatelor experimentale privind repartitia zincului ingerat
in organismul purceilor si in excreta: (a) M; (b) E1;
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Fig. 6.14. Reprezentarea grafia a rezultatelor experimentale privind repartitia zincului ingerat

in organismul purceilor si in excreta: (¢) E2

Din figurile 6.14. se observa ca cel mai mare procent de Zn eliminat s-a inregistrat pentru
lotul E1 desi cantitatea de Zn ingeratd nu a diferit intre loturile experimentale. In ceea ce priveste
cantitatile de microelemente depozitate in organe pe parcursul experimentului, ponderea cea mai
mare o ocupa ficatul. Ca si in cazul celorlalte microelemente studiate, explicatia este data de faptul ca
ficatul are cea mai mare masa, dintre organele studiate, dar si cea mai importantd concentratie de
microelement.

Cea mai mare concentratie de microelemente a fost determinata in ficat (de 2-3 ori mai mare
decat in cazul altor organe). Tn urma raportirii la masa de tesut organic, s-a confirmat faptul ca ficatul
este depozitul principal de microelemente al organismului.

Cantitatea de Fe depozitata in organe de catre purceii din lotul M este de aproximativ 1,7 ori
mai mare decéat in cazul loturilor experimentale. Eficienta utilizarii fierului din sursa anorganica
prezenta in hrana purceilor din lotul M a fost mai ridicata.

In cazul cuprului, valorile raportarilor procentuale dintre cantitatea depozitata si cea ingerata,
cat si dintre cantitatea depozitata si cea retinuta in organism arata ca: E1 > M > E2, respectiv E1 > E2
> M. Pe aceasta baza se poate trage concluzia ca un nivel mai mic de Cu in ratie a condus la o
utilizare mai eficienta a acestuia, mai ales in cazul folosirii adaosurilor de plante in ratie.

Si pentru Mn, valorile numerice ale raportului dintre cantitatea depozitata si cea ingerata, cat
si dintre cantitatea depozitata si cea retinuta in organism au fost favorabile lotului E1: E1 > M > E2.
Pe aceasta baza se poate trage concluzia ca un nivel mai mic de Mn in ratie a condus la o utilizare mai
eficienta a acestuia.

O valoare a ingestei de 1,3 ori mai mare la purceii din lotul M, decét la cei din cele doua loturi
experimentale a condus la cantitati de Zn depozitate in organele animalelor lotului M de aproximativ
2 ori mai mari decat in cazul loturilor experimentale.
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6.3. STUDIUL CORELATIEI iINTRE CONTINUTUL DE MICROELEMENTE
DIN ORGANISMUL ANIMAL SI CONCENTRATIILE ACESTORA DIN
DIETELE DE HRANA iIMBOGATITE CU AMESTECURI DE PLANTE
DIN FLORA SPONTANA

Valorile sporului mediu zilnic calculate pentru loturile martor, M si experimental, E2 (lot cu
amestec de oregano si afind), nu s-au diferentiat semnificativ (P < 0,05), chiar in conditiile reducerii
continutului de sdruri anorganice de Fe, Cu, Mn §i Zn in premixurile ratiilor. Desi ratia lotului El
(ratia cu amestec de oregano si coltul babei) a avut inclus acelasi tip de premix ca si lotul E2,
performantele de crestere ale purceilor acestui lot au fost semnificativ (P < 0,05) mai mici decét cele
ale animalelor lotului M si lotului E2. Aceste rezultate au fost cauzate de consumul semnificativ (P <
0,05) mai mic Tnregistrat pentru acest lot. Explicatia lipsei de apetit a purceilor lotului E1 este c4,
coltul babei (planta cu spini mici) desi a fost macinata de 2 ori inainte de includerea in furaj, a dat
totusi acestuia o consistenta rugoasa, iritanta pentru purcei.

Parametrii hematologici si biochimici se Tncadreaza in intervalul normal de valori, pentru
purceii din loturile M si E2. Tn cazul lotului E1, s-a determinat un numar de leucocite in sange sub
limita inferioara a intervalului normal ceea ce ar putea indica o stare infectioasa instalata in organism
sau un tip de anemie.

