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TOC-4200

Comunicare

Figura 1: TOC-4200

A ) L
ntretinerea redusa si

functionarea independents,

precum si determinarea
rapidd a valorilor TOC sunt
caracteristicile cheie ale
analizoarelor TOC de proces
de la ora actuald. Noul sistem
TOC-4200 integreazd aceste
cerinte. Acesta este utilizat pentru
monitorizarea continua a poludrii
prin analiza carbonului organic,
avand o gamd larga de aplicatii.

Analizor cu o intretinere redusa

TOC-4200 este un analizor de
precizie care utilizeazd combustia

catalitica la o temperatura

de 680°C. Deoarece aceasta
temperaturd se afla sub punctul
de topire al clorurii de sodiu, se
previne dezactivarea centrilor
activi ai catalizatorului prin
topirea acesteia.

Utilizarea platinei drept catalizator
asigurd transformarea completd a
compusilor de carbon organic in
CO,. Detectorul NDIR de inaltd
sensibilitate permite injectarea

de volume mici de probd (tipic
20-50 pl). Volumele mici injectate
reduc incarcarea catalizatorului cu
saruri din proba. Se poate obtine
o reducere si mai mare cu ajutorul
functiei integrate de dilutie, care
prelungeste in mod considerabil
durata de viata a catalizatorului

si intervalele de intretinere
corespunzdtoare. Functia integrata
de dilutie asigurd un domeniu de
masurare de pand la 20.000 mg/1
si, in plus, permite realizarea de
calibrari multipunct (max. cinci
puncte de calibrare).

In mod standard, determinarea
TOC se realizeaza prin metoda
NPOC (cu indepértarea carbonului
anorganic inainte de injectare). In
functie de aplicatie, utilizatorii pot
imetoda sciderii (TOC = TC

Noul design si software
simplifica operarea

Noul design permite separarea

in compartimente diferite a
componentelor electronice,

a sistemului de mésurare si a
traseelor lichidelor. Aparatul
principal nu trebuie deschis pentru
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umplerea cu solutiile standard

si cu acid clorhidric. Operarea

se realizeaza prin intermediul
unui ecran tactil color. Navigarea
facild prin meniu simplificd
crearea curbelor de calibrare i a
metodelor de masurare.

O functie calendar permite
programarea determinarii
automate a probelor de control sau
a curbelor de calibrare. Misurarea
offline a probelor este posibila fara
sd fie necesara oprirea aparatului.
Masurarea online se intrerupe
doar in timpul masurarii offline a
probei. Dupd finalizarea masurarii
offline, misurarea online se reia in
mod automat.

Noi posibilitati de comunicare

Intr-un parc industrial chimic,
analizoarele de proces se pot afla
la o distantd mare si de aceea este
important ca operarea aparatelor
sa se realizeze dintr-o camerd

de comanda. Un numdr mare

de alarme si semnale de stare
faciliteaza detectarea depdsirii
valorilor limitd sau necesitatea
unei operatiuni de intretinere.
Operarea la distantd permite
utilizatorilor sa initieze médsurarea
sau calibrarea si sa selecteze un

anumit flux de masurare. Pand
acum, era necesar un circuit
separat pentru fiecare functie de
control sau de mésurare. Prin
utilizarea comunicdrii seriale
bidirectionale, toate aceste functii
pot fl acum integrate printr-un
bus de comunicatie cu doud

fire. In mod standard, aparatul
utilizeaza protocolul Modbus.
Optional pot fi programate
protocoale suplimentare. In
plus, pot fi accesate date privind
valorile de masurare si starea
aparatului printr-o interfatd web.

Prepararea probei

Acuratetea masurarii depinde nu
numai de sistemul de analizi, ci si
de prepararea probei. TOC-4200
dispune de mai multe sisteme

de preparare a probei care pot fi
adaptate in mod optim in functie
de domeniul de utilizare.

Pentru optiunea de mésurare in
flux unic, proba trece printr-un
filtru in camera probei. Un cutit
rotativ omogenizeazd proba
inainte ca aceasta sa fie transferatd
in aparat pentru analiza. Astfel,
chiar si probele care contin
cantititi mari de materie solida pot
fi masurate fird dificultate. Dupa

MAINTEMAMCE

MEASURING

Figura 2: Operare facila prin intermediul ecranului tactil

efectuarea analizei, camera probei
si filtrul sunt curatate prin clatire
cu apa. In functie de aplicatie,

apa de clatire poate fi acidificatd
pentru a preveni formarea algelor.

Atunci cand sunt mai multe fluxuri
de proba pe un singur aparat,

este utilizatd unitatea de lucru cu
fluxuri multiple de probé (Figura
3). La fel, proba este omogenizata
inainte de analizd. Functia de
clitire previne contaminarea

la trecerea la o alta secventd de
masurare. Programul de masurare
poate fi selectat individual pentru
fiecare flux de mésurare in parte.
De asemenea, utilizatorul poate
determina in mod liber ordinea
fluxurilor de masurare.

Diversele optiuni extind gama
de aplicatii

Optiunea TN permite
determinarea simultana a TOC si
TN, (azot total) intr-un interval
de cateva minute. Proba este
injectata in tubul cu catalizator la
o temperatura de 720°C. Compusii
carbonului se transformd in CO,,
iar compusii azotului in NO. Dupa
uscare, gazul purtator, continand
ambele componente, ajunge

mai intai la detectorul NDIR
(unde este detectat dioxidul de
carbon) si apoi la detectorul de
chemoluminescenta. Se foloseste
ozon pentru producerea unei
reactii de chemoluminescentd,
care este apoi mdsurata. Sunt
integrate independent picurile
ambelor componente si se
calculeaza concentratia.

Pentru o analiza TOC continua a
probelor cu continut mare de sare
(> 10 g/1), Shimadzu a creat un kit
pentru sare. Tubul de combustie are
o forma speciald si se folosesc doua
granule catalitice sferice diferite.
Aceastd combinatie prelungeste

in mod semnificativ intervalele de
intretinere. Prin utilizarea acestui
kit intr-o aplicatie cu apd de mare,
durata de viatd a catalizatorului

si a tubului de combustie poate fi
mdritd de zece ori.

In aplicatiile de monitorizare a
sistemelor de apd de ricire sau de
condensatie, valorile TOC sunt
in general mult mai scizute. In
acest caz este util kitul de inaltd
sensibilitate pentru masurarea
concentratiilor TOC sub 1 mg/1.
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Figura 3: Unitate de masurare cu
omogenizare

Prototipul a trecut testul de
fiabilitate operationala

Un prototip al aparatului TOC-
4200 a fost testat intr-un parc
industrial chimic din Germania
pe o perioada de trei luni, in
conditii reale de operare. Proba
utilizata a fost apd reziduald cu

o concentratie mare de sare.
Datoritd tubului de combustie
special si a umpluturii catalitice
din kitul pentru sare, aparatul
TOC-4200 nu a necesitat nicio
operatiune de intretinere. In plus,
au fost clar demonstrate excelenta
functionare si utilizarea facila a
acestuia.

. Sampling

processing /
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Figura 1: Sfere cu aspect de caviar, pe baza de alginat preparat cu fluoresceing, la o
lungime de unda de excitatie de 460 nm. Aparatul utilizat este un spectrofotometru cu
fluorescenta Shimadzu RF-5301PC. Produsul obtinut este un pseudocaviar fluorescent
introdus intr-o celula de cuart de 1 cm.

E ;:I"h. Ne face placere sa va transmitem informatii suplimentare. Va rugam
! _..'1 =1 introduceti numadrul corespunzator de pe cardul de raspuns sau

El:i.-ﬁ!- . transmiteti-ne o solicitare prin aplicatiile Shimadzu News App sau News
E-E?‘ WebApp.

Info 401

onform estimdrilor

(mandatul de

standardizare M/425
al Comisiei Europene), tigarile
ldsate nesupravegheate provoaca
aproximativ 14.000 de incendii
in fiecare an in UE, soldate cu
7.000 de decese, 2.500 de raniri si
pagube materiale de aproximativ
50 de milioane de euro. Cum
poate gastronomia moleculara sa
reducd numarul acestor accidente?

Sferificarea este una din multiplele
aplicatii ale gastronomiei
moleculare care combina texturi
si arome neconventionale. Este
vorba de un procedeu prin care
sucul lichid este transformat in
sfere umplute cu suc. Pentru a
obtine aceste sfere se dizolva

in suc o cantitate de alginat (o
substanta obtinutd din alge). Apoi
se toarna picaturi de suc intr-o

Caviaru

baie de apa continand o solutie de
calciu. Calciul din baia de apd intra
imediat in reactie cu alginatul din
suc si formeaza o peliculd in jurul
picaturii de suc. Sferele cu suc create
in acest mod au un aspect identic cu
caviarul (Figura 1). Ce legdtura are
pseudocaviarul cu tigérile?

Bobitele de pseudocaviar si
legatura lor cu tigarile

Tigarile reprezinta o sursa de
caldura si deci un pericol de
incendiu. Acestea pot cauza
aprinderea materialelor precum
mobila sau textilele. Tigarile care se
sting singure pot reduce numarul
de accidente cauzate de tigdrile
lisate nesupravegheate. Aceste tigdri
sunt produse prin inserarea in foita
de tigara, in timpul procesului de
fabricatie, a doud benzi speciale care
reduc propagarea focului.

o T e O

Figura 2: Imaginea unei tigari si imaginea marita a unui tip de foita de tigara. In acest caz
benzile care ajuta la arderea continua a tigarii sunt vizibile.

OH
OH 0= OH
-0 0 0 0 |
| "HO HO I1[]"
07 oM,

Figura 3: Structura moleculara a acidului
alginic din care se obtine alginatul de
sodiu (sare)

OH

Figura 4: Structura moleculara a unei
molecule obisnuite de celuloza
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Figura 5: Spectrul infrarosu al unei hartii albe pentru tigarete masurata prin tehnica cu o

singura reflexie

Figura 6: Spectrul infrarosu al unei hartii pentru tigarete cu un strat subtire de alginat de
sodiu; analiza suprafetei prin tehnica ATR cu o singura reflexie

Aceste benzi actioneaza ca niste de sodiu folosit ca agent de 0z
limitatoare de vitezd, reducand albire. Acestea sunt: un semnal g:’:
fluxul de oxigen care trece prin ascutit la 700, la 900 si un semnal ‘o
hartie citre tutunul care arde. Astfel,  largla 1400 cm™. Acest lucru 018
viteza de ardere a tigarii se reduce este normal, avind in vedere =
in momentul in care focul ajunge substructura grupdrii carbonat 06
la aceste benzi. Prin urmare, se care genereaza doud grupe de o185
mareste posibilitatea ca tigara si se legaturi -CO- si o grupd de ::;
stingd singurd. Benzile sunt realizate  legdturi -C=0 si, de asemenea, 012
dintr-un strat de alginat aplicat distributia electronilor in acest g on
pe foita de tigara — acelasi alginat sistem de legaturi, ceea ce ::,:
folosit si pentru caviarul molecular. conduce la aparitia unui semnal o8

larg la 1400 cm™". In literatura de Sl
O aplicatie simpla in care se specialitate, vibratia de valenta s
foloseste un spectrofotometru simetrica 9sy (-COO-) este o4
FTIR in combinatie cu o unitate calculati ca 1400 - 1360 cm™. =
cu o singurd reflexie demonstreaza 001
diferentele dintre materiale. Spectrul alginatului din hértie 0
Spectrul fiecdrui material in parte, indicd un amestec de alginat cu a0 T BT e TTE AT B T A TR e . T T T
precum si spectrul stratului final hértie. Este posibild diferentierea -
de hartie sunt prezentate aldturat. celor doud spectre. Desi ambele sedmstnate Soss Quasanpte ten

Toate componentele esentiale cum
ar fi celuloza din hértie, carbonatul
de sodiu si alginatul prezinta
semnale largi in spectrul infrarosu.
Toate au in comun caracteristicile
polizaharidelor cu o structurd cu

6 inele, in combinatie cu grupdrile
legate -C-O-C- si -OH.

Spectrul hartiei indica semnale
semnificative pentru carbonatul

materiale au polizaharide la baza,
acestea prezintd diferente in
structura moleculard, vizibile in
spectrul infrarosu. Semnalul de la
1600 cm™ se datoreaza legaturilor
-OH la moleculele foarte mari.
Atunci cand este comparata
structura polizaharidelor, in
functie de pozitionarea inelelor, se
genereaza semnale suplimentare,
in comparatie cu celuloza.

