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RO 127776 B1

Inventia se refera la o metoda de analiza rapida si selectiva a acroleinei din probe de
mediu si alimente.

Metoda se bazeaza pe faptul ca acroleina reactioneaza cu compusii tiolici si astfel
denatureaza alcool dehidrogenaza ce are cisteina in situl activ. Pentru cresterea increderii
in rezultatul analizei, proba este analizata de doua ori: direct, pentru cuantificarea acroleinei
impreuna cu eventualii interferenti, si pretratata cu cisteina, pentru studiul interferentelor. in
proba pretratata, cisteinareactioneaza cu acroleina si apoi are loc masurarea inhibitiei alcool
dehidrogenazei. Daca in proba tratata se observa reducerea procentului de inhibitie, atunci
proba contine acroleing, iar daca proba tratata inhiba in continuare alcool dehidrogenaza,
inseamna ca in matricea probei de analizat se gaseste un interferent care poate denatura
proteinele.

Importanta analizei acroleinei: acroleina (propenal) este un compus poluant care
poate fi gasit in fumul provenit de la tigari, combustibili fosili, motoare diesel sau incendii de
padure. Este un reactiv toxic, utilizat la sinteza acidului acrilic si a DL-metioninei, un amino-
acid folosit ca supliment alimentar pentru imbunatatirea calitatii furajelor. Acroleina este
folosita in concentratii relativ mari ca biocid acvatic in canalele de irigatie, turnuri industriale
de racire si lacuri de tratare a apelor, dar au fost constatate efecte negative la recoltele
irigate cu apa tratatd cu acroleind, sau in mediul inconjurator, in apropierea locurilor de
deversare. Acroleina poate fi produsa in alimente, prin degradarea termica a uleiului de prajit
sau prepararea la temperaturi mari a grasimilor, aminoacizilor sau carbohidratilor.

Sunt cunoscute metode de analiza a acroleinei din probe complexe, folosind tehnici
bazate pe separari cromatografice sau electroforetice, dar acestea presupun un echipament
complex, etape suplimentare de pretratare a probelor si un timp de analiza indelungat. Au
fost, de asemenea, raportate metode spectrometrice sau electrochimice de analiza a acro-
leinei, dar acestea nu sunt selective deoarece se bazeaza pe proprietati generale ale aldehi-
delor [Procedure for the Determination of Acrolein and other Volatile Organic
Compounds (VOCs) In Air Collected In Canisters and Analyzed By Gas
Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS) Using Selective lon Monitoring (SIM),
Oficiul de Standarde si Planificare a calitatii aerului, Agentia de Protectie a Mediului
din SUA, contract EPA Nr. 68-D-00-264, noiembrie 2006], in care este prezentatd metoda
de determinare a acroleinei in aer, gaze de evacuare, solutie apoasa, apa de ploaie, probe
biologice si lichide, si a deseurilor solide revizuite (IARC, 1995).

[Concise International Chemical Assessment Document43,R. Gomes and M.E.
Meek, Existing Substances Division, Bureau of Chemical Hazards, Health Canada,
Ottawa, Canada, and M. Eggleton, Environment Canada, Hull, Quebec, Geneva 2002]
prezintd o metodologie pentru a analiza probele de aer toxic in recipient, introduse intr-un
sistem cromatograf de gaze/spectrometrie de masa (GC/MS), folosind modul ion selectat
(SIM) siun preconcentrator/autosampler. Aceasta metoda de analiza poate fi utilizata pentru
a cuantifica multe COV, inclusiv acroleina, cu puncte de fierbere mai mici de 200°C.

Problema pe care o rezolva inventia consta in determinarea rapida a prezentei acro-
leinei in probe de mediu si in alimente.

Metoda de determinare rapida a acroleinei, conform inventiei, inlatura dezavantajele
de mai sus prin aceea ca aceasta cuprinde:

- efectuarea a doud masuratori spectrometrice la A = 340 nm a inhibitiei alcool dehi-
drogenazei produsa de o proba supusa analizei in prezenta si, respectiv, in absenta cisteinei
1M;

- compararea diferentei dintre aceste masuratori cu o valoare a masuratorii spectro-
metrice pentru o proba martor fara acroleina.
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Metoda de analiza, conform inventiei, prezintd urmatoarele avantaje:

- permite identificarea rapida a probelor contaminate cu acrolein3;

- asigura selectivitatea analizelor;

- este simplu de utilizat chiar si de personal mediu calificat;

- are un pret de cost scazut;

- este portabil3;

- nu necesita utilizarea unor reactivi toxici;

- nu necesita efectuarea unor etape lungi de tratare/extragere/purificare/derivatizare
a probei inaintea analizei propriu-zise.

