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1. METODELE ANALITICE — SCURT ISTORIC

O urma este o substanta, compus sau analit prezenta in concentratii mici in alt
material numit matrice. La aceasta ora nu exista un acord general asupra nivelului
concentratiei unei urme. O data cu cresterea sensibilitatii tehnicilor analitice de
detectare, limita acestei "urme” se schimba incontinuu la concentratii din ce in ce mai
mici. In cele mai multe cazuri nivelul concentratiei este exprimat in ppm (ug/g), ppb
(ng/g) sau chiar ppt (pg/qg).

Un reziduu poate fi definit ca fiind o urma de substanta, care ramane in matrice
dupa un anumit fel de administrare.

Exemplu: unui animal i se administreaza metiltestosterone injectabil. Daca se fac
analize din carne, reziduuri de metiltestosteron pot fi detectate.

Sangele contine urme de testosterone (nu reziduuri de testosteron). Formarea
de reziduuri se mai poate datora si industriei, datoritd procesului de fabricatie. In
majoritatea cazurilor, oameni sunt cauza aparitiei reziduurilor $i contaminantilor.

Reziduurile pot fi clasificate Tn mai multe feluri, dar cea mai simpla abordare este:

a. Substante interzise precum hormonii (substante apartinand grupului A)

b. Medicamente de uz veterinar cum ar fi antibioticele

c. Contaminanti ca bifenilii policlorurati (PCB) sau dioxina.

Substantele interzise cel mai adesea se refera la cuvantul "hormoni’, dar abuzul
cu asemenea substante care stimuleaza cresterea si ingrasarea la animalele destinate
consumului uman se imparte in patru grupe majore:

Tireostaticele (ex. Metiltiouracilul) pot cauza o crestere considerabila in greutate
la animale, intrun timp foarte scurt, insa greutatea castigata consta in dilatarea tubului
gastrointestinal si cresterea retentiei de apa.

Substantele anabolizante sau steroizii anabolizanti (ex. dietilstilbestrol,
testosterone) cresc sporul mediu zilnic si calitatea carcasei.

Aceste substante se mai numesc si EGA (estrogeni, gestageni si androgeni).

Beta-agonistii sau agenti de repartitie (ex. clenbuterolul) determina de asemenea
crestere in greutate la majoritatea animalelor de macelarie, raportul de masa muscular

fiind superior celui de grasime in carcasa
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Corticosteroizii (ex. dexametazona) cauzeaza un extracastig in greutate cel mai
probabil datorita retentiei apei.

Medicamentele de uz veterinar sunt necesare pentru tratamentul bolilor
animalelor in practica veterinara. Numeroase produse medicamentoase sunt testate
extensiv pentru siguranta alimentelor.

Pe web site-ul de la EMEA (Agentia Europeana pentru Evaluarea Produselor
Medicamentoase) (http://www.eudra.org) pot fi gasite MRPL-urile (Minimum required

performance limit-limitele de performanta minim cerute) produselor medicamentoase.

Un hormon este o substanta sintetizata si secretatd de o glanda endocrina,
transportata de sange si capabila sa dirijeze reglarea si coordonarea activitatji
diferitelor organe si tesuturi. in ultimii ani, dezvoltarea biochimiei moderne si a
tehnicilor de sinteza organica, au permis producerea de molecule artificiale, sintetice
sau semisintetice, care poseda partial sau total proprietatile anumitor hormoni naturali.

Fie ca sunt de origine suprarenala, hipofizara sau gonadica, aceste molecule
sunt, pe scara larga, utilizate in medicina veterinard sau umana pentru a suplini
deficitele hormonale sau pentru a trata un anumit numar de afectiuni hormonale.

Pe langa numeroasele aplicatii terapeutice, hormonii gonadotropi si derivatii
acestora, sunt utilizati fraudulos ca stimulatori ai cresterii la animalele de renta.

Capabili sa declanseze sinteza proteinelor la nivel muscular precum si conjunctiv,
acesti compusi au fost administrati cu mult timp inaintea tireostaticelor si a beta-
agonigtilor pentru ingrasarea animalelor. Pe langa cresterea in greutate, aceasta
practica amelioreaza considerabil randamentul masei musculare in carcasa, ceea ce
confera la final un plus de valoare - neneglijabila de catre crescatorul de animale. Dupa
cel de-al doilea razboi mondial s-au facut primele tratamente cu substante
anabolizante pe baza de hormoni sexuali naturali, precum testosteronul, estradiolul
sau progesteronul. Apoi, apare dietilstilbestrolul, o substanta sintetica apartinand
familiei stilbenelor, a carui efect era de tip estrogenic. Aceasta substanta era
administrata in doze mari in cresterea bovinelor, precum si in acvacultura.

Numarul si varietatea actiunilor fiziologice si farmacologice ale fiecarui hormon,
in mod special a celor sintetici, induc numeroase reactii, cateodata toxice si
ireversibile, care trebuiau sa lase manipularea acestor substante in maini medicale
experte. ins3, realitatea este alta si de-a lungul anilor s-a demonstrat ca aceste

molecule se utilizeaza in mod curent si necontrolat in cresterea intensiva a nimalelor
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de ferma. De altfel, pe la mijlocul anilor '50, consumul de gaturi de gaini, fiind locul
unde se administreaza substanta anabolizanta, a declansat la anumiti barbati o
dezvoltare anormala a pieptului. Mai mult, utilizatéd contra avortului, aceasta molecula
provocat adenoze vaginale la fiicele mamelor tratate pe perioada sarcinii, precum i
anomalii ale aparatului genital la baieti.

Aceste constatari au avut drept consecinta interzicerea acestei substante si
aparitia mai multor texte reglementare. Dupa o anumita perioada, in care fazele de
interdictie si cele de autorizare s-au succedat, Uniunea Europeana a decis la 1 ianuarie
1988 interzicerea utilizarii substantelor anabolizante in scopul ingrasarii animalelor.

Aceasta prohibitie a avut drept consecinta generarea unui trafic gigantic, care a
inclus laboratoarele clandestine si circuitele de distributie internationala ale caror
ramificatii se aseamana cu delicventele mafiei.

Sondajele sau controalele consolidate de catre serviciile sanitar-veterinare si de
refresiune a fraudelor in abatoare, in ferme sau la frontiere, confirma permanenta
acestor practici ilegale in ciuda interzicerii lor la nivel european. Aceste operatiuni au
scos la iveala, in ultimii ani, aparitia unor noi molecule steroidiene si administrarea
simultana sub forma de cocktails a diferitelor familii de stimulatori ai cresterii.

Consumul zonei tratate prin injectie sau implant subcutanat, a maruntaielor
precum ficatul sau rinichiul (matrici foarte concentrate in substante xenobiotice
anabolizante), poate determina la consumatori diverse efecte cunoscute precum
virilizarea sau din contra un hipogonadism ce antreneaza sterilitatea, chiar si procese
neoplazice. De asemenea, toxicitatea pe termen lung a absorbfijei repetate provenita
din consumul de carne tratata cu substante anabolizante, chiar daca nu contine decét
cantitati de ordinul ng.g™" (ppb) ai metaboliti de steroizi exogeni, este inca o tematica
controversata sau insuficient cunoscuta.

Avand in vedere respectarea interdictiei europene si dincolo de concurenta
nedreapta si a fraudei pe piata alimentelor, trebuie sa se asigure publicului ca
produsele de origine animala pe care le consuma sunt fara xenobiotice anabolizante.
in consecinta, punerea la punct de metode eficace de detectare si de identificare a
reziduurilor acestor substante in mediile biologice trebuie sa fie intreprinsa.