Figura 7: Spectrul infrarosu al pulberii de alginat de sodiu masurat prin tehnica cu o

singura

reflexie

[S2]
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Descoperirea de

Analiza LC-IT-TOF-MS a antibioticelor pe baza

De la stanga la dreapta: Dr. Martin Giera, Prof. Dr. Wilfried M.A. Niessen, Prof. Dr. Hubertus
Irth

Dr. Martin Giera si Prof.

Dr. Wilfried M.A. Niessen,
Universitatea VU din
Amsterdam, Facultatea de
Stiinte, Grupul de analiza
biomoleculara, De Boelelaan
1083, 1081 HV Amsterdam,
Olanda

eterminarea structurii

moleculelor mici

este esentiald pentru
numeroase ramuri ale
biostiintelor. Desi spectroscopia
nucleara de rezonanta magnetica
(NMR) joaci, fara indoiald, cel
mai important rol in determinarea
structurilor substantelor analizate,
spectroscopia de masa (MS) a
inceput si fie utilizata din ce in
ce mai mult pentru determinarea
structurii substantelor. Succesul
determindrii structurii folosind
spectroscopia de masd se
datoreazd mai multor factori:

a) comparativ cu spectroscopia
NMR, se folosesc doar cantititi
mici din proba

b) tehnica se poate utiliza online
in combinatie cu separdrile
cromatografice (LC sau GC)
in ultimul deceniu s-au
acumulat tot mai multe
cunostinte referitoare la
mecanismele de fragmentare
ale anumitor clase de substante:
zaharuri, peptide sau molecule
de ADN/ARN. Efectuarea de
experimente MS/MS sau MS”
folosind aparate MS de inaltd
rezolutie a fost extrem de
importantd pentru realizarea
acestor progrese.

C

~

Urmitorul exemplu aratd
importanta utilizarii capacitatilor
LC-MS" in combinatie cu date
spectrale de inaltd rezolutie,
folosind un aparat Shimadzu LC-
IT-TOE-MS.

Studiu de caz

Descoperirea de noi substante
antibiotice reprezintd o

mare provocare deoarece
microorganismele devin tot

mai rezistente la medicamentele
existente. Prin urmare, trebuie
dezvoltate si aplicate metode
imbunatatite de selectare si
identificare a substantelor
bioactive din diverse surse. La
Universitatea VU din Amsterdam
sunt dezvoltate strategii de selectie
online, care pot fi utilizate in
combinatie cu LC pentru evaluarea
bioactivititii. In cazul de fatd a
fost cercetat efectul monoalchilarii
neomicinei la nivelul diferitelor

NHz

NHz2

pozitii ale atomilor de azot asupra
comportamentului antibacterian al
derivatului format [1]. Alchilarea
reductivd a neomicinei -

substanta care face parte din clasa
antibioticelor aminoglicozidice

- cu un echivalent n-octanal
conduce la formarea a sase
regioizomeri (Fig.1).

Regioizomerii au fost separati
prin cromatografie de lichide

(LC) cu fazd inversd si au fost
demonstrate diferentele care apar
in comportamentul antibacterian
al acestora [1]. Pentru a determina
structura compusilor a fost utilizat
un detector de masa IT-TOF in
combinatie cu cromatografia de
lichide (LC). O schemad a acestui
sistem este prezentata in figura 2.

Datele MS de inalta rezolutie
utilizate pentru formula
moleculara

In prima etap4, toti regioizomerii
au prezentat aceeasi valoare

m/z de 727,4448. Acest fapt a
demonstrat cd monoalchilarea

a functionat. Efectuarea analizei
MS/MS a generat fragmente
ionice identice, cu un raport m/z
de 564,3628 pentru toti cei sase
regioizomeri, neputdndu-se astfel
diferentia speciile diferite. La
efectuarea analizei MS?, s-au putut
obtine primele diferente intre cei
sase regioizomeri. In aceast fazd
s-a putut stabili care dintre cele
trei inele a fost alchilat. In timp
ce alchilarea inelului 4 a produs

1.25 Eq. n-octanal HO NHy
NaCNBH3

HO
HO,
o
NH%H 0 g e 60°C,25h r H
3 ————=  NH
e Y2 0 L)
q Hal L O\H‘_/
HO i 4
H2 o
H.
i

§ NH'
2
i X
7 0H
OH

HO

0
NHz “on

3 alkylation as example with an NH2 function at 2°

Figura 1: Alchilarea reductiva a neomicinei. Derivatii alchilati au un singur lant n-octil
pe unul dintre cei sase atomi de azot, asa cum s-a ilustrat pentru N-2. Sunt specificate
numerele inelelor (in inel) si numerele atomilor de azot.
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noi substante antibiotice

de neomicina alchilata

1. Incubation
2. Bactiter Glo

reagent = 4
T TV Microtitre plate reader
| 388 well plate | S————-
\ {chemaluminescence)

Gilson 234 l

Bacteria

Makeup buffer

Auto-
\sampler

LC-20AB hinary pump

HPLC column Splitter

LC-20AD pump

LCMS-IT-TOF

Figura 2: Schema aparatului LC-IT-TOF-MS utilizat in acest studiu

m/2567.3628
HO —NHR
NHR  HO
0 0
OH 00 NH_RH - NHR:
HO o
HE NH "OH #
NHRl FI{ m/z 127.4448 NHR H
HO—/~NHR HO -NHR

P OH
+ NHR Nt
0 0
"‘““ix'au MS® and MS* %%1
OH HO NIH
me232 eI
. on I e NHR  HO,

R OH 3 0H_0
NH \%UD S HD#NHR /&@
HO “OH  NHR HO Ho HO.  Nip OH

mz43530 m2275.233 m/z 405,261
Alkylation in ring " Alkylation in ring % Alkylation in ring

Figura 3: Schema fragmentarii derivatilor neomicinei mono-N-alchil in experimentele
MS", fiind prezentata pierderea diferitelor inele si calcularea valorilor m/z ale
fragmentelor rezultate. R = n-octil sau H.

avut ca rezultat formarea a doua
fragmente cu un raport m/z de
273,217 si de 435,317.

doud fragmente cu un raport
m/z de 273,217 si de 405,261,
alchilarea inelului 2 a produs un
fragment cu un raport m/z de
275,233, iar alchilarea inelului 1 a

Pe scurt: Datele MS de inaltd
rezolutie au permis generarea

de formule moleculare pentru
substantele formate. Fragmentarea
MS/MS, asa cum s-ar putea realiza
si cu ajutorul unui aparat Q-TOF,
a avut ca rezultat pierderea uneia
dintre aminozaharidele finale
(nemodificate), neputidndu-se
determina structurile moleculare.
Experimentele MS® efectuate

pe fragmentele MS/MS identice
au furnizat primele informatii
despre structurd: acestea au
permis determinarea inelului
unde a avut loc alchilarea. O
prezentare sumara a procesului

de fragmentare finalizatd cu
experimentul MS’ este prezentata
in figura 3.

O ultima intrebare la care trebuia
gdsit un raspuns a fost: care atom
de azot din inel a fost alchilat ?
Experimentele MS* pe fragmentul
ionic cu valoarea m/z de 275,233
(alchilare inel 2) au avut ca
rezultat, asa cum era de asteptat,
spectre identice, ca urmare a
structurii simetrice a derivatilor
N-1 si N-3. Pentru ceilalti patru
regioizomeri, experimentele

MS* au relevat fragmente ionice
distincte si au condus ulterior la
stabilirea clard a atomului de azot
alchilat din inel.

Concluzie

Experimentele MS" de inaltd
rezolutie efectuate cu un aparat
LC-IT-TOE-MS pot conduce

la determinarea integrala a
structurii compusilor inruditi.
Determinarea inelului alchilat la
derivatii N-octil ai neomicinei

a fost realizata prin cercetarea
clivajelor ulterioare ale legdturilor
glicozidice. Experimentele MS* au
fost necesare pentru a determina
structura a patru din cei sase
regioizomeri. Pentru determinarea
celorlalti doi regioizomeri ar fi
necesara utilizarea cromatografiei
preparative LC si, ulterior,
efectuarea analizei NMR.

[1] Giera et al. Rapid Commun Mass
Spectrom, 2010, 24:1439
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Figura 1: Pompa Nexera avand instalatd o
valva de gradient cuaternar

Filozofia Kaizen pentru

Nexera intr-un proces continuu de perfectionare

aizen este filozofia

japonezi despre viata si

munca al carei concept
fundamental este perfectionarea
continui. In domeniul afacerilor,
filozofia Kaizen isi gaseste
aplicabilitatea in domeniul
proceselor de perfectionare
continud. Orice produs si proces
poate fi perfectionat, acest
lucru fiind valabil chiar si in
cazul produselor si proceselor
considerate optime.

Pentru sistemul Nexera de la
Shimadzu, filozofia Kaizen se
regaseste in implementarea unei
serii de modificari si solutii noi,
la 18 luni de la prima lansare a
sistemului, cu scopul extinderii
aplicabilitatii gamei Nexera.

Prin integrarea optiunii de
gradient cuaternar debitul a
crescut pand la valoarea maxima
de 10.000 ml/min. Astfel s-a
obtinut o extindere a domeniilor
de utilizare in ceea ce priveste
pompele pentru amestecul de
solventi si pentru aplicatii de
semipreparare.

Pentru asigurarea functiondrii
fiabile a pompelor, care constituie
,coloana vertebrald” a sistemului,
au fost efectuate modificari ale
capului de pompd, sistemului

de prindere al pistonului si

valvelor. Desi majoritatea acestor

modificari nu sunt vizibile pentru
utilizator, sensibilitatea redusa

la bulele de aer si durata de viata
mai lunga sunt aspecte care nu pot
trece neobservate.

Elementul cel mai important
este obtinerea unui amestec
optim

Reproductibilitatea si acuratetea
gradientului sunt esentiale atunci
cand se utilizeaza gradienti rapizi
si coloane scurte. Pentru aceasta
este necesard selectarea celor mai
potrivite componente pentru

faza mobild. In completarea
microreactoarelor de mixare
utilizate pana acum, de 20 pl si
180 ul (versiunea TFA), a fost
lansata versiunea de 40 pl si 100 p,
iar designul microreactorului de
mixare de 180 pl a fost optimizat
pentru a reduce fluctuatiile liniei
de baza cauzate de amestecare. Cu
toate acestea, cu cét utilizatorul
are la dispozitie mai multe optiuni,
cu atét ii va fi mai greu sa decida
care volum de amestec reprezintd
solutia optimd pentru o anumita
aplicatie.

Autosampler-ul este ,inima”
sistemului

»Inima” sistemului Nexera va

fi intotdeauna autosampler-ul.

S-a subliniat in mod repetat ca
injectiile rapide, fara contaminare,

reprezinta caracteristica esentiala
a acestuia. In ceea ce priveste
modificarile, in prim plan se afla
durabilitatea si operarea fara
intretinere, fara a se renunta la
caracteristicile existente si fard a fi
afectata performanta.

Multe laboratoare folosesc deja
posibilitatea de injectare a unor
volume mari de proba. Instalarea
unei bucle mari de mésurare
(max. 2.000 pl) in sistem permite
injectarea de volume mari de
proba. Cu toate acestea, trebuie sa
se tind cont de debit, de domeniul
de presiune si de dimensiunea
coloanei pentru a se evita avarierea
sistemului si/sau a coloanei.

In functie de aplicatie, se poate
lua in considerare posibilitatea de
a utiliza bucle fixe de méasurare.
Astfel se reduce volumul
sistemului, avand ca rezultat timpi
mai mici de aplicare a gradientului
si un timp de echilibrare mai
scazut intre analize. Din punctul
de vedere al simetriei picurilor,
acest principiu de injectie
prezintd multe avantaje. Cu toate
acestea, raimane deschis subiectul
contaminarii intre injectii:
utilizatorul este cel care trebuie sd
decida prioritétile pentru aplicatia
si sistemul sdu, neexistand o
solutie general valabila.