Datele bilantului mineral

Conform rezultatelor bilantului, ingesta de Fe la purceii din lotul E1 a fost, aproximativ cu 60
% mai mica decat la cei din lotul M datorita consumului mic de hrana. La purceii din lotul E2,
ingesta a fost mai mare cu 18,5% fata de cei din lotul M datorita aportului important de fier adus in
hrana de plantele adaugate. in aceste conditii, cantitatea de Fe eliminati prin fecale a fost semnificativ
(P < 0,05) mai mica la loturile E1 (aproximativ cu 55%) si E2 (aproximativ cu 15%) fata de M.
Coeficientii de absorbtie si retentie ai fierului determinati la purceii din lotul M au fost semnificativ
(P <0,05) mai mari fata de coeficientii determinati la purceii din loturile E1 si E2.

Tn cazul cuprului, ingesta la lotul E2 (fara premix mineral dar cu supliment de 3% oregano si
1% afind), a fost cu 75% mai mica decat pentru M, iar la lotul E1 (fara premix mineral dar cu
supliment de 3% oregano si 1% coltul babei) a fost cu 85% mai mica decét pentru M. Ca si in cazul
fierului, diferenta dintre ingesta celor doua loturi experimentale s-a datorat unui consum de furaj mai
mic Tnregistrat pentru purceii din lotul E1. Tn aceste conditii, cantitatea de Cu eliminata prin fecalele
purceilor din lotul E2 a fost cu 56% mai mica decat in cazul purceilor din lotul M. Cantitatea de Cu
eliminata prin fecale de purceii din lotul E1 a fost cu 75% mai mica decét cea a purceilor din lotul M.
Asa cum era de asteptat, coeficentii de absorbtie si retentie ai cuprului la lotul M sunt semnificativ
(P<0,05) mai mari decat la loturile experimentale. Si intre loturile experimentale au fost diferente
semnificative in ceea ce priveste valoarea coeficientilor de absorbtie si retentie calculati, in favoarea
lotului E2.
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Rezultatele bilantului mineral arata ca ingesta de Mn la purceii din lotul E2 a fost, cu 55% mai
mica decét la cei din lotul martor. La lotul E1, ingesta de Mn a fost cu 75% mai mica decét la lotul
M. Diferenta intre loturile experimentale a fost determinata de consumul diferit de hrana. Cantitatea
de Mn eliminata prin fecale la lotul E2 a fost cu 52% mai mica decat la lotul M, iar pentru purceii de
la E1 cu 62% mai mica decat la lotul M. Coeficientii de absorbtie si retentie ai manganului la lotul M
sunt semnificativ (P < 0,05) mai mari decat la loturile experimentale. Si intre loturile experimentale
au fost diferente semnificative (P < 0,05) 1in ceea ce priveste valoarea coeficientilor de absorbtie si
retentie calculati, in conformitate cu datele obtinute pentru ingesta si excreta.

Ingesta de Zn la purceii din lotul E2 a fost cu 25% mai mica decat pentru purceii din lotul M,
iar la animalele din lotul E1 cu 85% mai mica. Diferenta intre loturile experimentale a fost adusa de
consumul diferit de hrana. Cantitatea de Zn eliminata prin fecale la lotul E2 a fost cu 19% mai mica
decat la lotul M, iar pentru purceii din lotul experimental E1 cu 75% mai mica decat pentru animalele
din lotul M. Coeficentii de absorbtie si retentie ai zincului la purceii din lotul M sunt mai mari decét
la purceii din lotul E2, dar nesemnificativ. Valorile calculate pentru aceeasi coeficienti in cazul
purceilor din lotul E1 au diferit semnificativ fatd de animalele din loturile M si E2.

Cu ajutorul datelor de bilant au fost construite graficele din figura 6.19. Ele evidentiaza
corelatia deosebit de buna intre cantitatea de microelement ingerata si cea excretata de animalele
participante la experiment.

Pentru a cuantifica relatia existenta intre cantitdtile de microelemente ingerate si cele
eliminate prin fecale si urina, s-au considerat ecuatiile de regresie si coeficientii de corelatie: pentru
Fe: Y= 0,5061X + 54,918; R? = 0,9964; pentru Cu: Y= 0,3764X + 3,1152; R? = 0,9956; pentru Mn:
Y=0,5133X + 5,8562; R*=0,9889; pentru Zn: Y= 0,4727X + 9,5494; R* = 0,9970.

Tn cazul celor trei loturi studiate s-a respectat aceeasi relatie de proportionalitate intre ingesta
si excreta pentru toate microelementele studiate. Cantitatile mici de microelemente ingerate cat si de
microelemente excretate sunt evidentiate prin situarea punctului corespunzator lotului E1 in partea
inferioara a graficului.