Laboratoarele autorizate cu controlul anti-doping al sportivilor, au pus la punct la
sfarsitul anilor ‘60 metode de detectare ale steroizilor anabolizanti in sdnge si in urina,

bazate pe cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC) cu detector pe baza
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de ultraviolete (UV). Dupa primele controale anti-doping realizate pentru Jocurile
Olimpice de iarna de la Grenoble in 1968, s-a impus cromatografia gazoasa (GC)
cuplata la diversi detectori mai mult sau mai putin specifici, cum ar fi cu ionizare in
flacara (FID). La Jocurile Olimpice de la Montreal au aparut metodele de depistaj radio-
imunologice pe baza de anticorpi specifici de 17 a-alchili si 19-nor-steroizi. La inceputul
anilor "70 se materializeaza tehnicile de detectare pe baza de coloane capilare si cuplaj
direct al GC la spectrometru de masa (MS). Prima monitorizare a steroizilor
anabolizanti si a metabolitilor acestora prin GC-MS dateaza de la Jocurile Olimpice
panamericane de la Caracas din 1983.

Controlul anti-doping al cailor de curse a luat amploare in aceasta perioada,
bazat pe aceleasi metode analitice ca si la sportivi. inainte de 1988, laboratoarele
autorizate incep sa se intereseze de controlul substantelor xenobiotice anabolizante
folosite in cresterea animalelor folosind tehnici radio-imunologice (RIA), cromatografia
planara (TLC) sau lichida (HPLC).

Interzicerea utilizarii acestor substante pentru stimularea cresterii la animale de
catre Comunitatea Europeana, a condus laboratoarele la cercetarea mai multor
metode analitice eficace, care sa asigure atat sensibilitatea céat si specificitatea, doua
calitati pe care tehnicile existente la acel moment nu le aveau. De aceea, dupa anul
1988, laboratoarele nationale de referinta pentru controlul promotorilor de crestere la
animale, au recurs la spectrometria de masa.

Aceasta metoda, constituia singurul mijloc fizico-chimic capabil sa identifice, in
mod indubitabil, reziduurile steroizilor anabolizanti in matricile biologice complexe, la
concentratii inferioare ppb-ului. La ora actuala, controlul substantelor anabolizante la
animalele de ferma se bazeaza pe analize din urina, fecale sau par. Aceasta practica
care este realizata de regula in abatoare sau ferme, nu este relevanta pentru carnea
importata sau comercializata in Uniunea Europeana.

Desi in Uniunea Europeana utilizarea promotorilor de crestere este interzisa,
pentru tarile terte s-a implementat un program de monitorizare (Directiva 93/26/EC) in
concordanta cu Planurile Nationale ale fiecarei tari membre, pentru controlul importului
de produse de provenienta animala.

Tehnicile imunoenzimatice folosite pentru determinarea unui singur compus, au
fost inlocuite de tehnicile multi-reziduuri bazate pe cromatografie cuplata la

spectrometrie de masa.
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2. METODELE DE INVESTIGARE ANALITICA

2.1. Caracteristici generale

Analiza chimica este principala metoda de investigatie; ea este utilizata in mod
curent in toate domeniile stiinifice care au o legatura mai mare sau mai mica cu chimia.

Intr-un mod simplu, se poate spune c& analiza chimica consta in caracterizarea
sistemului analizat.

Prin termenul caracterizare se intelege obtinerea si prelucrarea tuturor
informatiilor care permit identificarea substantelor sau componentilor sistemului
analizat — asa numitele informatii analitice.

Informatijile analitice se obtin prin investigarea complexa (analiza) a substantei
de studiat sau a sistemului analizat (sistemul analitic).

Aceasta investigare se realizeaza prin urmarirea si masurarea unei anumite

proprietati (P) in functie de concentratie (C) sau volum (V).

Dupa natura simpla sau complexa a corelatiei (functiei) care se stabileste intre

proprietatea urmarita si concentratie (sau volum), se disting:

e -metode chimice sau clasice: gravimetria si titrimetria (volumetria) cu o functie
de corelare simpla si directa: P = f(C),
unde P este masa (greutatea) pentru gravimetrie, respectiv volumul de titrant pentru titrimetrie.

Din acest motiv, aceste metode se mai numesc si absolute sau independente.
e -metode fizico-chimice sau instrumentale, datorita utilizarii instrumentelor de
masura si de inregistrare, in care functia (P) este complexa si determinarea
se face dupa o curba de etalonare sau de titrare. Din aceasta cauza, acestea

se mai numesc si metode relative sau neindependente.

In metodele instrumentale de analiza proprietatea urmarita poate fi:
e absorbanta (A) sau transmitanta (T), pentru metodele optice,

e intensitatea de curent (i) sau potentialul (€) — pt. metodele electrochimice.

Fiecare dintre cele doua categorii de metode prezinta anumite avantaje (Tabelul 1):
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Tabelul 1
Avantajele metodelor analitice
Metodele instrumentale Metodele chimice

- determinarea este foarte rapida (sub 1/100 s), - procedeele sunt simple si precise;

- pot fi utilizate probe mici; - in general, metodele se bazeaza pe

- pot fi concentrate probe complexe; masuratori absolute;

- prezinta sensibilitate ridicata; - echipamentul necesar nu este scump.

- dau rezultate sigure.

Fata de asa-zisele determinari propriu-zise metodele instrumentale pot fi utilizate
si la determinarea altor caracteristici ale substantelor cum ar fi:

e determinarea unor constante analitice,

e determinarea structurii,

e elucidarea unor mecanisme de reactie etc.

Pe baza avantajelor care le ofera fiecare dintre cele doua categorii de metode,
suntem tentati ca in analizele pe care le efectuam sa alegem o metoda apartinand
uneia dintre cele doua categorii.

Practica a demostrat ca cele mai bune rezultate ale unei metode analitice se obtin
folosind cuplarea tehnicilor chimice cu cele instrumentale.

in ultimele decenii progresele inregistrate in determinarile analitice s-au datorat
in special perfectionarii aparaturii de laborator.

Si chiar daca in prezent,principalele directii de cercetare sunt orientate in
domeniul perfectionarii aparaturii, nu trebuie sa se traga concluzia ca metodele
instrumentale le-au inlocuit pe cele chimice. In practica, procedeele chimice constituie

adeseori o parte integranta dintr-o metoda instrumentala.

Astfel, in orice analiza exista etape ca:
e prelevarea probelor,
e dizolvarea,
e schimbari in starea de oxidare,
e indepartarea excesului de reactiv,
e Qajustarea pH-ului,
e adaugarea de agenti de complexare,
e precipitarea,
e concentrarea,

e indepartarea impuritatilor etc.
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Faptul ca cele doua tipuri de metode se pot completa una pe alta rezultand astfel

mijloace superioare de investigare, impune neaparat cuplarea tehnicilor chimice cu

cele instrumentale cu atat mai mult cu cat fiecare dintre acestea prezinta o serie de

limitari sau dezavantaje (Tabelul 2):

Tabelul 2

Dezantajele metodelor analitice

Metodele instrumentale Metodele chimice

e este necesara etalonarea initiala sau continua
a aparatului;

¢ sensibilitatea si precizia depind de aparatura
sau de metoda chimica utilizata pentru
etalonare;

e precizia finala se afla adesea in domeniul £2—
570;

e costul initial si pentru intretinerea aparaturii
este ridicat;

e intervalul de concentratie este limitat;

e implica personal de deservire cu pregatire
speciala.