Minute

Minute

Minute

Figura 2 a-c: test de functionare a noului microreactor de mixare de 180 pl (gradient A: 0,1% TFA in apd, B: 0,1% TFA in acetonitril,

C: 0-45% B)
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un randament maxim

Noi celule de detectie W
325,000
Detectorii reprezintd ,,ochii” 300,000 254 nm
sistemului. In completarea 27509
a 1 250,000
celulelor de detectie cu volum 225,000
standard si semi-micro, acum sunt ?2:’3%
disponibile celule cu o sensibilitate 150,000
superioara. Se poate considera c4, 125,000
. ; 100,000
din punct de vedere al volumului, i
acestea se incadreaza intre cele 50,000 Fixed loop inj.
208 g q 25,000
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al cii fasciculului comparativ Gradient : 0 min (B: 15 %), 1 min (B: 80 %), 1.01 min (B: 15 %)
cu celula standard, la care se
adaugi o focalizare mai mare. Figura 3: Comparatie intre injectia directa si injectia de tip bucla
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Figura 4: Comparatie intre picurile obtinute folosind noile celule de detectie si picurile
obtinute folosind celula semi-micro
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Figura 5: Graficul de selectie a celulei de detectie din manualul de utilizare a sistemului
Nexera
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Sesquiterpenele si terpenoidele
prevenirea inf

Ulei de cabreuva

Ulei de cedru 13,5 - 8 - = = 6 6
Ulei de ienupdr 12,5 7 8 - - - 9 9
Ulei de smirna 13,5 6 10 - - - 9 10
a-Bisabolol 12,5 7 9 — _ _ 9 9
Cedrol 13 - 6 - - - 7 7
(E,E)-Farnesol n 9 8 - - - -
(E)-Nerolidol 1 - 10 - - - - -
(Z)-Nerolidol 11,5 - 1 - - - - -
Sabinen 12 6 8 - - - - -
Tujopsen 10,5 - 6 - - - 9 10

Tabelul 1: Activitatea antimicrobiana | - Zone de inhibitie [nm] in metoda difuziei in agar
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Sabine Krist, Martina Hoeferl,
Leopold Jirovetz
Departamentul de Farmacie
clinica si diagnoza,
Universitatea din Viena, Austria

Compusii organici volatili fac

de mult obiectul cercetarilor
stiintifice. In ultimii ani,
activitatile biologice ale
substantelor volatile organice au
suscitat in mod special interesul
cercetarilor. Articolul de fata
prezinta informatii referitoare la
activitatea antimicrobiand, precum
si la proprietitile antivirale,
anticancerigene si citotoxice ale
sesquiterpenelor si terpenoidelor
(SQT) selectate si ale produselor
naturale bogate in aceste substante
volatile.

Ulei de cabreuva

Ulei de cedru
Ulei de ienupar
Ulei de smirnd

a-Bisabolol
Cedrol
(E,E)-Farnesol
(E)-Nerolidol
(Z)-Nerolidol
Sabinen

Tujopsen

Teste antimicrobiene

Pentru testele antimicrobiene s-a
aplicat metoda difuziei in agar cu
discuri i metoda dilutiei in agar.
Testele au fost efectuate pe patru
tulpini de bacterii gram-pozitive si
pe sapte tulpini de bacterii gram-
negative.

Initial, a fost aplicata metoda
difuziei in agar cu discuri,
folosindu-se discuri de hartie

de 6 mm si cu 6 ul de proba.
Dupa incubarea bacteriilor la o
temperaturd 37°C timp de 24 ore,
a fost masurat diametrul zonei de
inhibitie (IZ). Dupa aceea, a fost
aplicatd metoda dilutiei in agar.

Tabelul 2: Activitatea antimicrobiand Il - MIC[%] in metoda dilutiei seriale in agar

ectiilor virale si a

Activitatile biologice ¢
aceste substante volatf

Compusii testati au fost introdusi
intr-un bulion contindnd Tween
80, 1,0% (v/v) la un volum
corespunzitor pentru a obtine
un domeniu de concentratie

a probelor de 1 - 1.000 ppm.
Concentratia agentilor patogeni
din mediu a fost de peste 106-
107 cfu/cm?. Placile agar au fost
inoculate prin pipetarea de 0,1 ml
de culturd, iar discurile de hartie
(6 mm) au fost impregnate cu

6 pl de proba si apoi incubate la
o temperatura de 37°C, timp de
24 ore.

Microorganisme testate

Bacterii gram-pozitive

« Bacillus cereus (ATCC 11778)
BC

« Staphylococcus aureus (ATCC
6538) ST

« Staphylococcus aureus (izolatd
din alimente alterate) STI

« Staphylococcus epidermidis
(izolata clinic) SE

Bacterii gram-negative

« Citrobacter diversus (izolatd
clinic) CD

« Escherichia coli (ATCC 8739)
EC

« Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9627) PA

« Pseudomonas aeruginosa (izolata
clinic) PAI
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— candidati redutabili in
cancerului?

le sesquiterpenelor si terpenoidelor selectate si ale produselor naturale bogate in
ile

« Pseudomonas fluorescens
(izolaté din alimente alterate) PF

« Salmonella abony (ATCC 6017)
SA

« Salmonella abony (izolata clinic)
SAI

Prin aplicarea metodei difuziei

cu discuri, bacteriile gram-
pozitive, precum si bacteria
gram-negativd Eschericha coli

au fost inhibate de toate uleiurile
esentiale si compusii individuali
testati, cu exceptia uleiului de
cabreuva. Bacteriile gram-negative
Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9627 si tulpina izolatd clinic) si
Pseudomonas fluorescens nu au
putut fi inhibate de niciuna din
substantele volatile testate. Metoda
dilutiei in agar prin care s-a
determinat concentratia minima
inhibitorie (MIC) a relevat

cd sunt necesare concentratii

de 0,1 - 0,8% ale substantelor
volatile si ale uleiurilor esentiale
testate pentru reducerea totald a
bacteriilor. Concentratia minima
bactericida (MBC) definitd ca fiind
concentratia cea mai micd a unui
agent care nu prezintd semne de
dezvoltare microbiana la analizi si
care se poate obtine si prin metoda
dilutiei in agar s-a situat intre 0,2
si 1% pentru SQT-urile si uleiurile
esentiale testate. Rezultatele
detaliate sunt prezentate in
tabelele 1-3.

Teste antitumorale

Diverse substante volatile
organice au fost testate pe celule
HelLa (carcinom cervical uman)
pentru a se verifica potentialul
antitumoral §i antiviral al acestora.
Celulele Jurkat E6.1 (limfoblasti

T prelevati de la un pacient cu
leucemie acutd limfoblasticd)

au fost incluse in analize pentru

a investiga posibilitatea unei

Ulei de cabreuva
Ulei de cedru
Ulei de ienupar

Ulei de smirnd

a-Bisabolol
Cedrol
(E,E)-Farnesol
(E)-Nerolidol
(Z)-Nerolidol
Sabinen 0,4

0,4 0,4 0,4 0,8 0,8

08 0,8 0,8 0,8 0,8

Tujopsen 04

0,4 04 0,4 0,8 0,8

08 0,38 0,8 0,8 0,8

Tabelul 3: Activitatea antimicrobiana Ill - MBC [%] in metoda dilutiei seriale in agar

activitati specifice a probelor
analizate, in functie de tipul de
celule. Toxicitatea celulard a
compusilor volatili a fost testatd
folosind analiza CytoTox-96°,
conform protocolului standard al
producitorului. Valorile ED,  au
fost calculate prin analiza regresiva
a curbelor doza-efect generate de
date.

Linii celulare testate:

« HeLa (carcinom cervical uman)

« Jurkat E6.1 (limfoblast T uman)

« Toxicitate celulara: analiza
Cytotox-96°

Toate SQT-urile testate au afectat
viabilitatea celulelor HeLa. S-a
observat o reducere de 50% a
monostraturilor celulare HeLa
dupa aplicarea nerolidolului
(natural si sintetic) si a (E,E)-
farnesolului in concentratii
(CC,,) sub 5 um. Valoarea CC, a
nerolidolului sintetic din celulele
HeLa a fost de aproape zece ori
mai mica decit doza eficienta
necesara pentru a atinge un

nivel de citotoxicitate de 50% a
celulelor (ED, ). Similaritatea
dintre activitatea antitumorala a
nerolidolului si farnesolului poate

fi atribuita structurii chimice
similare a acestora. In tabelele 4
si 5 sunt prezentate rezultatele
detaliate.

Teste antivirale

Pentru infectiile virale a

fost folositad tulpina A2 a
poliomavirusului la soareci
(MpyV), intr-un raport MOI=5

de unitéti formatoare de plaje per
celula. Titrarea virusului a fost
estimatd folosind microscopia prin
imunofluorescenta.

o Virusul testat
Virus polioma la soareci (MPyV)

o Celulele infectate
Celule 3T6 (fibroblasti la soareci
Swiss albino)

o Analiza
Reducerea plajei

o Titrarea virusului
imunofluorescent fatd de
antigenele virale timpurii sau
tarzii

S-a demonstrat activitatea
antivirald a compusilor volatili
testati, constatindu-se simultan
o reducere remarcabild a
viabilitatii celulelor tumorale.
Concentratia eficientd (CC, ) a

nerolidolului natural impotriva
poliomavirusului la soareci s-a
dovedit a fi de zece ori mai micé
comparativ cu doza citotoxicd
(ED,), iar cea a nerolidolului
sintetic de trei ori mai micé
comparativ cu ED, (a se vedea
tabelul 6).

Teste citotoxice

in prezent, exista foarte
putine informatii cu privire

la proprietatile citotoxice

ale compusilor aromatici
volatili. Toxicitatea in vitro a
substantelor volatile potential
utile a fost evaluata in raport
cu reducerea viabilitétii
celulelor HeLa. Ca referinte
au fost folosite curcumina, un
agent anticancerigen natural si
Antimycin D, un medicament
anticancer cunoscut. §
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Hela Jurkat

Activitate antivirala

CCso (MM)  ED5o(pM)  CCs5o(pM)  ED5o(pM) CCs5o (uM) ED 5 (uM)
a-Bisabolol a-Bisabolol <10
{3-Caryophyllene <15 <30 - - Cedrol <10
Caryophyllene oxide <30 <50 - - Patchoulol
Cedrol <20 <20 <50 - Santalol

(E,E)-Farnesol
Farnesol (isomer mix.)

Nerolidol (sintetic)

Nerolidol (natural)

Longifolene

Patchoulol

Santalol <20 <30 <50 -
Ylang fraction <30 <50 - -

Tabelul 4: Activitatea antitumorald | - CC, - concentratia necesard pentru a reduce
numarul de celule la 50%; ED, - doza eficienta necesard pentru a atinge un nivel de

citotoxicitate de 50%

CCso (uM)

Nerolidol (sintetic)
Nerolidol (natural)
(Z)-Nerolidol
(E)-Nerolidol

Hela

Jurkat

EDso(llM) (c;o(llM) ED SO(IIM)

Tabelul 5: Activitatea antitumorald Il - CC_ - concentratia necesard pentru a reduce
numarul de celule la 50%; ED, - doza eficienta necesara pentru a atinge un nivel de

citotoxicitate de 50%

Activitatea citotoxicd a compusilor
volatili intr-un interval de 24 ore
dupa tratament a fost evaluatd
utilizandu-se kit-ul de detectare

a citotoxicitatii. Influenta
substantelor volatile analizate
asupra viabilitétii celulelor HeLa a
fost testata utilizdndu-se reactivul
WST-1 dupa 24 ore de incubatie.

« Linii celulare testate:
HelLa (carcinom cervical uman)
« Toxicitatea celulara si liza
celulara:
Kit-ul de detectare a
citotoxicitatii (LDH), Roche
Diagnostics
o Proliferarea, dezvoltarea,
viabilitatea si chemosensibilitatea
celulara:
Reactivul WST-1, Roche

Diagnostics

Dintre compusii aromatici volatili
testati, alcoolul sesquiterpenic
(Z)-Nerolidol a demonstrat cea
mai intensa activitate citotoxica,
comparabild cu referinta
curcuming, la o concentratie de
15 pum. Interactiunea directd cu
membrana celulara, conducand
la modificarea permeabilitatii

si la moartea celulei este

consideratd un posibil mecanism
al citotoxicitatii sesquiterpenelor.
In special nerolidolul poate
actiona ca un posibil agent in
preventia chimicé a cancerului.
Ceilalti compusi volatili analizati
(a-bisabolol, cedrol, santalol si
patchoulol) au atins un nivel de
citotoxicitate de 50% pe linia
celulara HeLa, in concentratii
comparabile cu (Z)-nerolidolul.
In tabelul 7 sunt prezentate
rezultatele detaliate.

