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Inventia se referd la o metodé de analiza a acroleinei.
Metoda conform inventiei consta in mésurarea spectro-
fotometricd a activitatii enzimatice Tn solutii cu sau f&ra
adaos de cisteina si se bazeaza pe proprietatea speci-
fica acroleinei de a reactiona cu cisteina adaugata in
mediul de reactie si de a forma astfel aducti care nu

inhiba alcool dehidrogenaza, metoda fiind aplicata la
analiza apelor industriale: si la controlul alimentelor.
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Metoda de analiza rapida si selectiva a acroleinei bazata pe
inhibitia alcool dehidrogenazei

Descrierea inventiei

Inventia se refera la o metoda de analiza rapida si selectivd a acroleinei din probe
de mediu si alimente. Metoda se bazeaza pe faptul ca acroleina reactioneazéd cu compusii
tiolici si astfel denatureaza alcool dehidrogenaza care are cisteina in situl activ. Pentru
cresterea increderii in rezultatul analizei, proba este analizatd de doua ori: direct pentru
cuantificarea acroleinei impreuna cu eventaullii interferenti si pretratata cu cisteina pentru
studiul interferentelor. In proba pretratatd, cisteina reactioneazi cu acroleina si apoi are
loc masurarea inhibitiei alcool dehidrogenazei. Daca in proba tratatd se observa reducerea
procentului de inhibitie atunci proba contine acroleina, iar daca proba tratatd inhibd 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 aminoacid folosit ca supliment alimentar pentru imbunétitirea calitatii
furajelor. Acroleina este folositd in concentratii relativ mari ca biocid acvatic in canalele
de irigatie, turnuri industriale de réacire si lacuri de tratare a apelor, dar au fost constatate
efecte negative la recoltele irigate cu apd tratatd cu acroleina 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 separdri 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 acroleinei, dar acestea nu sunt selective deoarece se bazeaza pe proprietati

generale ale aldehidelor.
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Acroleina are o reactivitate crescutd datoritd proprietatilor electrofile si
reactioneaza cu grupdrile tiolice ale proteinelor si an consecintd enzimele care au cisteina
in centrul catalitic sunt inhibate. Aceasta proprietate este specifica acroleinei. Alte
aldehide nu inhiba alcool dehidrogenaza, aceasta producand in reactia enzimaticd de
oxidare a alcoolilor diferite aldehide.

fn matricea probelor complexe pot si 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
amestecata cu cisteind si apoi este masurata inhibitia remanenti. in cazul in care cisteina
reduce inhibitia alcool dehidrogenazei inseamna ca in proba se afla acroleina, iar in caz
contrar denaturarea enzimei este cauzata de un interferent. Aceastd posibilitate de a creste
selectivitatea masuratorilor de inhibitie prin consumarea selectivd a analitului este unica
in cazul biosenzorilor enzimatici.

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

Metoda de analiza, conform inventiei, prezinta urmatoarele avantaje:

- permite identificarea rapida a probelor contaminate cu acroleina;

- asigura selectivitatea analizelor;

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

- are un pret de cost scazut;

- este portabild;

- nu necesita utilizarea unor reactivi toxici;

- nu necesitd efectuarea unor etape lungi de tratare/extragere/purificare/derivatizare a
probei inaintea analizei propriuzise.

Pentru metoda de analiza 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§,38).

Metoda de masurare a activitatii enzimatice a alcool dehidrogenazei se bazeaza pe

cuantificarea NADH-ului la A=340 nm. Analiza este efectuatd in cuve din quart cu
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volumul de | mL. Pentru analiza, 800 pl. de proba este amestecatd cu 145 pL tampon
TRIS, 10 puL solutie 0,1 M NAD", 40 uL solutie 0,1 M etanol. Dupi omogenizare in cuva
se adaugd 5 pl solutie de alcool dehidrogenazd cu activitate specifica 22 Ul/mL.
Amestecul este omogenizat si absorbanta este masurata timp de 50 secunde. Pentru
studiul interferentelor: se amestecd 800 ul de probd cu 135 pL tampon TRIS si 10 uL
solutie 0,1 M cisteind. Dupa 5 minute se adaugd 10 pL solutie 0,1 M NAD", 40 uL
solutie 0,1 M etanol si 5 pl. solutie de alcool dehidrogenaza cu activitate specifica 22
Ul/mL. Viteza reactiei enzimatice este exprimatd in unitdti de adsorbanta 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 o
masuratoare blank fara acroleina.

Inventia va fi prezentata in continuare in legatura cu figurile 1 si 2 care prezinta:

- figura 1: semnalele analitice obtinute folosind solutii standard de acroleind si acroleind
cu cisteind in comparatie cu un control.

- figura 2: domeniul liniar al curbei de calibrare folosind solutii standard de acroleina si
acroleina cu cisteina.

Modul de interpretare al rezultatelor analizelor conform inventiei este explicat in
figura |. Initial se efectueaza o masurare a activitatii enzimatice de control fara acroleina
si a fost masuratd o variatie a absorbantei AA/At= 0.002 U.A.sec. Ulterior se
investigheaza efectul inhibitor al acroleinei si pentru o solutie de 0,8 mM acroleina se
obtine AA/At= 0.0013 U.A./sec 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./sec care corespunde unei variatii a
activitatii enzimatice de 5%. Aceasta este mai mica decit 10% care este consideratd
limita de detectie si astfel se poate concluziona ci in prezenta unui exces de cisteina nu
are loc o variatie semnificativa a activitatii enzimatice in raport cu un control.

Metoda de analizd conform inventiei poate analiza acroleina cu o limitd de
detectie de 0.2 mM. Curba de calibrare este liniara intre 0,2 si 2 mM. Pentru concentratii
mai mari de acroleind se obtine un platou. Ecuatia curbei de calibrare prezentate in figura

2 este: Inhibitie (%)= 34,05*Conc acroleind (mM)+ 1,07; R*=0.9918 (n=5). Tot in figura

M
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2 este prezentatd si activitatea enzimatica masuratd pentru solutii in care 1 mM cisteind a
fost amestecata cu diferite concentratii de acroleind. Pentru acest amestec variatia relativa

a adsorbantei este sub £10% si astfel este nesemnificativa.

o~
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REVENDICARI

[. Metoda de analiza rapida a acroleinei bazata pe doua masuratori spectrometrice ale
inhibitiei alcool dehidrogenazei produsa de proba in absenta si prezenta cisteinei.

2. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata printr-o sensibilitate buna a masuratorilor
bazata pe inhibitia alcool dehidrogenazei de cétre acroleind.

3. Metoda conform revendicarii 1, caracterizatd printr-o selectivitate ridicata a
masuratorilor bazatd pe proprietatea specificd acroleinei de a reactiona cu cisteina
adaugatd in mediul de reactie ceea ce duce la formarea de aducti care nu inhiba alcool

dehidrogenaza.
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Figura 1. Semnalele analitice obtinute folosind solutii standard de acroleina si acroleina

cu cisteind Tn comparatie cu un control.
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Figura 2. Domeniul liniar al curbei de calibrare folosind solutii standard de acroleina si o
comparatie cu variatia nesemnificativa a activitatii enzimatice in cazul in care acroleina

este amestecata cu cisteina.
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