¢ uneori lipseste specificitatea;

e realizarea unei analize presupune,de obicei,un
timp destul de lung

e precizia scade odata cu micsorarea cantitatji de
proba;

e sunt partial lipsite de flexibilitate.

Cel mai important criteriu pentru orice analizd este de a alege metoda sau

procedeul instrumental sau chimic, cel mai adecvat, in cazul dat.

La alegerea unei metode analitice trebuie sa se precizeze o serie de factori cum

sunt:
e domeniul de concentratie;
e precizia si sensibilitatea ceruta;

e selectivitatea si rapiditatea;

a) Domeniul de concentratie

in functie de cantitatea de substantd care trebuie determinata intr-o proba,

metodele analitice se clasifica astfel (Tabelul 3):

Tabelul 3

Metoda / cantitatea analizata

Metoda

Macro
Semimicro
Micro
Ultramicro
Submicrogram

Cantitatea
aproximativa

100 mg

10 mg

1 mg

0,001 mg (1pg)
0,010 pg

in general metodele chimice se preteazd cel mai bine la determinarea

macrocantitatilor,iar metodele instrumentale pentru microcantitat.
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b) Sensibilitatea si precizia

Notiunea de sensibilitate corespunde concentratiei minime dintr-o substanta,care
poate fi determinata cu o anumita siguranta. Alegerea unei anumite metode de analiza
depinde si de sensibilitatea ceruta. In general, in analiza si controlul medicamentelor
dar si in laboratorul clinic si cel de toxicologie analitica se utilizeaza metode chimice si
mai ales instrumentale extrem de sensibile, ceea ce permite determinarea cu un grad
de siguranta corespunzatoare a unor cantitati foarte mici (chiar urme infime) de
substanta. Cu cat proba este mai mica, cu atat metoda trebuie sa fie mai sensibila. Tn

tabelul 4 sunt prezentate sensibilitatile catorva metode de analiza.

Tabelul 4
Compararea sensibilitatilor metodelor analitice

Metoda de analiza Sensibilitatea

e Microgravimetrica Panala10° g (1ng)

e Microvolumetrica Intre 10 -10-19g ( 1- 0,1 ng)
¢ Absorbtia atomica electrotermala Panala 10" g (0,01 ng)

e Fluorimetria Panala10-'"-10'2g (1 pg)
¢ Analiza prin masuratori cinetice Panala10'3g (0,1 pg)

e Cromatografia de gaze Panala 10'3g ( 0,1 pg)

¢ Activarea cu neutroni Panala 10-'4g ( 0,01 pg )

¢ Tehnici radioizotopice Panala 107 g (0,01 ag)

In anumite cazuri, limita de detectie si deci sensibilitatea metodei de analiz& nu
depinde numai de metoda ci si de natura substantei de analizat. Precizia se refera la
corectitudinea rezultatului obtinut printr-o metoda analitica. La fel ca si
sensibilitatea,precizia variaza de la o0 metoda la alta,pentru determinari alegandu-se

metoda care furnizeaza precizia ceruta.

c) Selectivitatea.

Selectivitatea reprezinta proprietatea unei metode de a furniza o precizie mai
mare la determinarea unu anumit component (unei substante), comparativ cu alii
componenti (alte substante) coprezenti (coprezente). Cu céat proba este mai complexa
cu atat metoda trebuie sa fie mai selectiva. Adesea se foloseste si termenul de
specificitate in loc de selectivitate. In general metodele analitice nu sunt complet

specifice fata de un anumit component.

d) Timpul si costul.
Timpul si costul efectuarii unei analize sunt corelate cu dotarea laboratoarelor in
ceea ce priveste existenta unei aparaturi corespunzatoare si prezenta unui personal

calificat. In cazul efectuarii de analize in serie este posibila automatizarea partiala sau

10
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totala a analizei chiar prin utilizarea calculatoarelor in achizitionarea si prelucrarea

datelor experimentale.

2.2. Etapele unei determinari

in scopul alegerii unui procedeu corespunzator pentru efectuarea unei analize
este necesar sa se cunoasca diferitele etape (faze) importante care apar la o
determinare fizico-chimica.

Aceastea sunt:

a) Conditiile experimentale

Constau in cunoasterea anumitor parametri de natura chimica si fizica ai
sistemului examinat si ale masuratorilor efectuate, ca de exemplu marimea probei,
temperatura si pH-ul de determinare,exactitatea ceruta, forma si natura electrozilor sau
creuzetelor, sursa de excitare,modul de transformare al unor marimi caracteristice
sistemului Tn semnale electrice, magnetice si chiar compozitia chimica a sistemului in

unele cazuri.

b) Semnalul de intrare (semnalul de comanda sau excitare a sistemului)

Reprezinta actiunea chimica (reactiv) sau fizico-chimica, eventual numai fizica
(curent, potential de electrod, radiatie electromagnetica etc.), care se aplica sistemului
cu scopul de a perturba starea lui initiala de echilibru, generand si sustinand (prin
transformare de catre traductor) acele fenomene care stau la baza masuratorii. De
obicei natura semnalului de intrare utilizat sta la baza clasificarii metodelor de analiza

deosebindu-se intre metode chimice, fizico-chimice sau numai fizice.

¢) Raspunsul sau semnalul de iesire al sistemului

Reprezinta totalitatea fenomenelor care se produc in sistem sub actiunea
semnalului de intrare, inclusiv modificrile acestuia din urmé. Tn cazul unei titrari se
considera semnal de iesire variatia concentratiei unor componenti sub actiunea
titrantului. O valoare a intensitatii radiatiei transmise,a curentului,a potentialului de
electrod,a temperaturii sunt de asemnea semnale de iesire.

Forma si marimea acestor semnale depind de conditile experimentale.
Raspunsul  sistemului nu are intotdeauna un caracter de semnal

masurabil,transformarea raspunsului in astfel de semnal facandu-se prin traducatori.

11



I0SUD - USAMVBT - SDMV Cursuri On-line
Prof. Dr. Romeo T. Cristina 2016

d) Determinarea caracteristicilor specifice semnalului de iegire.

Pentru un semnal de intrare iau nastere mai multe semnale de iesire. Dintre
semnalalele de iesire pentru masuratori cantitative se aleg acelea care dau informatiile
cele mai utile, prezinta sensibilitate si selectivitate maxima, se pot masura repede si
se pot interpreta teoretic. Aceste semnale se numesc semnale analitice.

O caracteristica importanta a unui aparat este functia de transfer definita ca
fiind raportul dintre marimea semnalului de intrare a traducatorului si a celui de iesire.

Precizia si sensibilitatea unui aparat este cu atat mai mare cu cat functia de
transfer este mai lineara si are o panta mai mare.

La traductorul de iesire, o alta caracteristica importanta este raportul semnal(S)-
fond (N sau F), care trebuie sa aiba o valoare cat mai mare. Performantele de detectie
si determinare ale unei metode de analiza sunt limitate datorita fondului (zgomotului)
inerent oricarui proces analitic.

in cazul inregistrarii unui semnal analitic,in absenta substantei de analizat din
cauza zgomotului de fond, se obtine un domeniu (b) in care nu se poate distinge
(identifica sau doza) semnalul substantei de analizatc <b /2.

Se pot efectua determinari atunci cand ¢> b / 2 (ex:cazul c3,c4 etc.).