Analiza GC

Pentru analiza calitativa si
cantitativa a produselor naturale
bogate in sesquiterpene si
terpenoide, care au facut obiectul
acestui studiu, s-au utilizat doua
aparate Shimadzu: un GC-17A
cu detector de ionizare in flacarda
(FID) si un GCMS-QP5050.

Perspective

Sesquiterpenele si terpenoidele
(SQT) cariofilen, a-bisabolol,
cedrol, farnesol, longifolen,
nerolidol, patchoulol, sabinen,
santalol, tujopsen, precum si
produsele naturale (uleiuri

Tabelul 6: Activitatea antitumorala Ill - CC, - concentratia necesard pentru a reduce
celulele infectate la 50%; ED, - doza eficienta necesard pentru a atinge un nivel de

citotoxicitate de 50%

esentiale, fractii de uleiuri si
oleordsini) bogate in aceste
substante volatile au activitati
biologice diferite. Multi

dintre acesti compusi prezinta
proprietati antimicrobiene
impotriva bacteriilor gram-
pozitive si gram-negative
selectate, asa cum s-a demonstrat
prin utilizarea metodelor dilutiei
in agar si difuziei in agar [1,2]. In
plus, s-au demonstrat proprietati
antivirale, anticancerigene si
citotoxice pronuntate impotriva
celulelor 3T6 infectate cu
poliomavirus la soareci si
impotriva liniilor celulare
canceroase umane. Asadar, SQT-
urile se calificd drept candidati

redutabili in prevenirea infectiilor

virale si a cancerului.
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Observatii
In colaborare cu Dr. Margit
Geissler, Shimadzu Europe GmbH

Activitate citotoxica

CCT 50 (1M) CCP 50 (uM)
a-Bisabolol 39,0+ 8,0 33,6+ 64
Cedrol 483+58 40,0 + 8,1
Patchoulol (80 %) 48,3+ 14,0 40,6 11,7
Santalol 29,6+ 2,6 288+ 133
(Z)-Nerolidol
Curcumind
Actinomicind D

Tabelul 7: Activitatea citotoxicd - CCT, - concentratia necesard pentru a atinge un nivel
de citotoxicitate de 50%; CCP, - concentratia necesard pentru a reduce proliferarea

celulelor cu 50%
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Elementele usoare sunt
masurat

Recomandari pentru determinarea elementelor usoare

NaI[H]

Fe !26]

Fluorescence yield [%]

10 20 30 40

Element number [Z]

50 60 70 8 90 100

Figura 1: Emisia de fluorescenta ca functie a numarului atomic al unui element chimic.
Elementele mai usoare emit mai putin, iar elementele mai grele emit mai mult.

luorescenta de raze X este

o metoda eficientd de

determinare a concentratiilor
in domeniul ppm inferior, fara
prepararea probelor. In plus,
teoretic toate elementele din tabelul
periodic pot fi masurate simultan.
Rezultatele sunt disponibile in mai
putin de doua minute.

Domeniul de mésurare al
spectrometrelor de fluorescenté de
raze X incepe adesea de la sodiu
(Na), uneori de la magneziu (Mg)
si foarte rar de la carbon (C).

Este interesant de observat cd in
majoritatea cazurilor cel mai greu
element care poate fi mdsurat este
uraniul (U).

De ce este atat de dificil de
masurat litiul (Li) folosind un
spectrometru de fluorescentd de
raze X? In general, misurarea
elementelor usoare este mai
dificild deoarece trebuie satisfacute
mai multe conditii.

Fereastra de detectie

O prima conditie este reprezentatd
de fereastra de detectie, cel mai
adesea din beriliu (Be), care
transmite o radiatie suficientd doar
de la elementele cu masa atomica

egald sau mai mare decat sodiul
(Na).

De exemplu, domeniul de
madsurare al aparatului Shimadzu
EDX-800 incepe de la carbon
(C) datorita folosirii unei ferestre
speciale, suficient de sensibila
pentru a transmite o radiatie
suficientd de la elementele mai
usoare.

Aerul

Aerul reduce, de asemenea,
cantitatea de radiatie fluorescenta
care intra in detector. In acest

caz, este util sa se evacueze aerul
din compartimentul probei.
Spectrometrele moderne, cum ar fi
aparatele din seria EDX, oferd doud
optiuni: fie este evacuat aerul din
compartimentul probei, fie acesta
este umplut cu heliu. Evacuarea
este practicd, simpld si poate fi
realizata aproape fard costuri,

dar este potrivitd doar pentru
probele solide. Probele lichide

sunt mdsurate intr-o atmosfera

de heliu. In practic, pentru
probele la care trebuie determinat
continutul de aluminiu/silicon sau
de elemente mai usoare s-a dovedit
utild masurarea in vid sau intr-o
atmosfera de heliu.

Emisia de fluorescenta

O dificultate suplimentard in
masurarea elementelor mai usoare
este emisia de fluorescenta a acestor
elemente. Intr-un spectrometru

de fluorescenta de raze X, proba
este excitata cu raze X. Ca raspuns,
proba emite radiatie fluorescents,
precum si raze X. De vreme

ce aceastd radiatie emisd este
caracteristica elementului respectiv,
denumirea si concentratia acestuia
pot fi clar determinate. Emisia de
fluorescenta a elementelor mai
usoare este insd mult mai scazuta
decat cea a elementelor mai grele.
Sodiul va avea intotdeauna o emisie
de fluorescentd mai mica decat
plumbul.

Recipientul probei

Daca proba este introdusa
intr-un recipient, baza acestuia
este de obicei realizatd dintr-o
peliculd polimerica subtire foarte
transparenta la razele X. Cu
toate acestea, trebuie manifestata

greu de

prudenta. Existd mai multe
pelicule care diferd in functie

de rezistenta lor la substantele
chimice, dar si in functie de gradul
de transparenta. Pelicula Mylar
este folosita adeseori ca pelicula
standard datorita rezistentei mari
la substantele chimice. Atunci
cand se foloseste pelicula Mylar
la méasurarea solutiilor apoase,
sodiul nu poate fi determinat.
Transparenta peliculei Mylar la
razele X este foarte buna, dar in
cazul mentionat mai sus, este
recomandata folosirea peliculei
Ultralene si nu a peliculei Mylar,
deoarece transparenta peliculei
Ultralene este mult mai mare.

Atunci cand se foloseste un

sistem cu raze X care ofera functii
complexe, ca de exemplu ferestrele
speciale de detectie si optiuni de
umplere cu heliu sau de vidare a
compartimentului probei, cum

ar fi aparatele din seria Shimadzu
EDX, recomandarile de mai sus
faciliteaza masurarea elementelor
usoare.

o0 5 3 2

Energy [keV]

Ii5 1i2 1 0.8

80
g
= 60
2
2
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g &
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Polypropylene, 0.2

Mylar, 0.25 <~

Kapton, 0.33 <

Ultralene, 0.16

, Polycarbonate, 0.2

Mylar, 0.12

Wavelenght [A]

Figura 2: Capacitatea de transmisie a diverselor pelicule polimerice ca functie a lungimii
de unda a radiatiei incidente de raze X. Elementele mai usoare au o lungime de undd mai
mare si 0 energie mai mica. Acestea se afld in partea dreapta a graficului.
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Tehnologie avansata pentru

Tuburile de grafit pentru atomizarea electrotermica

Figura 1: Spectrometru de absorbtie atomicd AA-7000, cu atomizor GFA-7000 cu cuptor

de grafit

n tehnologia cuptoarelor

de grafit este important sd

se aleagd tubul de grafit in
functie de elementul tintd si de
compozitia probei. In aplicatiile
de atomizare electrotermicd
este utilizatd o mare varietate de
tuburi de grafit. Spectrometrul
de absorbtie atomica AA-7000
cuplat cu atomizorul GFA-7000
cu cuptor de grafit de inalta
sensibilitate, comandat digital,
poate fi utilizat cu urmatoarele
tipuri de tuburi: tub de grafit de
inaltd densitate, tub de grafit cu
acoperire pirolitica, tub de grafit
cu platformad de tip ,,fork” si cu
platforma de tip omega®.

Tubul de grafit de inaltd densitate,
fabricat din grafit obisnuit, este
utilizat pe scard largd. Deoarece
structura cristalina hexagonald

a grafitului este poroasa, solutia
de probd injectatd penetreaza
peretele tubului de grafit in
timpul procesului de incélzire.
Spre deosebire de tubul de inalta
densitate, tubul cu acoperire
piroliticd are o suprafatd metalica
lucioasa, realizata prin formarea
unui strat pirolitic in urma
depunerii vaporilor chimici. De

vreme ce densitatea suprafetei este
mai mare decét cea a unui tub de
inaltd densitate, solutia penetreazd
mai putin peretele tubului, iar
formarea norului atomic in faza
de atomizare este imbunatatita.
Tubul cu platforma este un tub

de grafit in care este montatd o
placi cu o cavitate pentru proba.
Tubul cu platforma Shimadzu are
o platforma realizata 100% din
carbon pirolitic. In Figura 2 sunt
prezentate comparativ picurile
obtinute la folosirea unui tub cu
acoperire piroliticd si a unui tub de
inalta densitate.

Tubul de inalta densitate este
adecvat pentru elementele cu
temperaturi de atomizare joase

Tubul de inaltd densitate este
utilizat pentru masurarea
diverselor elemente, in special

a acelora cu temperaturi de
atomizare joase, cum ar fi cadmiul
(Cd), plumbul (Pb), sodiul

(Na), potasiul (K), zincul (Zn) si
magneziul (Mg). De asemenea,
este util pentru reducerea
sensibilitatii de mdsurare a unui

0.500
0400 [ ===~
0300 | == ===~
0200 | == ===~

Rl - - - - - -

0.000 ——J

s 41 3

Pyro tube (Cu: 6 ppb) : High density tube
(Cu: 60 pph)

Figura 2: Compararea profilului picurilor
generate de tubul cu acoperire pirolitica
[6 ppb] si de tubul de inalta densitate
[60 ppb].

element in cazul probelor cu
concentratii mari.

De exemplu, in cazul aluminiului,
fierului si cuprului, desi se poate
masura un nivel de 1 ppb folosind
tubul cu acoperire pirolitica,
sensibilitatea poate fi redusa de
100 de ori la un nivel de 100 ppb
folosind tubul de inalta densitate.

Figura 3 prezintd un exemplu

de curbe de calibrare pentru
masurarea cuprului folosind
tubul de inaltd densitate si tubul
cu acoperire pirolitica. Punctele
de masurare sunt 20, 40 si 60 ppb
pentru tubul de inalti densitate
si 2,4 si 6 ppb pentru tubul cu
acoperire piroliticd, desi valorile
absorbantei sunt similare.

Tubul cu acoperire pirolitica
genereaza picuri mai ascutite
pentru elementele care
formeaza carbid

In general, tubul de grafit cu
acoperire pirolitica reprezinta

cea mai eficientd solutie pentru
elementele care formeaza cu
usurinté carbid, in urma reactiei
cu grafitul, fatd de cazul in care
tubul de grafit nu are o acoperire
de suprafati. Nichelul (Ni), calciul
(Ca), titanul (Ti), siliciul (Si),
vanadiul (V) si molibdenul (Mo)
sunt exemple tipice in acest sens.
In tubul de inalta densitate proba
pétrunde cu usurinta in grafit,
rezultdnd o suprafatd de contact
mai mare intre elementul mésurat
si carbon. In tubul cu acoperire
pirolitica, suprafata de contact mai
micé poate impiedica formarea
carbidului, ceea ce asigurd o
sensibilitate de masurare mai
ridicata. La compararea profilurilor
picurilor, tubului cu acoperire
pirolitica ii corespunde un pic mai
ascutit, in timp ce tubului de inaltd
densitate ii corespunde un pic mai
larg. In Figura 2 sunt prezentate
picurile cuprului la folosirea celor
doua tipuri de tuburi.