Deoarece pe durata experimentului, bilantul mineral a fost efectuat saptaménal, se poate
urmari evolutia eliminarilor de microelemente prin fecale (figura 6.20.).
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Fig. 6.20. Evolutia eliminarii de microelemente prin fecale, in timp: (a) fier, (b) cupru
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Fig. 6.20. Evolutia eliminarii de microelemente prin fecale, in timp: (c) mangan, (d) zinc

Cantitatile mici de Fe ingerate se regasesc, proportional si in cantitatile eliminate, graficul
corespunzator lotului E1 avand o alura descendenta. Tendinta eliminarilor de Fe pentru purceii din
lotul M este ascendenta, in timp ce graficul corespunzator purceilor din lotul E2 este constant in timp.
Eliminarile de Cu si Mn prin fecale la purceii din lotul M au fost mai mari inca din perioada de
inceput a experimentului, datorita unor concentratii mai mari de microelemente in furaj. Tendinta
descendenta a eliminarilor de Cu si Mn in timp este similara observatiilor facute in cazul fierului.
Eliminarile de Zn prin fecale la purceii din lotul M depasesc ca valoare cantitatile corespunzatoare
animalelor din cele doua loturi experimentale, fiind astfel evidentiat nivelul redus de Zn din ratiile
loturilor E1 si E2. Cele mai mici cantitati eliminate pe tot parcursul experimentului caracterizeaza
purceii din lotul E1 Tn conformitate cu cantitatile ingerate.
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Fig. 6.21. Valori medii ale concentratiilor de Mn (c), Zn (d) determinate in organele de depozit

Nivelul concentratiilor de Fe determinate in organele purceilor sacrificati la inceputul
experimentului nu au fost egalate in finalul experimentului la niciunul dintre cele 3 loturi. Cantitatile
de Fe determinate in organele animalelor din lotul E1 sunt in concordantd cu parametrii evaluati
anterior, adica semnificativ mai mici fatda de cazul animalelor din loturile M si E2. Pentru toate
organele, concentratiile de Cu determinate in cazul purceilor din lotul M au fost semnificativ (P <
0,05) mai mari decat cele regasite in organele purceilor din loturile experimentale. Acest fapt este in
conformitate cu ingesta mai mare de Cu la lotul M. Concentratiile de Cu in organele animalelor din
lotul E1 au fost semnificativ (P < 0,05) mai mici fata de cele inregistrate la loturile M si E2. Intre
concentratiile de Mn din organele animalelor apartinand loturilor M si E2 nu au existat diferente
semnificative. Cele mai mari concentratii de Zn s-au gasit in ficat. Concentratiile de Zn determinate
in organele animalelor, altele decét ficatul, nu s-au diferentiat semnificativ (P > 0,05) Tintre loturile
M si E2.

Cantitatea de Fe depozitata in organele purceilor lotului M a fost de aproximativ 2,7 ori mai
mare decét Tn cazul lotului E2. Desi cantitatea de Cu ingeratd de animalele din lotul M a fost de 4 ori
mai mare decat cantitatea ingerata de cele din lotul E2, cantitatea de Cu depozitatd in organe de
purceii din lotul M in fiecare zi a experimentului a fost de doar 2,3 ori mai mare. Se poate considera
ca un nivel mai mic de Cu in ratie a condus la o utilizare mai eficienta a acestuia. Raportul dintre
cantitatea de Mn ingerata de purceii din lotul M fata de cea ingerata de animalele din lotul E2, a fost
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de 2,2. Raportul dintre cantitatea de Mn depozitata de purceii din lotul M fata de E2 a fost de 1,7.
Rapoartele dintre cantitatea depozitata si cea ingerata, cat si dintre cantitatea depozitata si cea retinuta
n organism, sunt favorabile animalelelor lotului E2. Se poate considera ca un nivel mai mic de Mn in
ratie a condus la o utilizare mai eficienta a acestuia. Pentru purceii din lotul E1, la care s-a inregistrat
0 eliminare masiva de Mn prin fecale, cantitatea retinuta Tn organism a avut o valoare mica,
comparativ cu celelalte loturi. Datorita valorii negative inregistrate pentru depozitele de Zn in
organele purceilor din lotul E1, s-au obtinut valori negative si pentru rapoartele calculate astfel incat
se poate concluziona ca ratia administratd a fost ineficientd in privinta depozitdrii zincului in
organismul animalelor. Coeficientii obtinuti prin cele doua tipuri de raportari au fost superiori pentru
animalele din lotul M.