Cu céat domeniul b este mai mic cu atat posibilitatea determinarii cantitatilor
(concentratiilor) mai mici de substanta se mareste.

Din punct de vedere practic este mai importanta cunoasterea raportului S/N (cat
mai mare) pentru o anumita substanta de analizat in conditii optime.

Pe baza celor prezentate se poate spune ca analiza instrumentala consta in
interpretarea raspunsului pe care il da o substanta supusa analizei,atunci aceasta se
afla sub influenta unei surse de excitare

Sub forma cea mai simpla schema bloc a unui aparat de analiza instrumentala

este prezentata in schema 1:

Sursa de Modificator de semnal

Detector
excitare - q (Traductor) (amplificator)

Numar

‘ ‘ m ‘ I
Inregistrare

Schema 1. Clasificarea metodelor instrumentale de analiza
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De multe ori din grupul metodelor instrumentale sunt separate metodele fizice.

Un criteriu riguros si sigur insa nu exista,de aceea separarea lor nu are
insemnatate deosebita.

Astfel unele variante de cromatografie sunt incluse atat in categoria metodelor
fizico-chimice, cat si in cea a metodelor fizice.

Numarul total de metode instrumentale este destul de mare, cateva zeci.
Totodata, clasificarea acestora (implicit a celor fizico-chimice) se poate face dupa
diferite criterii. Astfel, dupa scopul in care se folosesc,acestea se impart in:

a. metode de separare si concentrare (extractia, variantele de cromatografie,
electroliza, electroforeza, distilarea etc.);
b. metode de determinare (informare si caracterizare).

Exista metode care pot indeplini simultan ambele functii, cum ar fi: extractia,
cromatografia in special in faza gazoasa etc.
La randul lor, metodele de determinare, propriu-zise se pot clasifica in functie

de natura semnalului de intrare sau iesire.

Astfel se cunosc:

e -metode electrochimice- la care fie semnalul de intrare,fie cel de iesire
sau amandoua sunt de natura electrica;

e -metode optice -bazate pe semnale de natura radianta;

¢ -metode termice -bazate pe semnale de natura termica;

e -metode magnetice -bazate pe semnale de natura magnetica;

¢ -metode nucleare -bazate pe semnale de natura nucleara.

13
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3. METODA HPLC
(High Performant Liquid Chromatography = Cromatografia Lichida Inalt Performants)

In ultimii ani, metoda HPLC a crescut in popularitate fiind consideratd o metoda
de referinta in determinarea reziduurilor.

Pana in zilele noastre a fost considerata ca fiind o metoda complementara fata
de mult mai populara metoda de gaz-lichid cromatografia (GLC). HPLC furnizeaza
posibilitati pe care GLC nu le putea furniza cum ar fi capacitatea de a separa si de a

estima reziduurile de substante chimice polare,volatile si termolabile.

3.1. Principiul metodei si scurt istoric

Cromatografia compromite o familie de tehnici de separare ,fiecare dintre tehnici

avand caracteristici comune (Schema 2).

Cromatografia
|
=
| |

| | | |

Schema 2. Tehnici uzuale de separare cromatografica

| |
Clasica

Initial se aplica o zona subtire de mixtura unei faze stationare absorbante cu
suprafata mare. Dezvoltarea fazei mobile face ca componentele mixturii sa migreze
prin faza stationara in proporiii diferite si sa se separe una de alta. Migratia diferentiata
apare datorita diferentelor de distributie dintre cele doua faze.

Faza mobila poate fi reprezentata de un gaz sau de un lichid.

Lichid cromatografia se poate imparti in doua categorii:

e plana (in strat subtire si cromatografia pe hartie)

e jn coloana.
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Lichid cromatografia in coloana,atat versiunea clasica (de joasa presiune) cét si
cea de inalta performanta,despre care discutam in acest context,se subdivide in
functie de mecanismul de separare in cinci categorii majore:

e LS; lichid-solida (adsorbtie),

e LSC;lichid-lichida (partitie),

e LLC;cu faza legata,

e BPC;cu schimb de ioni,

e |EC; cu excluderea marimii, SEC.

HPLC s-a dezvoltat la sfarsitul anilor 60’ odata cu producerea unor instrumente
performante si cu cresterea eficientei metodei. Spre deosebire de metoda clasica de
lichid cromatografie in coloana, HPLC utilizeaza pompe de inalta presiune,coloane
scurte si inguste cu faze de microparticule si un detector care inregistreaza in
permanenta concentratia probei.

Dezvoltarea HPLC s-a corelat in mod direct cu disponibilitatea componentelor
care se potrivesc si care permit controlul exact al debitului pentru a mentine presiunea
fnaltd. Tn comparatie cu GLC,unde faza mobild (gazul) este inertd si nu afecteaza
separarea substantelor una de alta faza mobila a HPLC este hotaratoare la acest nivel.

HPLC s-a utilizat in mod limitat pentru analiza de rutina a urmelor mai multor
reziduuri daca lipsesc detectorii sensibli la diferite elemente. Inceputurile dezvoltérii
acestei metode s-au axat pe indexul de refractie (Rl) sau pe lungimea de unda
standard de absorbtie a detectorilor. Nici un detector nu s-a dovedit a fi suficient de
sensibil sau selectiv pentru a determina urme de reziduuri. La mijlocul anilor
70’ ,detectorul cu fluorescenta s-a dovedit a fi sensibil si selectiv pentru pesticidele,care
in mod normal sunt fluorescente sau care pot fi marcate chimic (cu un fluorofor)(fig. 1).

Ca urmare a aparut prima aplicatie practica a utilizarii HPLC in determinarea mai

multor reziduuri de pesticide.

Figura 1. Analizor HPLC din prima generatie Sistem HPLC model GA 400
www.chem.purdue.edu
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Mai recent, oamenii de stiintd au testat foto-conductivitatea, detectorii
electrochimici si posibilele aplicatii practice ale detectorilor UV cu mai multe lugimi de

unda.

3.2. Moduri de functionare ale analizoarelor HPLC

Separarile prin HPLC utilizeaza cinci moduri de functionare de baza (Schema 3).

HPLC

lonica ion

Schema 3. Moduri de functionare ale HPLC

Metoda de analiza aleasa va depinde de proprietatile substantei (substantelor)
supuse analizei. Pentru determinarea reziduurilor,ca si pentru analizele HPLC
obisnuite, BPC este cel mai des utilizata.

Exista doua variante ale celor cinci metode de analiza ale HPLC; aceste diferente
se bazeaza pe polaritatile relative ale fazei mobile si stationare:

1. cromatografia cu faza normala (NP): Faza stationara este mai polara decat
faza mobila; substantele cele mai putin polare se deceleaza primele; retentia
substantei de analizat creste odata cu scaderea polaritatii fazei mobile.

2. cromatografia cu faza opusa (RP): Faza stationara este mai putin polara decat
faza mobila;substantele de analizat mai polare se vor decela primele; retentia
substantei de analizat creste odata cu cresterea polaritatii fazei mobile.

3.2.1. Lichid - solid cromatografia (LSC)
(Cromatografia prin adsorbtie)

LSC, mai este denumita si cromatografie prin adsorbtie.

Ea utilizeaza un adsorbant,de obicei silicagelul. Baza separarii este adsorbtia
componentelor polare, posibil prin legarea hidrogenului,la gruparile active de hidroxid
de siliciu prin orientare si pe suprafata gelului de siliciu.