14



Shimadzu News 1/2012

APLICATIE
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Figura 3: Compararea sensibilitatii diverselor tipuri de tuburi de grafit

Concentratia acidului
influenteaza sensibilitatea si
reproductibilitatea

Variatia concentratiei acidului

are un efect semnificativ asupra
sensibilitatii si reproductibilitatii
rezultatului analizei. In figura 4 se
poate observa efectul concentratiei
acidului azotic asupra sensibilitatii
de mdsurare a plumbului. Atunci
cand se compara diferite tuburi

de grafit, sensibilitatea variaza

in mod substantial odati cu
modificarea concentratiei acidului.
In cazul tubului cu acoperire
piroliticd, rezultatul analizei este
afectat cu usurintd de concentratia

acidului din proba. In comparatie
cu tuburile cu platforma sau de
inaltd densitate, sensibilitatea
tubului pirolitic variaza mai

mult in functie de modificarea
concentratiei acidului.

In cazul tubului cu platforma
(Figura 5), solutia este injectata
pe platforma si nu intrd in contact
direct cu peretele tubului de grafit.
Dupa aceea este incalzita folosind
programul de incélzire specific
elementului.

In timpul atomizarii electrotermice
este incalzit mai intai peretele
tubului de grafit. Asadar, in

Figura 5: Tub cu platforma omega®

Figura 4: Comparatie intre tuburile de grafit in ceea ce priveste efectul concentratiei
acidului azotic asupra sensibilitatii analizei Pb (Pb: 5 ppb, injectie 10 pl)

tuburile de grafit standard cum

ar fi tubul de inalta densitate

sau tubul cu acoperire pirolitica,
proba este incalzita si atomizata

pe masurd ce peretele este incalzit.
Spre deosebire de acestea, in tubul
cu platforma proba este atomizata
dupi ce temperatura intregului tub
atinge temperatura de atomizare,
astfel incét proba este atomizatd

0.500 2 ]
Pyrolytic coated graphite
tube
el R 9
Platform gra-
phite tube
S e el
0.200
0.100

0.000

L}
T T R NN

0.0 25

Pyro tube (Cu: 6 pph) : Platform tube
(Cu: 6 pph)

Figura 6: Compararea profilului picurilor
generate de tubul de grafit cu acoperire
piroliticd (6 ppb) si de tubul cu platforma
(60 ppb)

in conditii de distributie optima
a temperaturii. La mdsurarea

cu tuburi cu platformd picul de
atomizare devine mai larg, desi
platforma este din grafit pirolitic
(Figura 6).

Tubul cu platforma reprezinta
o solutie eficienta pentru
probele cu matrice complexe

La tubul cu platforma temperatura
de calcinare si atomizare trebuie
setatd la o valoare mai mare cu
100°C - 200°C fata de tuburile

cu acoperire pirolitica obisnuite.
Diferenta dintre caracteristicile
de incilzire ale unui tub cu
platforma si ale unui tub standard
reduce influenta efectelor
matricelor probelor complexe,
astfel ca semnalul de fundal

se diferentiaza in mod clar de
semnalul elementului, in special
in combinatie cu modificatori de
matrice cum ar fi paladiul, iridiul,
rodiul etc. Utilizarea tubului cu
platforma si a modificatorilor

de matrice este, prin urmare,
solutia cea mai eficientd pentru
determinarea elementelor din
probele cu matrice complexe,
cum ar fi probele biologice, apa
reziduala si apa de mare.
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Material inlocuitor pentru
din chirurgia laparoscopica

madsurari in timpul interventiilor acest sens, au fost efectuate teste

chirurgicale reale nu este posibild

Figura 1: Instrumente chirurgicale utilizate in chirurgia laparoscopica (chirurgie minim
invaziva)

Sylvia Donner, Marc Kraft
TU Berlin, Germania
ZMMS, GRK prometei/FG
Medizintechnik

n medicina si in tehnica

medicala, se folosesc tesuturi

animale - in majoritatea
cazurilor tesut porcin —
pentru testarea produselor si
instrumentelor care urmeaza sd fie
folosite la oameni. La fel ca toate
materialele naturale, tesutul animal
prezinta diferente substantiale de
la o proba la alta, iar parametrii
fizici (mecanici) variaza foarte
mult. Asadar reproductibilitatea
conditiilor experimentale poate
fi garantatd doar intr-o anumita
masurd. Conditiile de depozitare,
vechimea probei si particularitatile
animalului reprezintd citiva
dintre cei mai importanti factori
care influenteaza proprietatile
tesuturilor animale.

In lumina celor de mai sus,

pentru simularea unei interventii
chirurgicale laparoscopice - in
cazul de fata colecistectomia
laparoscopicé — era necesara
identificarea unui tesut substituent
pentru ficat. In cadrul acestei
interventii chirurgicale, se
indepirteaza vezica biliard

sau este posibila numai in mod
extrem de limitat.

Ficatul este un obstacol

a vezicii biliare, ficatul este un
element important, mai ales ca
urmare a proximitdtii anatomice
a celor doud organe. In timpul
operatiei sau simularii, ficatul
trebuie deplasat intr-o parte un
interval relativ mare de timp
pentru a avea acces la vezica
biliara. Din aceasta cauz,
pentru simulare este necesara
identificarea unui material
inlocuitor uniform, care sd
prezinte aceleasi proprietati de

pozitionati sub ficat prin trei prindere ca si un ficat natural. In

- patru incizii mici realizate in
peretele abdominal. Spre deosebire
de interventiile clasice, peretele
abdominal raimane inchis.

Un avantaj pentru pacienti, dar
o provocare pentru chirurgi

Aceastd interventie este extrem

de avantajoasa pentru pacienti

- comparativ cu interventiile
chirurgicale deschise, durerea fiind
redusa in mod semnificativ, iar
estetica fliind imbunatititd datorita
cicatricei mai mici.

In schimb, libertatea de miscare
si vizibilitatea chirurgului sunt
limitate foarte mult. Operatia
poate fi realizata doar cu
instrumente speciale (Fig.1).
Efectuarea operatiei in aceste
conditii prezinta dificultiti de
ordin fizic pentru chirurg, unele
dintre acestea fiind legate chiar
de instrumentele utilizate [2].
Din aceastd cauzd, la ora actuald
instructiunile de proiectare a
instrumentelor laparoscopice

(de prindere) tin cont nu doar

de siguranta pacientului, ci si de
problemele de ergonomie specifice
activitétii chirurgului. Totusi, din
considerente etice, realizarea de

In timpul interventiei de extirpare

de tractiune pe probe de ficat
porcin cu scopul de a determina
parametrii mecanici ai unui ficat
de porc normal.

Péana acum, parametrii fizici ai
tesuturilor animale nu au facut
obiectul unor cercetéri de amploare.
Procedurile descrise de Yamada

[5] intr-o lucrare clasicid nu mai
sunt de actualitate. De exemplu,
Yamada descrie efectuarea unor
teste de tractiune folosind greutiti
suspendate de un numar relativ
mic de probe. Determinarea
proprietitilor de tractiune s-a bazat
pe teste de tractiune efectuate in
1953 pe mai multe probe de ficat de
iepure. Ca urmare a metodologiei
folosite, rezultatele au fost
exprimate in g/mm?. In studiile

Figura 2: Aparatul universal de testare Shimadzu AGS-X conceput special pentru
experimente si utilizat la testele de tractiune
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ficat in aplicatiile

Figura 3: Proba de ficat de porc fixata in
cleme

mai recente, aceste teste clasice
de tractiune au fost abandonate
in favoarea altor metode. Mazza,
de exemplu, a efectuat in anul
2008 teste de compresiune pe
ficatul unor subiecti vii pentru a
determina parametrii fizici [3].

Identificarea unui material
inlocuitor pentru ficat

Pentru a determina parametrii
materialului este necesard
efectuarea de experimente. Ca
urmare a lipsei unor specificatii
pentru efectuarea testelor, a fost
necesara crearea unor proceduri
proprii. Acestea au fost realizate
pe baza standardelor existente,
cum ar fi DIN EN ISO 527 privind
determinarea proprietatilor

de tractiune ale materialelor
plastice [1]. Testele de tractiune
au fost efectuate la temperatura
ambientald (aproximativ 20°C),
folosind un aparat universal de
testare Shimadzu AGS-X de 20 N
(Figura 2).

Fixarea in cleme a unui numar
total de 52 de probe standardizate
de ficat porcin cu portiuni de
tesut exterior s-a dovedit dificila.
Din cauza consistentei specifice
tesutului animal clemele de

fixare existente nu au putut fi
folosite. Ulterior au fost folosite
dispozitive de prindere cu resort
care au distrus probele din cauzi
ca tensiunea locald exercitata a
fost prea mare. Din acest motiv
au fost proiectate cleme de fixare
proprii (Figura 3). Probele au
fost intinse cu aparatul universal
de testare AGS-Xla o ratd de 1
newton pe minut pand la rupere.
Pentru analiza datelor brute au
fost folositi algoritmi MATLAB®
proprii (The MathWorks).

Dupa cum era de asteptat, curbele
de tractiune-deformare obtinute
au evidentiat o dispersie foarte
mare a rezultatelor. Prin urmare,
pentru realizarea unei evaludri, a
fost necesard mai intai definirea
rezultatelor irelevante in care
tensiunea maxima se situa in afara
intervalului dintre sfertul inferior
si sfertul superior al probelor.

Pe baza seturilor de date raimase
s-au stabilit valorile medii

si a fost aproximata cea mai

buni curbd, respectiv, o curba
polinomiald de ordinul 9. Curba
avea un domeniu linear si prin
urmare s-a putut determina
coeficientul de elasticitate ca fiind
de 6,28%¥102N.mm? (62,8 kPa) la

de simulare

o intindere de 54% (Figura 4). Cu
ajutorul acestor valori s-a putut
identifica un material inlocuitor
- spuma poliuretanicd - cu
proprietati similare de tractiune
mecanica.

In prezent materialul inlocuitor
identificat astfel este folosit in
simuldri chirurgicale (Figura 5),
precum si la cercetérile

continue efectuate in domeniul
instrumentelor laparoscopice.
Materialul inlocuitor este

folosit si in cadrul studiilor
complementare de determinare a
unei sarcini specifice in industria
instrumentelor medicale. In acest
fel devine posibild efectuarea de
cercetdri pentru realizarea unor
cleme care sd permitd fixarea
tesuturilor pentru perioade mai
indelungate de timp, fara ca acestea
sd fie supuse unei deformari
excesive. Scopul urmarit este de a
crea un instrument laparoscopic
care sd raspunda cerintelor de
ergonomie specifice activitatii
chirurgicale si sa fie in acelasi timp
usor de manevrat. in plus, o duratd
mai mare de fixare nu trebuie sd
afecteze tesuturile pacientului.

Spre deosebire de utilizarea
materialului animal, toate studiile

Stress-strain diagram for pig liver
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Figura 4: Diagrama tractiune-deformare pentru ficatul porcin: reprezentarea valorilor
medii masurate, fara valorile situate in afara intervalului (albastru), cea mai buna curba

polinomiala (rosu), precum si domeniul lin

ear (verde)

Figura 5: Simularea extirparii
laparoscopice a vezicii biliare folosind
materiale artificiale

referitoare la folosirea de materiale
sintetice sunt reproductibile. In
plus, rezultatele pot fi comparate
intre ele. Materialele inlocuitoare
realiste reprezintd asadar o baza
importantd pentru cercetare.
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Materialele plastice din
bé Utu ri Ie a I COOI ice Disruptorii endocrini din alimente
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Figura 1: Calibrarea DEPH (dietilhexil ftalat) pe un domeniu de 5 pg/ul - 2500 pg/pl

aterialele plastice

cum ar polietilena,

polipropilena si
policlorura de vinil sunt polimeri
cu lant molecular lung. Pe langa
compozitia chimica a polimerului,
proprietatile acestuia depind de
adaosul de aditivi. Cei mai utilizati
aditivi sunt plastifiantii cum ar fi
ftalatii, bisfenolul A si nonilfenolul.

Aceasta grupa de plastifianti
contine substante cu proprietati
asemandtoare hormonilor.
Acesti disruptori endocrini sunt
considerati a fi foarte periculosi
din cauza abilitatii lor de a migra
si a potentialului toxic. Asadar,
este important ca nivelul de
contaminare la grupurile de

risc cum ar fi sugarii, copiii,
adolescentii si femeile insdrcinate

sa fle mentinut cit mai scazut
(principiul ALARA*). In tabelul 2
sunt prezentate dozele tolerabile
pentru ftalatul cel mai raspandit,
DEHP (dietilhexil ftalat).