CONCLUZII

Microelementele sunt esentiale pentru majoritatea proceselor metabolice de baza care au loc
in organismul animal. Principalele functii ale microelementelor sunt legate de participarea la
transportul sanguin al oxigenului, hematopoeza, respiratia tisulara si au rol functional in sistemele
enzimatice. Ratiile purceilor sunt suplimentate iTn mod obisnuit cu microelemente, care se adaugd in
hrana animalelor sub forma de compusi anorganici sau organici din surse naturale sau de sinteza.
Principalii factori care limiteazd suplimentarea cu microelemente a ratiei de baza a purceilor sunt
legati de biodisponibilitatea surselor de microelemente si de impactul acestora asupra mediului
inconjuritor. In acest context, in cadrul elaboririi tezei de doctorat au fost efectuate studii privind
inlocuirea suplimentelor de substante anorganice din hrana animalelor cu plante sau extracte din
plante pentru Tmbunatatirea calitatii produselor animale si pentru o mai buna protectie a mediului.

Obiectivul tezei a fost de a caracteriza din punct de vedere chimico-analitic mai multe tipuri
de probe biologice de origine vegetald si animald in vederea evaluarii corelatiilor existente intre
continutul de microelemete din ratiile de hrani si regisirea acestora in organismul animal. In mod
concret, s-au evaluat aceste corelatii in cazul suplimentarii ratiilor purceiilor recent intarcati cu
anumiti fitoaditivi (specii si amestecuri de plante din flora spontand si de culturd) in ideea
imbunatatirii statusului mineral si a protejarii mediului prin reducerea cantitatilor de premixuri
minerale. Fitoaditivii (aditivii fitogenici) folositi ca suplimente in hrana animalelor sunt plante sau
produsi derivati din plante care sunt inglobati in ratiile furajere cu scopul de a imbunatati
productivitatea animalelor sau/si pentru a creste calitatea alimentelor obtinute de la aceste animale.
Premixurile minerale (amestecuri de substante anorganice) sunt folosite in mod curent ca suplimente
n hrana animalelor.

Originalitatea datelor prezentate in cadrul tezei de doctorat consta in:

- caracterizarea urmatoarelor resurse vegetale: catina, topinambur, oregano, afina si coltul
babei, din punct de vedere al continutului de microelemente Cu, Fe, Mn, Zn. Pe baza datelor obtinute,
s-a putut stabili, care dinte aceste plante pot fi folosite ca surse de microelemente in hrana purceilor
recent intarcati;
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- evaluarea efectelor resurselor vegetale propuse din perspectiva folosirii lor ca surse de
microelemente, asupra statusului mineral al purceilor intarcati. Aceste plante au fost utilizate si
evaluate, pentru prima data, ca posibili agenti de prevenire a afectiunilor asociate dezechilibrelor
minerale produse prin intarcarea purceilor, de exemplu anemia feripriva. De asemenea, prin folosirea
acestor plante, s-a studiat posibilitatea reducerii adaosurilor de microelemente de origine anorganica
n ratiile purceilor (practica uzuala), implicit reducerea cantitatilor de microelemente eliminate prin
fecale, componenta importanta pentru strategiile de protejare a mediului.

Pentru atingerea obiectivelor, s-a pornit de la realizarea unui studiu bibliografic privind
microelementele esentiale si folosirea metodelor spectrometrice pentru determinarea continutului de
microelemente din probe vegetale si probe biologice de origine animala.

In continuare, in primul capitol din partea experimentala a tezei de doctorat, au fost
evidentiate aspectele practice ale studiului prin precizarea modalititilor de luare si pregatire a
probelor pentru analiza, stabilirea conditiilor optime de lucru pentru determinarea concentratiilor de
microelemente Fe, Cu, Mn, Zn din probe biologice si organizarea experimentelor de nutritie animala:
experimente de tip microtest si experimente de tip macrotest. Aceasta etapa a fost urmata de validarea
metodelor de determinare a microelementelor Fe, Cu, Mn, Zn din probe biologice si prezentarea
rezultatelor obtinute in experimentele de nutritie animala care au vizat stabilirea de corelatii intre
continutul de microelemente din organismul animal si concentratiile acestora din dietele de hrana
imbogdtite cu extracte vegetale, plante din flora spontand, sau plante de cultura.

Din punct de vedere analitic, probele biologice au o matrice organicd complexa care contine
specii chimice a caror proportie poate exista de la nivelul urmelor pana la componenti majori. Acest
fapt a impus dezvoltarea unei game largi de metode analitice. Totusi, spectrometria de absorbtie
atomica este consideratd a fi metoda de referintad pentru analiza microelementelor din probe biologice.