Substantele de analizat care sunt cele mai polare vor fi mai puternic atrase la
situsurile active ale gelului de siliciu. Puterea de solvire a fazei mobile hotaraste rata
la care substantele adsorbite sunt desorbite si eludate.
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LCS este o metoda utila in separarea izomerilor si a claselor de compusi care
difera in ceea ce priveste polaritatea si numarul gruparilor functionale. Componentele
puternic polare se pot adsorbi ireversibil pe coloana.
Separarile LSC slabe se obtin de obicei de la structurile care contin numai
substituenti nepolari alifatici.

3.2.2. Lichid-lichid cromatografia (LLC)
(Cromatografia de partitie)

Denumita si cromatografie de partitie, LLC, include ca suport,de obicei gelul de
siliciu sau kieselgur-ul, care este captusit mecanic cu un film de lichid organic.

Un sistem tipic pentru LLC este coloana captusita cu 8,8 -oxipropionitril sau un
solvent nepolar, cum ar fi hexanul ca fazd mobila. Substantele se separa prin
dispunerea intre cele doua faze ca si in extractia cu solventi. Componentele mai

solubile in lichidul stationar se misca mai incet si se deceleaza mai tarziu.

3.2.3. Cromatografia cu faza legata (BPC)
(Binded Phase Chromatography)

BPC utilizeaza o faza stationara care este legata chimic la gelul de siliciu prin
reactia dintre gruparile silanol cu un organosilat substituit.

Spre deosebire de LLC, faza stationara nu este alterata de dezvoltarea fazei
mobile sau de schimbarea temperaturii. De asemenea se pot utiliza toti solventii si nu
este necesara presaturarea fazei mobile cu faza stationara.

Gradientul de eludare poate fi utilizat pentru imbunatatirea rezolutiei. Aplicatiile
specializate ale BPC sunt mai ales pentru analiza componentilor ionizati care sunt
foarte solubili in apa si care,in general,nu sunt bine retinuti pe coloanele RP BPC.

Retentia si separarea va creste prin adaugarea unui tampon de pH pentru
supresarea ionizarii (cromatografia prin supresia ionizarii) sau,prin formarea unei
perechi lipofile de ioni (cromatografia cu ioni perechi) intre substanta de analizat si un
ion Tncarcat opus.

Formele neionice rezultate se separa prin aceleasi tehnici de coloana.

Supresia ionica este metoda preferata pentru separarea acizilor si bazelor
slabe,pentru care pH-ul fazei mobile poate fi ajustat pentru a preveni ionizarea
substantei de analizat in timpul retentiei in cadrul unui pH de 2-8 a fazelor de gel de

siliciu legate.
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Substanta de analizat se supune RP HPLC-ului,de obicei, pe o coloana C-18
utilizand metanolul sau acetonitrilul plus o solutie tampon ca faza mobila.

Tehnica este mai des folosita fata de IEC deoarece coloanele C-18 au o eficienta
mai mare,se echilibreaza mai rapid si sunt mai usor de utilizat.

Cromatografia cu perechi de ioni se utilizeaza pentru a separa acizi sau baze
slabe sau puternice, la fel si la separarea altor tipuri de compusi organici ionici.

Metoda include utilizarea unei coloane C-18 si o faza mobila tamponata la un nivel
al pH-ului la care substanta de analizat este complet ionizata (pH acid pentru baze, pH
bazic pentru acizi) si care contine un reagent potrivit pentru crearea perechilor de ioni
de incarcatura opusa.

Sarurile de trialchilamoniu se utilizeaza in mod obisnuit, pentru complexele acide
iar acizii alchilsulfonici pentru substantele bazice.

Perechile de ioni se separa ca si cum ar fi molecule polare neutre. Retentia si
selectivitatea sunt afectate de lungimea catenei si concentratia reagentului care creaza
perechile, de concentratia solventului organic din faza mobila si pH-ul. Retentia va
creste pana la un anumit punct,odata cu lungimea catenei reagentului care creeaza
perechile sau concentratia lui creste,apoi scade sau ajunge la nivel.

Componentele neionizate la pH-ul de lucru nu se vor cupla cu reagentul,dar mai
pot fi puternic retinute la o coloand C-18. Tn acest caz, oricum, retentia nu va creste
daca se adauga un reagent care cupleaza ionii si 0 crestere a retentiei poate sa apara
probabil datorita competitiei reagentilor pentru faza stationara.

3.2.4. Cromatografia cu schimb de ioni (IEC)
(lon Exchange Chromatography)

IEC este utilizata pentru a separa compusii ionici.Ca suport se va utiliza gelul de
siliciu sau o rezina polimerica organica insolubila.

Gruparile de de acid sulfonic incarcate negativ se leaga de suport si produc faze
puternice de schimb de cationi acizi (SCX).

lonii de amoniu cuaternari incarcati pozitiv se leaga de suport si produc faze
puternice de schimb de baze anionice. Cel mai larg utilizat suport de rezina este un
copolimer legat in zig-zag preparat din stiren si divinilbenzen. Fazele mobile sunt
tampoane apoase. Separarile in IEC rezulta in urma competitiei dintre substantele de

analizat si ionii fazei mobile pentru situsurile de incarcatura opusa din faza stationara.
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Printre factorii de control ai retentiei si selectivitatii se afla: marimea si incarcatura
ionilor substantei de analizat,tipul si concentratia altor tipuri de ioni din sistemul tampon,
pH-ul,temperatura si prezenta solventilor organici.

lon-cromatografia este o subdiviziune a IEC si a fost utilizata pentru separarea
anionilor si cationilor anorganici.

Deoarece se utilizeaza in general un detector de conductivitate,se cere reducerea
concentratiei ionice si de aici rezulta conductanta de fond a fazei mobile. Se mai poate

utiliza o a doua coloana de supresie a schimbului de ioni.

3.2.5. Cromatografia prin excluderea marimii (SEC)
(Size Excluded Chromatography)

SEC separa moleculele pe baza diferentei marimii si formei lor in solutie. SEC nu
poate separa izomerii.SEC se realizeaza prin utilizarea gelului de siliciu sau a
pachetelor de polimeri care au structuri deschise cu pori plini de solvent si necesita un
timp mai lung cand trece prin coloana decéat moleculele mari,care nu pot trece prin
acesti pori (fig. 2).

Ideal ar fi sa nu existe interactiune intre substantele de analizat si suprafata fazei
stationare.

Figura 2. Cromatograf SEC model TDA™
http://www.molecular-weight.com/

Cele doua subdiviziuni ale SEC sunt cromatografia prin patrundere (GPC) si
cromatografia prin gel filtrare (GFC).

GPC utilizeaza solventi organici pentru polimerii organici si alte substante aflate
in solventi organici.GFC utilizeaza sisteme apoase pentru a separa si caracteriza

biopolimerii cu ar fi proteinele si acizii nucleici.
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3.3. Descrierea instrumentatiei si aparaturii HPLC

3.3.1. Componentele de baza

Sistemul HPLC include urmatoarele componente de baza:

rezervor de solvent;

dispozitiv de formare optionala a gradientului;

una sau mai multe pompe de precizie de furnizare a solventului ,

injector;

coloana analitica,

precoloana (optionala)

coloana de aparare;

cuptor pentru coloana;

detector;

dispozitiv de inregistrare, de integrare sau de procesare de semnale digitale;

instalatie tehnico sanitara si electrica.