Acroleina are o reactivitate crescuta, datorita proprietatilor electrofile, si reactioneaza
cu gruparile tiolice ale proteinelor si, in consecinta, enzimele care au cisteina in centrul
catalitic sunt inhibate. Aceasta proprietate este specifica acroleinei. Alte aldehide nu inhiba
alcool dehidrogenaza, aceasta producandu-se in reactia enzimatica de oxidare a alcoolilor
diferitelor aldehide.

in matricea probelor complexe pot sa se afle si diferite substante care au un efect
denaturant asupra proteinelor. Pentru evitarea interferentelor, mecanismul de detectie este
utilizat pentru investigarea cauzei inhibitiei alcool dehidrogenazei. Astfel, proba este ameste-
cata cu cisteind si apoi este masurata inhibitia remanenta. in cazul in care cisteina reduce
inhibitia alcool dehidrogenazei, inseamna ca in proba se afla acroleind, iar in caz contrar,
denaturarea enzimei este cauzata de un interferent. Aceasta posibilitate de a creste selecti-
vitatea masuratorilor de inhibitie prin consumarea selectiva a analitului este unica in cazul
biosenzorilor enzimatici.

Metoda de analiza conform inventiei necesita un spectrometru UV si celule de cuart
tansparente in acest domeniu al spectrului electromagnetic.

Pentru metoda de analizd sunt necesari urmatorii reactivi: etanol, nicotin adenin
dinucleotida forma oxidata (NAD"), cisteina din care sunt preparate zilnic solutii stoc in apa
purificata. Alcool dehidrogenaza din Saccharomyces cerevisiae este dizolvata in tampon
fosfat pH = 7,7 si impartita in alicoturi pastrate la -20°C. Probele sunt tamponate cu
TRIS/HCI (0,1 M, pH = 8,8).

Metoda de m&surare a activitatii enzimatice a alcool dehidrogenazei se bazeaza pe
cuantificarea NADH-ului la A = 340 nm. Analiza este efectuat& in cuve din cuart cu volumul
de 1 mL. Pentru analiza, 800 uL de proba este amestecata cu 145 uL tampon TRIS, 10 uL
solutie 0,1 M NAD", 40 uL solutie 0,1 M etanol. Dupa omogenizare in cuva se adauga 5 uL
solutie de alcool dehidrogenaza cu activitate specifica 22 Ul/mL. Amestecul este omogenizat
si absorbanta este masuraté timp de 50 s. Pentru studiul interferentelor: se amesteca 800 uL
de proba cu 135 pL tampon TRIS si 10 L solutie 0,1 M cisteind. Dupa 5 min se adauga
10 pL solutie 0,1 M NAD", 40 pL solutie 0,1 M etanol si 5 pL solutie de alcool dehidrogenaza
cu activitate specifica 22 Ul/mL. Viteza reactiei enzimatice este exprimata in unitati de
absorbanta per secunda (AA/At), si se calculeaza prin interpolarea partii liniare a curbei
experimentale A-t. Procentul de inhibitie se calculeaza ca reducerea activitatii enzimatice in
raport cu 0 masuratoare blank fara acroleina.

Se prezintd, in continuare un exemplu de realizare a inventiei in legatura cu fig. 1 si
2, ce prezinta:

- fig. 1, semnalele analitice obtinute folosind solutii standard de acroleina si acroleina
cu cisteing, in comparatie cu un control,

- fig. 2, domeniul liniar al curbei de calibrare, folosind solutii standard de acroleina si
acroleina cu cisteina.
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Exemplu

Modul de interpretare al rezultatelor analizelor

Initial se efectueazé o masurare a activitatii enzimatice de control fara acroleina, si
afostmasurata o variatie a absorbantei AA/At= 0,002 U.A./s. Ulterior se investigheaza efec-
tul inhibitor al acroleinei si pentru o solutie de 0,8 mM acroleina, si se obtine AA/At =
0,0013 U.A./s, ceea ce corespunde la un procent de inhibitie Inh(%) = 35. Masurarea
variatiei absorbantei unei solutii care contine 0,8 mM acroleina si 1 mM cisteina se obtine
AA/At=0,0019 U.A./s, care corespunde unei variatii a activitatii enzimatice de 5%. Aceasta
este mai mica decéat 10%, care este considerata limita de detectie si astfel se poate conclu-
ziona c& in prezenta unui exces de cisteina nu are loc o variatie semnificativa a activitatii
enzimatice in raport cu un control.

Metoda de analiza conform inventiei poate analiza acroleina cu o limita de detectie
de 0,2 mM. Curba de calibrare este liniara intre 0,2 i 2 mM. Pentru concentratii mai mari de
acroleind se obtine un platou. Ecuatia curbei de calibrare prezentate in fig. 2 este: Inhibitie
(%) = 34,05*Concentratie acroleinad (mM) + 1,07; R?=0,9918 (n = 5). Tot in fig. 2 este pre-
zentatd si activitatea enzimaticad masurata pentru solutii in care 1 mM cisteina a fost ameste-
cata cu diferite concentratii de acroleina. Pentru acest amestec variatia relativa a absorbantei
este sub £10% si astfel este nesemnificativa.
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Revendicari

1. Metoda de determinare rapida a acroleinei, caracterizata prin aceea ca aceasta
cuprinde:

- efectuarea a doud masuratori spectrometrice la A = 340 nm a inhibitiei alcool dehi-
drogenazei produsa de o proba supusa analizei in prezenta si, respectiv, in absenta cisteinei
1M;

- compararea diferentei dintre aceste masuratori cu o valoare a masuratorii spectro-
metrice pentru o proba martor fara acroleina.

2. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca se determina acro-
leina cu o concetratie cuprinsa in intervalul 0,2...1 mM.
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