Plastifiantii sunt
omniprezenti

Esterii acidului ftalic (ftalatii),
folositi mai ales ca plastifianti,

se intalnesc in vopsele, lacuri,
adezivi, mase plastice, garnituri,
cosmetice, jucarii, produse
medicale si ambalaje — pentru a da
doar céteva exemple. Ca urmare a
utilizarii pe scard largd a ftalatilor
in toate tipurile de materiale
plastice, multi din acesti compusi
sunt practic omniprezenti. Au
fost descoperiti in mod repetat in
praful din locuinte [1, 2].

Pentru a detecta o contaminare
accentuata cu ftalati, concentratia
de ftalati este determinatd prin
folosirea de aparate de analiza. In
multe domenii de aplicare au fost
intocmite proceduri de testare
adecvate, devenite obligatorii in
baza legii (ex. EPA 506 (5), DIN

EN ISO 18856:2005: calitatea apei).

De exemplu, PVC-ul (folii,
pardoseli) contine adeseori
plastifianti in procent de 20%
pana la 30%. Acestia pot fi
considerati drept componente
principale. Analizele FTIR-ATR
si GC/MS sunt usor de efectuat.
Omniprezenta plastifiantilor
(precum DEHP) afecteaza
rezultatul in mod relevant

doar pentru analiza urmelor,
pe domeniul concentratiilor

foarte mici, unde contaminarea
este foarte mica, cu o valoare
procentuald din doua cifre, deci
neglijabild, in majoritatea cazurilor.

Ftalatii pot fi detectati chiar
si in sticlele de plastic pentru
bauturi

Alte materiale plastice, cum ar fi
PET-urile (tereftalat de polietilend)
nu ar trebui sd contind niciun

fel de ftalati. Totusi, ca urmare a
procesului de reciclare impropriu,
a tratdrii termice sau imprimarii,
contaminarea cu ftalati nu poate
fi exclusd. Acestia sunt prezenti

in cantitati foarte mici, de ordinul
urmelor, putind fi eliberati in
béuturi cum ar fi apa minerald
sau sucurile. In urma consumului,
aceste substante pot patrunde
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A Analiza Rezultatul  UMitated  yoiida Institutia DI Valoarea (ug/kg KG/d) Anul
at. de masura .
1 | Dimetil ftalat (DMP) 0,65 g/L GC-MS NL-RIVM TDla 4 2002
2 | Dietil ftalat (DEP) 1,07 pug/L GC-MS US-EPA RfDc 20 1991
4 | Nonilfenol (NP) 0,97 pg/L GC-MS WHO TDla 25 2003
5 | Di-n-butil ftalat (DBP) 1,55 pg/L GC-MS EU-CSTEE TDla 37 1998
6 | Bisfenol A nedeterminat ug/L GC-MS ECB/EV TDla 20 (Copii 0-3 luni si femei de varsta fertila) 2004
7 | Bis(2-etilhexil) adipat DEHA 1,28 pg/L GC-MS 25 (Copii >3- 12 luni)
8 | Benzil butil ftalat BBP 0,25 pg/L GC-MS 48 (Restul populatiei)
9 | Bis(2-etilhexil) ftalat DEPH 1,87 pug/L GC-MS D-UBA TRDd 50 2003
10 | Di-n-octil ftalat DNOP 0,46 ug/L GC-MS BfR si TDla 50 2005
Tabel 1: Continutul de ftalati, bisfenol A si nonilfenol dintr-o bautura racoritoare cu aroma EFSA — —
de colain sticld de polietile}wé (LD-PE) (extras din raportul de analizd) a: Doza zilnica tolerabila
b: Nivelul maxim admis de risc
in organism. In tabelul 1 sunt In reprezentarea obisnuitd a unei ¢: Doza de referintd (Ia expunerea cronicd)
prezentate rezultatele unui studiu curbe de calibrare liniare - in d: Doza tolerabila resorbita
efectuat pe o bautura ricoritoare special pe un domeniu larg - e: Nivelul minim de risc (pe durata expunerii cronice)

cu aroma de cola existentd pe

piatd. Au fost detectate urme de

mai multi ftalati. Dupa prepararea
probei, determinarea analitica a

fost efectuata folosindu-se metoda
GC/MS. Cantitatea mica de probd
analizata necesitd o mare acuratete a
aparatului. Prin utilizarea aparatului
Shimadzu GC-2010 Plus cuplat cu
QP-2010 Ultra MSD aceasta cerintd
poate fi foarte usor indeplinita.

In Figura 1 curba de calibrare
evidentiaza omniprezenta
ftalatului DEHP. Domeniul linear
al metodei de detectie este limitat
de contaminarea cu urme de
compusi in domeniul inferior de
concentratie, in ciuda utilizarii
de substante chimice de laborator
de inalté puritate. Trebuie luate
mdsuri de precautie speciale in
timpul prepararii probei, precum
si la selectarea materialelor si
substantelor chimice de laborator
pentru a preveni cat de mult
posibil mésurarile eronate.

deviatiile sistematice sunt greu
de identificat. Dimpotriva, asa
cum se poate observa in Figura 1,
reprezentarea raportului marimea
ariei/concentratie in functie

de logaritmul concentratiei
indica faptul cd relatia lineara

nu mai exista incepand cu

aprox. 0,075 mg/l. Din acest
punct, contaminarea generald cu
DEHP devine vizibild. Deviatiile
unilaterale fata de orizontala,
detectabile in domeniul inferior
de concentratie sunt cauzate de
»continutul blancului”.

Conditiile cromatografice:

Shimadzu GC QP-2010 Plus cu MSD QP-
2010 Ultra, coloand Macherey & Nagel
Optima delta-3-0,10 gm 10 m x 0,1 mm
ID, raport de splitare 1:25, purjare 3 ml/
min, vitezd lineard 30 cm/s, program de
temperaturd 130°C - 0,2 min, 40°C/min
pand la 270°C, 60°C/min pand la 320°C
-3,0min
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Figura 2: Exemplu de cromatograma SIM a unui amestec de ftalati, aprox. 2,5 ng/pl;
Conditii: raportul de splitare 1:25, septum Supelco Thermogreen LB2, coloana Macharey &
Nagel Optima delta 3; densitate peliculd 10 m x 0,7 mm ID x 0,1 um

Tabelul 2: Nivelurile de consum tolerabile ale DEHP(6)

Metodele de prevenire a
contaminarii cu ftalati

In principiu, pentru determinarea
urmelor de ftalati este nevoie de
instrumente si materiale fird ftalati
— de obicei sticla si aluminiu [3].
Aceste materiale pot fi curatate cu
usurinti folosind decontaminarea
termica [4].

Standardul DIN EN ISO
18856:2005 descrie metodele
adecvate. Solventii trebuie sa

fie testati inainte de utilizare
pentru a se verifica faptul c¢i nu
contin ftalati. Septum-urile si
liner-ele trebuie sd indeplineasca,
de asemenea, aceste cerinte.
Masurile suplimentare cum ar fi
silanizarea (hexametildisilazan)
ajuta, de asemenea, la reducerea
incertitudinii mésurdrilor. Prin
folosirea metodei GC rapide, pot
fi efectuate mai multe determinari,
in conditii de reducere a timpilor
de analiza (a se vedea Fig. 3).

Disruptorii endocrini
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Disruptorii endocrini ocupa receptori specifici, inlocuiesc hormonii si afecteaza echilibrul
hormonal al corpului uman. Acest lucru poate afecta procesele de crestere, dezvoltare

si reproducere. Cateva exemple de afectiuni sunt tulburdrile de dezvoltare, defectele
congenitale, pubertatea prematurd la fete, tulburarile de reproducere, precum si scaderea

concentratiei de spermatozoizi.
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Microsferele de sticla de pe carosabil

Masurarea particulelor pentru microsferele de sticla folosite pentru marcajele rutiere

A avea vizibilitate si a fi
vizibil” inseamna mai

multd sigurantd pentru toti
participantii la traficul rutier.
Pe timp de noapte, materialele
reflectorizante sporesc vizibilitatea
obiectelor neiluminate si a
participantilor la trafic. In general,
se produc trei tipuri de reflexii:
reflexia difuza, reflexia in oglindé
si retroreflexia.

in reflexia difuza, retrodispersia
fasciculului luminos se produce
perpendicular pe material,
independent de directia de
incidenti a radiatiei luminoase.
Exemple pentru reflexia difuza
sunt laptele, vopseaua sau
hartia. La reflexia in oglinds,
lumina reflectatd isi pastreaza
paralelismul. Unghiul de incidentd
este egal cu unghiul de reflexie.

In cazul retroreflexiei, o mare
parte a luminii emise de sursa este
reflectatd inapoi cétre punctul de
origine. De exemplu, lumina unui
far de masind se reflectd in directia
ochilor soferului. Principiul
retroreflexiei se aplicd cu succes la
indicatoarele si marcajele rutiere.

Figura 1: Reflexia difuza, reflexia in oglinda si retroreflexia

Microsferele de sticla din
materiale retroreflectorizante

O posibilitate de fabricare a
materialelor retroreflectorizante
este de a incorpora microsfere de

sticld in componenta materialului.

In plus, spatele microsferelor
poate fi acoperit cu un strat
reflectorizant. In momentul in
care fasciculul luminos atinge
microsfera, fasciculul incident

se reflectd inapoi pe aceeasi
directie, datorita dublei refractii a
microsferelor.

Adeseori gradul de vizibilitate
a marcajelor rutiere variaza in

conditiile in care carosabilul este
umed si este intuneric. Acest lucru
se intdmpla deoarece se folosesc
doud tipuri diferite de marcaje.

Metodele de marcare rutierd mai
vechi foloseau microsferele de

sticld si materiale antiderapante
care erau dispersate pe vopseaua
aplicatd in strat subtire, inca
umedé, pentru a obtine
vizibilitatea doritd si pe timp de
noapte.

Reflected light

Marking material

Mirror reflection

Marking material

Figura 2: Randamentul diferitelor tipuri de marcaje pe carosabil uscat sau umed
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sporesc siguranta rutiera

Cu toate acestea, exista unele
probleme legate de aceste tipuri
de marcaje rutiere in conditiile
in care carosabilul este umed,
atunci cand o peliculd find de
apd acopera suprafata soselei si
marcajele. Pelicula de apa reduce
retroreflexia, ceea ce conduce

la scaderea considerabila a
vizibilitatii marcajelor pe timp de
noapte, in conditii de umezeala.

O noua metoda de marcare, cu
adevarat extraordinara

Pentru evitarea situatiei de mai sus
a fost conceputd o noud metoda de
marcare care asigurd o vizibilitate
bund si pe timp de noapte si in
conditii de umezeald. Ca urmare,
aceastd metoda a inlocuit in

Reflected light

Marking material

mare masurd toate metodele
conventionale.

Practic toate marcajele de tip vechi
au fost inlocuite pe autostrizile

din Germania. Marcajele noi au
fost aplicate pe aproximativ 70%
din soselele Germaniei. Acestea
depdsesc pelicula de apa de pe
sosea cu cativa milimetri, asigurand
astfel producerea retroreflexiei in
microsferele de sticla.

Masurarea de particule pentru
microsferele de sticla

Microsferele au in general un
diametru de aprox. 50 um. Pentru
a verifica distributia de marime

a microsferelor, s-a realizat o
maisurare a particulelor cu un
aparat Shimadzu SALD-7101.

Microsferele de sticla au fost in
suspensie in apd, folosind cateva
picaturi de substantd tensioactiva.
Pentru a impiedica scufundarea
microsferelor pe fundul celulei
de masurare (BC-71), acestea au
fost mentinute in miscare prin
amestecarea cu un sistem de
agitare.

Asa cum se poate observa din
spectru si dupa cum era de
asteptat, s-a méasurat o distributie
de marime a microsferelor de
aproximativ 50 pum. Prin folosirea
sistemului SALD-7101 incluzand
celula de masurare BC-71 a fost
posibild masurarea cu exactitate

a distributiei de marime a
microsferelor de sticla.