Extractul din proba este introdus in coloana prin intermediul unei valve injectoare

care contine o bucla imbibata cu solutie din proba,cu ajutorul unei seringi. HPLC-urile

analitice pot utiliza atat metode de eludare isocratice cét si cu gradient:

Elutia isocratica utilizeaza o faza mobila cu compozitie constanta,in timp ce
puterea fazei mobile in elutia cu gradient este facuta pentru a creste continuu
intr-o maniera prestabilita in timpul separarii (fig. 3).

Elutia cu gradient necesita programare automatica electronica care pompeaza
solventul din doua sau mai multe rezervoare, reduce timpul necesar analizei si
creste rezolutia pentru mixturile complexe intr-un mod asemanator ca si la

programarea temperaturii in cazul metodei GLC.

WWW.jasco-europe.com
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Fazele stationare sunt particule poroase uniforme,sferice sau neregulate care au
diametrele nominale de 10, 5, 3 um. Fazele legate produse prin legarea chimica a
diferitelor grupari functionale la gelul de siliciu sunt mult mai larg utilizate fata de gelul
de siliciu nemodificat sau fata de gelurile cu excluderea dimensiunii.

Coloanele de obicei se fac din otel si sunt lungi de 3-25 cm cu diametrul de 4,6
mm. Dependent de natura substantei de analizat este necesar si un echipament

aditional. De exemplu aparate si reagenti pentru realizarea derivarii post coloana.

3.3.1.1.Solventi si reagenti

Solventii utilizati pentru a prepara faza mobila trebuie sa fie pure,distilate in
aparate confectionate numai din sticla. Alti factori importanti sunt costul, vascozitatea,
toxicitatea, punctul de fierbere, compresibiltatea, transparenta UV (in cazul in care se
utilizeaza un detector UV), Rl (daca se utilizeaza un detector RI), presiunea vaporilor,
temperatura de aprindere, miros,inertitate fata de compusii din proba,capacitatea
coroziva. Solventii si reagentii utilizati in metoda HPLC si la prepararea probelor nu au
voie sa:

1) produca degradarea sau reactii nedorite cu substantele de analizat .

2) produca functionarea defectuoasa a sistemului de distribuire a solventului.

)
3) deterioreze coloana analitica
4) deterioreze detectorul
5) produca raspunsuri scazute sau exagerate ale detectorului la prezenta
substantei de analizat
3.3.1.2. Potentiale probleme
Degradarea

Substantele de analizat se pot degrada sub actiunea solventilor si reagentilor
utilizati in pasii de extractie si curatare a analizei sau chiar pasul HPLC insusi.
Existenta unei reactii nedorite intre proba si solvent se concretizeaza prin slaba
recuperare sau nerecuperarea componentilor din proba sau prin detectarea unor
produse secundare ale reactiei. Prezenta impuritatilor in solvent poate duce si ea la
aparitia unor reactii nedorite:

Gazele dizolvate

Prezenta gazelor dizolvate in solventi este o cauza majora a problemelor care

apar in legatura cu metoda HPLC.
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Bulele de gaze se pot acumula in pompe sau in celulele detectoare sau in alte
locuri putdnd duce la deteriorarea reproductibilitatii volumului distribuit prin pompa iar
bulele mari pot duce la oprirea functionari pompei. Prezenta aerului in celula
detectoare a detectorului UV poate duce la aparitia zgomotului in detector sau la
absorbanta crescuta.

Deteriorari ale coloanelor

Coloanele HPLC se deterioreaza usor si sunt scumpe. Bazele pot elimina
gruparile functionale din fazele HPLC cu faza legata. Orice faza mobila, in special cele
ca re contin apa sau metanol,pot dizolva gelul de siliciu din coloane. Pentru a evita
aceasta problema se poate aseza o precoloana cu gel de siliciu intre pompa si injector
pentru a satura faza mobila cu gel de siliciu. Daca curgerea fazei mobile este oprita
reagentii post coloana pot refula in coloana ducand la deteriorarea invelisului coloanei.

Deteriorarile detectorilor

Bulele de gaze care se formeaza in urma dizolvarii gazelor in solvent in celula
detectorului pot interfera rezultatele analizelor.

Urmele de oxigen pot afecta detectorii electrochimici care functioneaza prin
reactii de reducere;in detectorii cu fluorescenta oxigenul poate determina reducerea
sensibilitatii acestora. Detectorii colorimetrici porosi se pot obstrua daca sunt prezente
particule mai mari de 0,2 um.

Impuritatile din solvent

Multi solventi si reagenti contin impuritati care 1i fac sa fie necorespunzatori
pentru efectuarea analizelor.Uneori impuritatile se adauga in mod intentionat de catre
producatori (antioxidantii, stabilizatorii sau agentii denaturanti). Aceste impurita{i pot
determina un raspuns slab sau exagerat din partea detectorului sau sa schimbe
puterea/selectivitatea fazei mobile.

3.3.1.3.Solventii specifici

Apa este este cel mai utilizat solvent datorita capacitatii puternice de ajustare in
fazele mobile ale RP. in acelasi timp este si solventul cel mai greu de purificat si de
mentinut in stare purificata. Purificarea se poate efectua prin distilare insa particulele
volatile si codistilate nu se vor elimina.

Coloanele cu faza legata vor colecta aceste particule pe termen lung ducand la
alterarea acestora. Exista o metoda eficienta de purificare a apei ce presupune
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trecerea ei prin mai multe medii si cartuse speciale,metoda care duce la eliminarea
impuritatilor care pot interfera rezultatul analizei.

Totusi exista microorganisme cum ar fi bacteriile si algele care se multiplica rapid
in apa;apa ramasa trebuind sa fie eliminata din instalatie la sfarsitul fiecarei
saptamani,iar instalatia HPLC va trebui curatata cu metanol pentru a elimina
microorganismele care au patruns in cursul saptamanii.

Cresterea microorganismelor poate fi prevenita si prin tratarea apei cu azida de
sodiu sau cu acetonitril. Apa purificata se pastreaza cel mai bine in containere de sticla.
Substantele care constituie containerele de plastic pot difuza in apa purificata ducand
la interferarea sistemelor RP si la contaminarea coloanei.

Acetonitrilul. Este des utilizat in HPLC mai ales in cazul detectorilor UV.

Metanolul. Are aceleasi recomandari ca si acetonitrilul; are dezavantajul ca
produce solutii vAscoase in cazul asocierii cu apa,necesitand presiune mai mare decat
alte faze mobile.

Solventii clorinati. Unii solventi clorinati sunt tratati cu metanol sau etanol pentru
a preveni descompunerea oxidativa a acestora. Alcoolii actioneaza ca si stabilizatori
asupra solventilor.Solventii clorinati se pot procura fara stabilizatori, sau stabilizatorul
se poate elimina prin adsorbtie sau prin extractie cu apa urmata de uscare.

Solventji clorinati nestabilizati se pot descompune incet,producand acid clorhidric
care corodeaza otelul si deterioreaza coloanele. Acidul clorhidric poate fi eliminat prin
pasajul prin fragmente activate de siliciu sau de carbonat de calciu.

Eterii. Eterii contin aditivi care i stabilizeaza impotriva formarii de peroxizi. Eterii
lipsiti de acesti inhibitori trebuie pastrati la intuneric. Peroxizii care se formeaza trebuie
eliminati periodic prin adsorbtie pe alumina.