Aspectele practice ale organizarii experimentelor efectuate in cadrul studiilor din teza de
doctorat privind evaluarea efectelor unor suplimente din plante sau extracte din plante asupra
continutului de microelemente din organismul animal se refera la: prelevarea si pregatirea probelor
biologice (materiale vegetale sau probe de origine animala) in vederea analizarii lor; stabilirea
conditiilor optime de lucru pentru determinarea concentratiilor de microelementelor Fe, Cu, Mn, Zn
din probe biologice, validarea sau verificarea in laborator a metodelor de lucru folosite; organizarea
experimentelor de nutritie animala: experimente de tip microtest si experimente de tip macrotest.

Studiul privind compararea metodelor de dezagregare a probelor biologice de origine animala si
vegetald, in vederea determindrii cantitative a continutului de microelemente, a fost efectuat pe
materiale de referintd §i a avut ca rezultat alegerea metodei de dezagregare cu microunde ca fiind
metoda optimd de aducere in solutie a microelementelor din probe de ficat si din probe de material
vegetal. Aceastd metoda necesitd cel mai scurt timp de lucru, un volum mediu de reactivi concentrati
si este caracterizatd de exactitate exprimata prin valori foarte apropiate de 100%.

S-a urmat protocolul de validare pentru metoda de dezagregare cu microunde si determinare
prin FAAS a microelementelor Fe, Cu, Mn si Zn din probe de ficat — material de referinta. In urma
validarii metodei de determinare a fierului, cuprului, manganului si zincului din probe biologice de
origine animala si vegetala prin spectrometrie de absorbtie atomica in flacara, dupa dezagregare cu
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microunde si a calculului incertitudinii asociate, s-a putut trage concluzia, pe baza rezultatelor
obtinute, ca metoda corespunde scopului propus de a realiza un studiu chimico-analitic al corelatiei
dintre continutul de microelemente din dietele de hrana suplimentate cu extracte de plante, sau cu
plante si nivelul de regasire al acestora in organismul animal.

Intrucat nu se dispune de un material de referinta pentru validarea metodei de determinare a
microelementelor Fe, Cu, Mn, Zn din probe de naturd vegetald din flora spontand si stabilirea
continutului de microelemente din astfel de plante, s-a organizat un studiu interlaboratoare.
Rezultatele furnizate de catre participantii la studiu au alcatuit siruri de date care acoperd o plaja
relativ larga de valori, iar media aritmetica calculatd nu caracterizeaza sirurile formate. Pentru
stabilirea sirurilor de date omogene, a mediei, a deviatiei standard si a inceritudinii s-a aplicat
Algoritmul A. Pentru a evalua capacitatea de analiza a laboratoarelor participante, s-au calculat
scorurile Z, Z’ si Zeta. Din totalul datelor obtinute pentru scorurile analizate, s-au inregistrat 9 valori
zeta discutabile sau nesatisfacatoare. Aceste rezultate pot fi puse pe seama unor valori subestimate ale
incertitudinilor de calcul raportate de catre participantii la studiul interlaboratoare. Rezultatele
obtinute in urma aplicarii Algoritmului A, au aratat ca toate cele 3 plante analizate contin concentratii
importante de microelemente. Valorile determinate justificd folosirea acestor plante in studii de
nutritie animald. Plantele oregano, afina si coltul babei, analizate au fost folosite ca adaosuri in ratiile
de hrana ale unor purcei intarcati in cadrul a doud experimente

Rezultatele analizelor chimice efectuate in experimentul de nutritie animala in cadrul studiului
chimico-analitic al corelatiei intre continutul de microelemente din organismul animal si
concentratiile acestora din dietele de hrand imbogatite cu inulina, au ardtat cd prezenta inulinei a
imbunatatit biodisponibilitatea cuprului din ratiile de hrana ale purceilor intarcati. Nu s-au Tnregistrat
diferente semnificative intre loturi in privinta depozitelor de Mn si Zn din ficat. Biodisponibilitatea
cuprului a fost mai crescuta in cazul purceilor crescuti in conditii de igiena ideale fata de cei crescuti
in conditiile unei ferme comerciale.