Indice
de refractie

D median D modal D mediu
[um] [um] [um]

Deviatie

# Culoare standard

| negu | aus | e | a5 | 0134 | 180-000

Figura 3: Distributia de marime a microsferelor de sticla
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Aproape omniprezent

Determinarea bisfenolului A din ambalajele din plastic

Troisi Jacopo, Di Fiore Raffaele
Laboratorio Chimico
Merceologico, Az. Spec. CCIAA
Napoli, Italia

Palumbo Giancarlo

Universita Federico ll,
Dottorando di Ricerca in
~Scienza dell’/Alimentazione

e della Nutrizione”, XXV ciclo,
coordinatore: Prof. Franco
Contaldo, indrumaétor: Prof.
Maria Valletrisco

isfenolul A (BPA) este
B utilizat in principal in

productia de mase plastice;
produsii séi secundari sunt
disponibili pe piatd de peste 50
de ani. BPA este, de asemenea,
folosit in sinteza poliesterilor,
polisulfonatilor, ca antioxidant
pentru anumiti plastifianti si ca
inhibitor al polimerizarii PVC-
ului.

BPA este insa, in primul rand,
monomerul cheie in productia

rasinilor epoxidice si a majoritatii
policarbonatilor. Deoarece
policarbonatii sunt transparenti
si teoretic incasabili, acestia

sunt folositi pentru numeroase
produse pentru copii, ca si pentru
productia de sticle, articole
sportive, articole medicale,

echipamente dentare si optice,
lentile pentru ochelari, articole
de menaj si césti de protectie,
practic in orice domeniu in care
sunt necesare materiale durabile
sau rezistente. In plus, risinile
epoxidice care contin BPA sunt
utilizate la interiorul conservelor
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Figura 1: Gaz-cromatograma (TIC) a unui standard continand BPA si BPA-d16

de otel pentru alimente si bauturi.
BPA este si un precursor al
materialelor ignifuge si a fost
utilizat in trecut ca fungicid.

Suspiciunile privind riscurile
utilizarii BPA asupra sanatatii

au apirut inci din 1930. In 2008
temerile legate de utilizarea
materialelor plastice contindnd
BPA s-au amplificat considerabil,
ca urmare a studiilor privind
siguranta BPA efectuate la
solicitarea mai multor guverne.
Unii distribuitori au retras de pe
piatd produsele continand BPA.
BPA pare sa fie cauza a numeroase
deficiente legate de dezvoltarea
sexuala a fetusilor de ambele sexe,
ca si de scaderea fertilitatii in
randul populatiei adulte.

B PA si activitatea hormonala

Productia globala de BPA a fost
estimata in 2010 la doud milioane
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de tone. BPA modifici activitatea
sistemului endocrin prin activarea
receptorilor hormonali. In

cazul expunerii la doze mari,
sdndtatea poate fi afectata. Studiile
experimentale au pus in lumind
faptul ca BPA imita atat de mult
activitatea estrogenului (esential
pentru dezvoltarea creierului)
incat chiar si dozele extrem de
mici pot inhiba complet activitatea
estrogenului si efectele sale

asupra dezvoltarii neuronale. Desi
ambalajele polimerice pe baza de
BPA sunt considerate stabile in
conditii normale, acestea pot totusi
elibera cantitati mici de BPA, care
raman totusi semnificative din
punct de vedere toxicologic. Ca
urmare, exista riscul ca bauturile
sau alimentele sa fie contaminate
cu aceastd substanta.

BPA a fost, de asemenea, asociat
cu aparitia de numeroase alte
manifestdri clinice ale organelor
reproductive, ale prostatei si

ale sanilor. Conform studiilor
efectuate, exista dovezi clare ale

efectelor endocrine, doza maxima
zilnicd admisd fiind de 0,05 mg/kg
corp [1].

Riscurile pe termen lung nu pot
fiignorate

in septembrie 2008, Institutul
national de stiinte ale sanatatii
mediului din Statele Unite a
emis un set de instructiuni
pentru evaluarea riscurilor
asupra sdnatatii umane, avand
la bazd interactiunea complexa
dintre alimente, bunurile de
consum si conditiile de trai

[2]. Documentul compara
efectele BPA relevate de studiile
experimentale si datele asociate
privind ,reactiile in functie de
doza de expunere” cu informatiile
existente privind nivelurile de
risc asociate expunerii umane la
acest compus, aceste informatii
provenind inclusiv din studiile
epidemiologice limitate si din
monitorizérile biologice efectuate
pénd la acea dat.
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Figura 2: Spectrul de masa al BPA (a) si BPA-d16 (b)

(x 10)
200 Y = 2.029723e-002X + 0.174063
: RAZ = 0.9996811
R = 0.9998405
1.75

Internal standard

Curve: Linear

1.50 Origin: Not forced
Weighting method: None

o125 Mean RF; 6.121032e-002
g RF SD: 0.0915776
8 RF %RSD: 149.6113
200

075

0.50

0.25

0.00

0 100 200 300 400

500

600 700 800 900 1,000

Conc. ratio

Figura 3: Curba de calibrare GCMS pentru BPA

Conform rezultatelor acestei
evaludri, au fost eliminate riscurile
legate de sdnitatea reproducerii

si de sarcina la persoanele adulte.
Cu toate acestea, temerile legate
de riscurile pe termen lung in ceea
ce priveste dezvoltarea endocrina,
neurologici si reproductiva ca
urmare a expunerii in utero si/sau
in copildrie continua sé existe.

Tncepénd cu 28 ianuarie 2011,
Europa a interzis biberoanele
continand BPA, prin Directiva
2011/8/UE. Incepand cu 1 martie
2011 a fost interzisa productia de
biberoane continand BPA, iar de la
1 iunie 2011 interdictia a devenit
valabila si pentru comertul si
importul de biberoane.

Grupul de cercetare a
policarbonatului/BPA-ului

Consiliul american pentru chimie,
Plastics Europe si Asociatia
industriei chimice din Japonia
s-au reunit la nivelul unui grup
de cercetare a policarbonatului/
BPA-ului (www.bisphenol-A.org).
Acest grup a definit, de asemenea,
criteriile de determinare a BPA
pentru diverse aplicatii (mediu,
materiale biologice si materiale
plastice) [3]. In conformitate cu
aceste criterii, cromatografia de
gaze combinata cu spectrometria

de masa (GC-MS) reprezintd
cea mai bund alegere pentru
determinarea BPA, confirmarea
prezentei BPA bazandu-se pe
raportul semnalelor la 228 m/z
si 213 m/z. Cu toate acestea, o
mare parte a lucrarilor stiintifice
publicate pana acum fac referire
la utilizarea metodelor HPLC-
MS-MS pentru determinarea
BPA. Acest lucru se poate datora
necesitatii de a detecta cantitati
extrem de mici, situatie in care
sistemele GC-MS ar fi dificil de
utilizat.

Materialele si metodele

In cele ce urmeazi sunt prezentate
doud metode de determinare

a BPA: 0 metodd GC-MS care
utilizeaza un sistem GC-MS-
QP2010 si 0 metodd LC-MS care
utilizeaza sistemul Quad LCMS-
2010. In ambele cazuri limita

de detectie este de aproximativ

0,1 ug/l. »
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Figura 4: Cromatograma LCMS a unui standard continand BPA si BPA-d16

Determinarea BPA utilizand
metoda GC-MS

Metoda GC-MS foloseste o
coloand Supelco® SLB®-5ms cu o
lungime de 15 m i cu un diametru
intern de 0,1 mm, cu o grosime

a peliculei de 0,1 pm. Programul
pentru cuptorul GC cuprinde

o etapa initiald de 1,5 minute la
160°C si doud rate de incalzire:
prima de 20°C/min pana la 260°C,
urmata de a doua de 40°C/min
pand la 320°C. Temperatura de
injectare este de 260°C, iar viteza
liniard a gazului purtétor (heliu)
este de 50 cm/sec. Pentru aceasta
setare este necesara o presiune

de peste 700 kPa si un debit pe
coloana de 0,86 ml/min. Durata
unui ciclu complet este 8 minute;

timpul de retentie este de 5,9
minute. Pentru atingerea acestor
durate scurte de analizéd sunt
necesare viteze mari de achizitie

a datelor. Se folosesc doud canale
de achizitie de date, unul in modul
SIM si unul in modul SCAN, intre
m/z = 50 si m/z = 500. In modul
SCAN asa numitul ,,event time”

a fost setat la 0,1 secunde (la o
vitezd de scanare de 5000 amu/s,
jumdtate din viteza maximd care
poate fi atinsé dacd se utilizeaza
sistemul QP-2010). In modul SIM
au fost mésurati ionii m/z = 213

si m/z = 228 pentru BPA sim/z =
224 pentru standard.

Pentru calibrare s-au folosit opt
solutii standard cu o concentratie
de 0,1 pg/l pani la 1000 pg/l.
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Noua clasa de spectrofotometre UV-VIS
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Figura 1: Reprezentarea luminii parazite si comparatie intre o retea de difractie
conventionald, o retea de difractie LO-RAY-LIGH si o referinta de aluminiu

ozitia de lider a Shimadzu

pe piata mondiald a

spectrofotometrelor UV-VIS
cu dublu fascicul inseamné pentru
departamentele de cercetare si
dezvoltare mize din ce in ce mai
mari pentru satisfacerea exigentelor
clientilor de la nivel mondial si
pentru impunerea de standarde in
domeniul proiectarii de aparate de
analizd. Shimadzu proiecteazd nu
numai sisteme complete de analizd,
ci si componente optice pentru

spectrofotometre. Articolul de fatd
prezintd o aplicatie brevetatd in
domeniul tehnologiei retelelor de
difractie.

Noua metoda de expunere
holografica

Shimadzu a optimizat calitatea
muchiilor pentru obtinerea unui
unghi de reflexie mai bun pentru
pattern-ul ,,dinti de ferdstrau’,
prin folosirea unei noi metode de

expunere holografici. Principiul
LO-RAY-LIGH?® este o tehnologie
brevetata care asigurd o calitate
remarcabild a retelei de difractie.
Pana acum regula general acceptata
era urmdtoarea: cu cit reteaua de
difractie are mai multe linii, cu atat
este mai clard imaginea spectrald.
Tehnologia LO-RAY-LIGH®
modifica radical acest principiu.
Noua retea de difractie asigura o
precizie mai mare a imaginii si,
implicit, o claritate superioard a
rezolutiei spectrale, cu caracteristici
mai bune decét in cazul unei retele
de difractie conventionale.

Scopul dezvoltarii acestor retele
de difractie a fost obtinerea unei
reduceri semnificative a luminii
parazite.

O imagine mai clara

Figura 1 prezinta valorile luminii
parazite intr-o retea de difractie
conventionald si intr-o retea de
difractie LO-RAY-LIGH. Pe scara
logaritmica se poate observa ca
reteaua de difractie LO-RAY-
LIGH permite o reducere foarte
mare a luminii parazite.

Pentru clasificarea unei retele de
difractie, intensitatea luminii de
ordinul intai este reprezentata
grafic fata de A (nm). Figura 2

demonstreazd in mod clar ca
reteaua de difractie LO-RAY-
LIGH produce lumini de ordinul
intdi cu o mai mare claritate si mai
putind lumind parazitd pe intreg
domeniul de masurare. In grafic a
fost comparata o retea de difractie
cu o densitate de linii de 1.200 de
linii/mm cu o referintd avind o
lungime de unda de 250 nm.

Noile componente optice
sporesc calitatea

Calitatea componentelor optice

se poate observa in timpul
masurdrilor. Spectrofotometrul
Shimadzu UV-2700 este dotat

cu un monocromator dublu care
include doui dintre aceste retele
de difractie noi. Efectul este
semnificativ. Un exemplu in acest
sens este masurarea linearitatii
unei serii de dilutii de KMnO4,
fiind evidenta diferenta fatd de
versiunea anterioara, Shimadzu
UV-2550, din aceeasi clasa. In timp
ce modelul UV-2550 prezintd un
zgomot puternic la sase unitati de
absorbanta, noul spectrofotometru
UV-2700 UV-VIS prezintd
caracteristici lineare exceptionale
pénd la opt unitéti de absorbanta.

In ceea ce priveste numarul liniilor
retelei de difractie, modelul UV-
2550 are 1.600 linii/mm, iar noul
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Aceastd metoda s-a dovedit
extrem de exacta.

Masurarea a fost efectuata folosind
un standard intern deuterat
(BPA-d16).