3.4. Etapele pregatirii probelor
3.4.1.Curatarea probelor

Extractele supuse analizei trebuie curatate suficient pentru a permite identificarea
si cuantificarea reziduurilor si pentru a preveni contaminarea sau deteriorarea oricarei
parti din sistemul HPLC. Coloana sau detectorul se pot avaria prin injectarea de
extracte murdare,in special in cazul in care se analizeaza multe probe.

Procedurile de curatare pentru urma de reziduu de determinat trebuie realizata

pentru a acomoda selectivitatea detectorului.

23



I0SUD - USAMVBT - SDMV Cursuri On-line
Prof. Dr. Romeo T. Cristina 2016

Orice material care se absoarbe puternic pe coloana trebuie eliminat pentru a
preveni afectarea caracteristicilor cromatografice ale coloanei, cum ar fi alunecarea
liniei de baza sau aparitia de varfuri false in analizele care se vor face ulterior.

O descoperire recenta combina curatarea extractului care se efectueaza in
paralel cu pasul HPLC.

O coloana scurta de de rezina SCX inlocuieste lantul de proba in valva de injectie
HPLC cu sase orificii,unde elimina cu eficienta substanta de analizat, din extract.
Solventul tasneste din coloana in timp ce coloana scurta este deconectata de coloana
analitica se produce curatarea.

Urmatoarea interschimbare a valvelor plaseaza coloana de curatare in
continuarea coloanei analitice SCX pentru eludare si determinare. Acest sistem cu
coloane cuplate si alte variatii multidimensionale ale acestuia furnizeaza o analiza

simpla, rapida cu utilizarea unei cantitati minime de solvent.

3.4.2. Filtrarea probei

Amandoua coloanele se aglutineaza la varful coloanei impachetate si se produc
efecte adverse asupra rezultatului examenului cromatografic datorita eficientei scazute
a coloanei, producerea de varfuri clivate etc.

Probele trebuie trecute pritr-un aparat comercial de clarificare,cum ar fi o0 seringa
sau un suport filtrant de 5um intr-un adaptor Swinny,inainte de injectare. in cazul
determinarii reziduurilor este de dorit ca trecerea probelor sa se faca prin filtre cu pori
mai mici de 1um. Daca detectorul in cauza este de tip poros, proba tebuie filtrata pentru
a elimina particulele mai mari de 2 um.

in plus pe traseu se pot plasa filtre la intrarea in coloand pentru a preveni
infundarea coloanei. Este important sa ne asiguram ca analitul nu s-a pierdut in mediul

de filtrare,in special in cazul determinarii cantitative.

3.4.3. Degresarea solventului probei

Extractele din probe trebuie preparate pentru injectare utilizdndu-se solventi
degresati la fel ca si solventji fazei mobile.

Acest lucru va reduce posibilitatea aparitiei problemelor cand solventul probei intra
in celula de determinare. Solutia cu proba nu trebuie degresata deoarece evaporarea

ii va schimba concentratia.
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3.4.4. Alegerea solventului pentru proba

in mod normal proba trebuie dizolvata in faza mobil.

Acest lucru reduce marimea varfului de solvent,astfel ajutand la identificarea
varfurilor de proba care se eludeaza mai rapid.

Acest lucru previne precipitarea probei inainte sau in timpul pasarii prin coloana,
ceea ce poate duce la pierderea varfurilor pentru proba analizata si aparitia de varfuri
necunoscute care pot sa apara aleator in analizele ulterioare.

Situatia poate sa apara cand faza mobila este reprezentata de metanol/apa iar
proba este dizolvata in metanol pur datorita insolubilitatii in faza mobila.

Ca precautie dupa utilizarea utilizarea unui solvent diferit,coloana trebuie
curatata prin pasarea unui solvent puternic care este compatibil cu ea,urmata de
echilibrarea cu faza mobila Tnainte de injectarea urmatoarei probe.

Omogenizarea cu ultrasunete poate ajuta la dizolvarea probei in faza mobila sau
o solutie similara. Daca proba trebuie preparata intr-un solvent diferit fata de faza
mobila,acesta trebuie sa fie compatibil cu coloana.
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4. GAZ CROMATOGRAFIA CU SPECTOMETRIE DE MASA (GC-MS)

Gaz cromatografia este o metoda care poate separa cu rezolutie mare
componentele volatile si nevolatile,insa nu le poate identifica.

Spectrometria de masa poate furniza informatii structurale detaliate asupra
majoritatii componentelor putand fi astfel identificate,insa nu le poate separa.

Prin urmare nu a fost surprinzatoare combinatia celor doua tehnici la scurt timp
dupa ce a aparut gaz cromatografia la mijlocul anilor 50’.

Cele doua metode sunt foarte compatibile si in ambele tehnici proba este
reprezentata de faza de vapori,cantitatea utilizata de proba este aproximativ aceeasi.

Exista insa si o incompatibilitate intre cele doua tehnici si anume ca compusul
care se afla in gaz cromatograf este 0 urma de component in gazul transportor al GC
si se afla sub o presiune de 760 torri iar spectrometrul de masa functioneaza la o
presiune de 106-10° torri.

4.1. Descrierea instrumentatiei si aparaturii GC-MS

4.1.1. Interfata

Problema legata de incompatibilitatea de presiune s-a rezolvat in diferite moduri.
Prima incercare din anii 50’a constat in clivarea unei fractiuni mici din efluentul care

trece in spectrometru (fig. 4).
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Figura 4. Gaz cromatograf din primele generatii model GCL 90 si schema de functionare a unui GC
www.oc3.itim-cj.ro/Atelier/cromatografm90.htm

S-a ajuns repede la concluzia ca nu era cea mai buna modalitate de mentinere a

sensibilitatii celor doua metode si s-au facut interfete perfectionate care reduceau
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presiunea efluentului din GC paséand astfel tot analitul in spectrometru. Aceste interfete
functionau ca separatori de gaz transportor.

Cel mai important separator este separatorul cu jet. Separatorii cu jet
functioneaza bine la rate ale debitului de gaz mai mari pentru coloanele captusite din
GC.

in mod curent cea mai utilizata strategie, care se potriveste cel mai bine cu
coloanele capilare de GC, este de a trece tot gazul de transport prin sursa de ioni a
spectrometrului de masa.

Acest lucru functioneaza numai daca debitul gazului este mic si viteza de
pompare a sistemului cu vacuum a spectrometrului este suficient de mare pentru a
manipula curgerea gazului. Pentru majoritatea coloanelor cu gaze, debitul de gaz este
de 1-2 mL/min iar pentru spectrometrele moderne este de cel putin 300 L/sec.

in practicd majoritatea interfetelor GC-MS sunt realizate prin simpla inserare
directa a coloanei capilare in sursa de ioni. Daca sfarsitul coloanei nu se poate plasa
direct in sursa de ioni,materialul din interfata GC-MS devine important (fig. 5).

Interfata este tinuta la 250-280°C; astfel nu este necesara includerea unui metal
reactiv (cum ar fi cuprul). in unele interfete s-a utilizat tubulaturd otel delimitatd de
sticla. Prin urmare, pentru GC-MS nu exista interfata care sa fie considerata cea mai
buna; recomandarea este introducerea coloanelor flexibile de gel din siliciu topit.

Coloanele cele mai des utilizate sunt cele in care faza stationara este legata
chimic cu gelul topit de siliciu. Ocazional au existat probleme cu plasticul care imbraca
exteriorul coloanei deoarece aceste se poate descompune si produce ioni de fond in
spectrul de masa sau slabirea siliciului topit.