Experimentul efectuat pentru studiul chimico-analitic al corelatiei intre continutul de
microelemente din organismul animal si concentratiile acestora din dietele de hrand imbogatite cu
plante de cultura, a demonstrat ca utilizarea unui amestec format din tuberculi presati de topinambur
(Helianthum tuberossum) si frunze de catina (Hippophae rhamnoides), sub forma de pulbere uscata,
in ratiile purceilor, in care aportul de sdruri anorganice a fost redus la jumétate (in comparatie cu un
premix comercial), nu a afectat negativ performantele bioproductive si nici profilul parametrilor
hematologici ai purceilor, care s-au inscris in valorile specifice speciei si categoriei. Amestecul a fost
testat, atat in conditii de microtest, cat si conditii de macrotest, iar datele obtinute in experimentul
macrotest au fost confirmate de cele furnizate de experimentul microtest.

Pentru studiul corelatiei intre continutul de microelemente din organismul animal si
concentratia acestora din dietele de hrand imbogatite cu plante din flora spontana, s-au organizat doua
experimente. Fitoaditivii folositi in experimente au fost inclusi in ratii individual sau In amestecuri.
Plantele folosite au fost: oregano (Origanum Vulgare L.), afina (Vaccinium myrtillus L.), coltul babei
(Tribulus terestris) si un amestec de catina i topinambur.
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Tn cadrul experimentului in care hrana unor purcei intircati au fost adaugate suplimente de
oregano, ca surse organice de microelemente, performantele bioproductive nu au fost afectate prin
scaderea continutului de microelemente din premixul mineral administrat purceilor. Nivelurile de
microelemente (Fe, Cu, Mn, Zn) excretate au fost proportionale cu cele ingerate, fapt important din
punct de vedere al poludrii mediului cu metale grele. Biodisponibilitatea microelementelor din
oregano, a compensat nivelul scazut de element mineral primit prin premix.

In experimentul in care in hrana purceilor intircati au fost adaugate amestecuri de plante
recoltate din flora spontand, ca surse organice de microelemente, performantele bioproductive nu au
fost afectate prin scaderea continutului de microelemente din premixul mineral administrat purceilor,
in cazul folosirii unui amestec de oregano si afina. Nivelurile de microelemente Fe, Cu, Mn, Zn
excretate au fost proportionale cu cele ingerate, fapt important din punct de vedere al poluarii
mediului cu metale grele. Biodisponibilitatea microelementelor din amestecul de oregano si afina, a
compensat nivelul scazut de element mineral primit prin premix.

Datorita consistentei iritante pe care a imprimat-o suplimentul de coltul babei furajului, pentru
purceii lotului care a primit supliment de oregano si coltul babei s-au inregistrat parametri
bioproductivi semnificativ mai mici decat pentru celelalte loturi studiate. Si cantitatile de
microelemente eliminate, au fost reduse pentru purceii acestui lot, acest fapt fiind in concordanta cu
cantitdtile mici de microelemente ingerate. Pe parcursul experimentului nu au fost depozitate cantitati
de microelemente in tesuturile organice evaluate. Ratia administratd purceilor a fost ineficientd in
privinta depozitarii microelementelor in organismul animalelor. Biodisponibilitatea microelementelor
din amestecul de oregano si coltul babei, a fost redusd si a afectat statusul microelementelor in
organismul purceilor, acest amestec neputand compensa microelementele primite de purcei Th mod
uzual prin premix.

Rezultalele studiilor chimico-analitice afectuate pe probe biologice de material vegetal si de
organe animale obtinute in cadrul unor experimente de nutritie animala, sunt prezentate si discutate in
teza de doctorat in cuprinsul a 4 capitole (Capitolele 3 - 6). Ele sunt prezentate in 134 de tabele si 66
de figuri. Datele experimentale au fost discutate in corelatie cu informatiile existente in literatura de
specialitate, prezentata sistematizat in Capitolele 1 si 2.

Pe baza rezultatelor experimentale obtinute in cadrul studiilor efectuate pentru elaborarea
tezei de doctorat, se poate aprecia ca inlocuirea adausurilor de minerale sub forma de saruri sau oxizi
anorganici si a antibioticelor in hrana purceilor, cu anumite plante de culturd sau din flora spontana
sau cu extracte de plante, are un efect benefic asupra sanatatii si a cresterii animalelor, a calitatii
produselor alimentare si a protejarii mediului. Pot fi recomandate in acest sens, inulina (extrasda din
cicoare), oregano si fructele de afina (din flora spontana) si catina si topinamburul cultivate ca plante
medicinale.

Teza de doctorat este prezentatd pe parcursul a 270 de pagini si cuprinde 207 referinte
bibliografice.
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