Determinarea BPA folosind
metoda HPLC-MS

Pentru metoda HPLC-MS se
foloseste o coloand Shim-Pack XR-
ODS de 50 mm x 2 mm. Separatia
cromatograficd se realizeaza
utilizdnd un gradient apa/metanol.
Programul gradientului include

o etapad initiald de un minut in
care se foloseste 20% metanol,
apoi o crestere pana la 50% intr-
un interval de 5 minute, o rampa
panad la 100% in urmatoarele cinci
minute, urmata de o revenire la

conditiile initiale (20% metanol)
timp de doud minute, iar in final o
echilibrare de 15 minute. Debitul
este de 0,2 ml/minut.

Si in acest caz, achizitiile de date
se realizeazd in modul SCAN
(masurarea ionilor negativi), la un
raport m/z = 180 si m/z =480, ca
si in modul SIM (ioni negativi) la
un raport m/z = 227,20 sim/z =
242,30. Sursa de ioni a fost ajustata
la -3,5 kV, iar linia de desolvatare
la 250°C. Debitul gazului
nebulizator a fost de 1,5 [/min.

Concluzii
Posibilitatea unei masurari de

inaltd sensibilitate a BPA indiferent
daca se foloseste metoda GCMS

Area ratio [*1071]
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Figura 5: Curba de calibrare LCMS pentru
BPA

sau LCMS este o cerintd esentiald
pentru analiza probelor avand
diverse origini. Incd de la primele
analize efectuate s-a putut observa
cd BPA este prezent in majoritatea
obiectelor de uz comun, chiar dacd
in concentratii mici.

Numai o determinare eficienta a
BPA-ul prezent in diverse surse
va permite o evaluare a nivelului
real de risc pentru oameni si a
efectului produs de acesta, ca
disruptor endocrin.
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flavourings, processing aids
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model UV-2700 are 1.300 linii/
mm. Numarul redus de linii

al retelei de difractie asigurd
caracteristici de masurare mai
bune ale noii retele de difractie
fatd de reteaua conventionald cu
un numadr mai mare de linii.

Deoarece la proiectarea aparatului
s-a avut in vedere acest obiectiv,
modelul UV-2700 este recomandat
pentru aplicatiile cu absorbtie
mare, linearitate mare si lumina
parazitd scazuta:

« pelicule polarizante

« transmisia peliculelor
functionale

o determinarea grosimii
peliculelor subtiri

« determinarea proteinelor si
acidului nucleic

« analiza mediului - cuantificarea
compusilor anorganici din apa

« analiza alimentelor -
cuantificarea vitaminelor,
aditivilor alimentari si a
mineralelor

Abs.

(nm)

Figura 4: Spectrul UV-VIS al unei serii de dilutii de permanganat de potasiu, de la 6
la 1 unitati de absorbanta, masurat folosind aparatul UV-2550 cu retele de difractie

conventionale
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Figura 3: Mdsurarea unei serii de dilutii de
KMnO4, de la 8 la 1 unitati de absorbanta
folosind spectrofotometrul UV-2700 dotat
cu un monocromator dublu si cu o retea
de difractie LO-RAY-LIGH

Ne face placere sa va transmitem
informatii suplimentare. Va rugam
introduceti numarul corespunzator de pe
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App sau News WebApp.
Info 402
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Determinarea uleiurilor
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Figura 1: Cromatograma unei probe standard
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Georgantas
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Laboratorul de analize chimice
generale de stat,

16 An. Tsocha Str., 11521 Atena

a ora actuala se produce

destul de des contaminarea

alimentelor cu parafine sau
cu uleiuri minerale. Desi sursele
reale de contaminare sunt greu de
identificat, este cunoscut faptul ci
multe din cazurile de contaminare
se produc ca urmare a multitudinii
de aplicatii care utilizeaza aceste
derivate ale petrolului. Aditivii din
materialele de ambalaj, lubrifiantii,
aditivii folositi in industria
cosmetica si pesticidele pot elibera
parafine si uleiuri. Literatura
de specialitate face referire la

contaminarea alimentelor cu
uleiuri minerale, cele mai des
intélnite cazuri fiind uleiurile
comestibile, produsele de patiserie,
alimentele ambalate §i ambalajele
din carton reciclat.

Prezenta uleiurilor minerale in
alimente poate fi ddunitoare,
producénd efecte toxicologice.
Doza zilnica admisd stabilita de
Comisia mixtd de experti pentru
aditivii alimentari (JECFA)
[Comisia pentru alimentatie si
agriculturd/Organizatia mondiald
a sanatatii] este de 0-20 mg/kg
corp pentru uleiurile minerale cu
vascozitate mare, 0-10 mg/kg corp
pentru clasa I de uleiuri minerale,
cu densitate medie si micd si
0-0,01 mg/kg corp pentru clasele
a IT-a si a I1I-a de uleiuri minerale,
cu densitate medie si mica [1].

In primavara anului 2008 in
Ucraina s-au descoperit aproape
100.000 de tone de ulei de floarea-
soarelui contaminat, continind
ulei mineral in concentratii de
peste 1.000 mg/kg. Ca urmare,

Comisia Europeand impreuna

cu Directoratul General pentru
sdndtate si protectia consumatorului
a solicitat autoritatilor nationale din
domeniul alimentatiei retragerea
de pe piata a uleiului contaminat
provenind din Ucraina. In iunie
2008 a fost stabilitd o limita

de 50 mg/kg pentru parafinele
minerale din uleiul rafinat si
nerafinat din Ucraina.

Acest caz de contaminare a
uleiului de floarea-soarelui aduce
in prim plan importanta existentei
unei metode de determinare a
uleiurilor minerale din uleiurile
vegetale, care sd permita o
masurare exactd, de inalta
sensibilitate si care sa fie usor de
pus in practica.

Principiul de masurare

Hidrocarburile saturate din
probd sunt separate pe coloane
cromatografice de silicagel si sunt
madsurate prin gazcromatografie
capilard, folosind metoda
standardului intern.
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minerale din uleiurile vegetale
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Figura 2: Cromatograme comparative de probe standard

intern de 15-20 mm, lungime 30-
40 cm, cu fritd si robinet

» Microseringd pentru injectie in
coloand, 10 pl, cu ac intdrit

» Rotaevaporator

Necesar de laborator

« Pahare Erlenmeyer de 25 ml

« Eprubete cu dop de sticld

« Coloana de sticld pentru
lichidcromatografie, cu diametru
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Figura 4: Cromatograma unui blanc de ulei de floarea-soarelui

Figura 3: Curba de calibrare in mg/kg

« Balanta analitica de precizie cu
patru zecimale

« Sticlarie obisnuita de laborator
(pipete automate pentru diverse
volume)

Aparatura analitica

o Gaz cromatograf Shimadzu GC-
2010 Plus, injector OCI/PTV-
2010 si detector FID-2010

« Coloani capilara (MEGA1, 10 m,
ID 0,25 mm, grosimea peliculei
0,1 pm)

« Precoloana ID 0,53, 5 m,
dezactivata (coloand de garda
MEGA, ID 0,53)

Programul de temperatura

« PTV: 65°C (5 min.), 30°C/min
péana la 180°C, 6°C/min pana la
350°C si mentinere temperatura
40 min.

« Cuptor de coloani: 65°C (5
min.), 5°C/min pana la 350°C si
mentinere temperatura 10 min.

o Temperatura FID: 360°C

« Debit total: 5,5 ml/min

« Gaz purtator: heliu

Reactivi

« Silicagel: silicagel 60, Merck,
extrapur, pentru cromatografie
cu coloana (cod 107754). Activat
la 300°C timp de 24 de ore si
racit la temperatura ambientald
intr-un desicator

« n-hexan pentru cromatografie
(se recomanda Unisolv de la
Merck)

« Standard intern: n-eicosan 20 ug/
ml, prin diluare de la standardul
de 2000 pg/ml in izooctan (Cat.
Neochema nr. 14700-0230)

« Ulei de parafind, Merk, cod
produs 1.07160 (pentru curba de
calibrare)

« Se dizolvd 0,2 g de ulei de
parafind in 100 ml de hexan,
obtindndu-se un standard de
2.000 mg/1
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Figura 5: Cromatograma unei probe integratd ca un singur pic

Procedura - Pretratarea probei

Se realizeaza o suspensie de 15 g
de silicagel preparat conform
indicatiilor de mai sus in n-hexan
in exces si se agitd temeinic cu o
bagheta de sticld, apoi se introduce
in coloana. Se lasé si se decanteze,
uniformizandu-se silicagelul prin
introducerea de cantitati mici de
n-hexan pentru a obtine o banda
cromatograficd mai omogend. Se
cantireste 1 g de probd intr-o fiold
de 4 ml cu filet, se adaugéd 1 ml
din solutia de standard intern si se
amesteca temeinic [2].

Solutia de proba se transfera in
coloana cromatografica folosind
douad sectiuni de n-hexan de 1 ml.
Dupa introducerea probei in
silicagel, uleiurile minerale sunt
eluate folosind 50 ml de n-hexan.
Debitul de eluent va fi setat la

10 picaturi/15 sec. Fractia rezultata
va fi preluata intr-un pahar
Erlenmeyer de 100 ml si evaporata
intr-un evaporator rotativ pand
cand volumul solventului ajunge
la aproximativ 1 ml. Restul de
solvent este indepartat cu flux

de azot pand se usuca. Uleiurile
minerale separate se transfera
intr-o fiold de autosampler de

2 ml, folosind 500 pl de heptan.

In final, se injecteaza 1-4 pl de
solutie in gazcromatograf. Dupd
cum se poate observa in Figura 1,
uleiurile minerale formeaza un
pic larg nerezolvat, de forma

unei ,,cocoase” [3, 4, 5, 6] in

loc sd formeze picuri ascutite.
»Cocoasa” si picul ISTD sunt
integrate pentru a se crea curba
de calibrare (Figura 3). In cazul
unei probe necunoscute, ,cocoasa”
si picurile sunt integrate ca un
singur pic (picurile identificate i
neindentificate) folosind bara de
integrare manuald a programului
GCsolution (Figura 5).

Toate picurile identificate si picul
ISTD (de deasupra ,,cocoasei”)
sunt apoi integrate folosind

driftul adecvat din programul
GCsolution (Figura 6). Cu ajutorul
calculatorului, se determina aria
»cocoasei” (picurile neidentificate)
prin scaderea ariei picurilor
identificate din aria picurilor
identificate si neidentificate.

Concentratia minerald este
calculatd prin aplicarea urmatoarei
formule:

A;mr.af b

My Aps
C="m 2 a

S 1,000

unde:

c = concentratia minerala
(mg/kg)

m = greutatea probei (g)

m, = greutatea standardului
intern (mg)

A = aria uleiului mineral

paraf

Tabelul 1: Datele de validare a metodei

A = ariastandardului intern [2] Official Method for
A = panta curbei de calibrare stigmatadienes and waxes,
B = intersectia liniei cu axa y Regulation EEC 2568/91
[3] L. Karasek, T. Wenzl, F.Ulberth, EUR
Datele de validare 23811 EN - Joint Research Centre
- Institute for Reference Materials
and Measurements, Proficiency
S-au utilizat doud probe test on the determination of
determinate de concentratie 50 mineral oil in sunflower oil
si 150 mg/kg. S-au efectuat sase [4] M. Biedermann, K. Grob, Eur. J.
repetiri pentru fiecare probi, Lipid Sci. Technol. 111 (2009) 313-
rezultatele acestora fiind cele 3_1 9 How ”white”.was the mir.1e.ral
prezentate in Tabelul 1. Limita de gj;g;a‘lfﬁﬂsmmated Ukrainian
detectie (LOD) determinatd afost ) 1, iorin A Paciaroni, F. Gigli, R.
10 mg/kg, iar limita de cantitate Ballini, Food Control 21 (2010)
(LOQ) a fost 20 mg/kg. 1155-1160, A versatile splitless
injection GC-FID method for
Concluzii the determination of mineral oil
paraffins in vegetable oils and
Uleiurile minerale au putut fi 6] Erigd fk:url\;[l Vass. M. Bied
determinate folosind metoda - arob, l.vass, W, biecermann,
de mai sus, cu ajutorul unui gaz H-P Neu.kom, Food Additives and
> ’ Contaminants 18 (2001) 1-10,
cromatograf Shimadzu GC-2010 Contamination of animal feed
Plus. Metoda a prezentat un nivel and food from animal origin with
bun de repetabilitate si linearitate. mineral oil hydrocarbons.
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Figura 6: Integrarea picurilor probei determinate
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