Figura 5. Gaz cromatografe: model GC 8000 (stanga) si model JLSEU 6890 (dreapta)
http://www.kfa-juelich.de/icg/icg-v/ThermalAnalysis
www.cofc.edu/~kinard/221LCHEM
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4.1.2. Principalele aplicatii ale GC-MS

Gaz cromatografia cu spectrometru de masa este singurul mod important de
identificare a componentelor volatile si semivolatile.

Pe langa celelalte aplicatii, GC-MS este larg utilizata pentru determinarea
poluantilor in apa de baut sau in apa reziduala,determinarea drogurilor din urina si
sange. Se poate utiliza si la identificarea componentelor organice necunoscute atat
prin compararea spectrului cu spectre de referinta sau printr-o interpretare spectrala
initiala.

Pentru a fi analizate prin aceasta tehnica componentele trebuie sa se afle sub
forma de solutie pentru injectare in gaz-cromatograf.

Dependent de metoda de ionizare,sensibilitatea este de 1-100 pg. Prepararea
probelor se poate face prin simpla dizolvare intr-un solvent corespunzator. in plus, fata
de timpul de prepararetimpul destinat analizei instrumentale este de 20-100
minute.Analiza datelor mai dureaza intre 1-20 ore.

Se pot analiza numai compusi cu presiuni ale vaporilor mai mari decat 10-'°torri.
Multe componente au presiuni mai mici si pot fi analizate daca sunt derivate pe cale
chimica.

Unele componente izomere nu pot fi distinse prin spectrometrie de masa
(naftalene, azulene) dar pot fi separate pe cale cromatografica.

4.1.3.Componentele spectrometrului de masa

Electron ionizarea este cel mai frecvent utilizata pentru producerea ionilor din

compusii separati prin GC.Se mai poate utiliza si ionizarea chimica (fig. 6).

=
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Figura 6. Spectrometrul de masa model Trace DSQ
http://www.rsbs.anu.edu.au/Products&Services/MSF/GasChrom.htm
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4.1.4. Informatii analitice

GC-MS se utilizeaza atat pentru identificarea calitativa cat si pentru masurarea
individuala a componentilor din mixturile complexe. Exista diferite strategii de analiza

pentru cele doua aplicatii.

4.1.5. Analiza calitativa

Exista trei cai de examinare a datelor GC-MS.

Prima data analitul trebuie sa treca prin gaz-cromatograf si sa privim fiecare spectru
de masa scanat la fiecare varf maxim de GC.

A doua cale este sa analizam fiecare spectru de masa pe rand.

A treia cale este sa analizam intensitatea unei anumite mase la anumit pas al
timpului de functionare. Aceasta cale necesita utilizarea datelor tridimensionale.

Cromatogramele de masa sunt utile pentru a determina daca o masa data intra
intr-un spectru de masa standard sau nu. De exemplu, daca faza lichida a unei coloane
de GC incepe sa se descompuna termic, spectrul de masa in cursul unei analize poate
arata o abundenta moderata de ioni.

Avand in vedere ca experimentele GC-MS sunt complicate exista tot timpul
posibilitatea ca ceva sa nu functioneze. Este posibil ca un compus care in mod normal
nu a existat in probd si patrundd in procedura analiticd. Tn  mod
particular,contaminarea probei se poate produce din cauza solventului sau a sticlariei.

Prima problema se poate preveni daca se utilizeaza solventi de calitate superioara
(care sunt si scumpi),iar a doua prin incalzirea sticlariei la 450 °C dupa curatarea de
solvent sau de acid.

in al doilea rand,daca proba se descompune inainte de procesare,analistul nu
obtine rezultate corecte.in aceste conditii este posibil s& identificdm compusi care nu
existau in produsi sau analitul in cauza sa dispara pur si simplu din proba. O procedura
utila este sa adaugam substanta de analizat in proba intr-o concentratie cunoscuta.

in al treilea rand daca coloana GC sau interfata GC-MS nu functioneaza cum
trebuie, intreaga analiza este compromisa.

in al patrulea rand,atat spectrometrul de masa cat si sistemul de date poate s& nu
functioneze cum trebuie. In acest caz pot sa apara ratii incorecte de izotopi,discriminari
de masa (ionii cu mase mari apar mai abundente decét ar trebui) sau erori de asociere

a maselor.
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Pentru a asigura identificarea calitativa a unui compus organic utilizand GC-MS,
trebuie sa fie indeplinite urmatoarele criterii:
e spectrul de masa al unui compus necunoscut si a compusului autentic trebuie
sa corespunda de-a lungul intregului sir de spectre de masa.
Este important s& comparam modelele din cadrul acestui sir restrans de mase;aceste
modele trebuie sa corespundd aproape exact. In acest caz spectrul compusului
autentic trebuie sa provina dintr-o referinta bibliografica de spectre sau de la compusul
de fata. in ultimul caz, compusul poate fi achzitionat sau sintetizat.
e in al doilea rand timpii de retentie gaz-cromatografica a compusului
necunoscut si a compusului autentic trebuie sa se incadreze in +1-2sec.
Este convenabil sa se injecteze compusul necunoscut impreuna cu compusul autentic.
Daca identificarea este neplauzibila sau nu este posibil ca compusul sa fie prezent in

proba,identificarea va fi gresita sau compusul poate fi un contaminant.

4.1.6. Analiza cantitativa

GC-MS se mai poate utiliza si la masurarea concentratiilor unui sau mai multor
substante de analizat aflate intr-o mixtura complexa (fig. 7). Masurarea cantitatii se
poate baza si pe ariile cu varf din cromatogramele de masa sau prin monitorizarea

ionica selectiva.

Figura 7. Gaz cromatograf de masa cu sistem de monitorizare selectiva a ionilor BioCad 700E
www.danforthcenter.org/ msb/instrumentation.htm

Cu aceasta tehnica,spectrometrul de masa nu este scanat de-a lungul tuturor
maselor;in schimb instrumentul sare de la 0 masa selectata la alta. Avantajul acestui
mod de lucru este ca spectrometrul petrece mult mai mult timp la o0 masa data,iar
sensibilitatea experimentului creste de la un factor de 100 la unul de 1000. Cu tehnica

monitorizarii ion selective sunt inregistrate doar cateva mase preselectate.
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Cu cromatograful de masa sunt scanate toate masele;deci nu este necesara
preselectia. In mod clar,spectrul de masa al analitului trebuie cunoscut astfel trebuie
alese masele care il caracterizeaza in mod unic. Fiecare set de mase ales poate fi
monitorizat in privinta duratei analizei complete GC-MS sau numai pentru unele stadii
selectate ale GC-MS.

4.2. Instrumente analitice de analiza hormonilor
4.2.1. Spectrometria de masa aplicata pentru analiza steroizilor anabolizanti

Ca sa fie realizata, o metoda de identificare a substantelor xenobiotice
anabolizante intr-un fluid sau dintr-o matrice biologica, recoltata de la un animal, este
esential ca tehnica fizico-chimica de detectare sa aiba atat sensibilitate (pentru a evita
rezultatele fals negative) cét si specificitate, pentru a interzice aparitia de rezultate fals
pozitive. Consecintele unui rezultat eronat, pot fi dramatice atat pentru crescatorul de
animale, care este sanctionat sever, cat si pentru laboratorul care il elibereaza.

De aceea, metoda de confirmare trebuie sa corespunda criteriilor analitice
impuse de Uniunea Europeana prin Decizia Comisiei 2002/657/EC. Pentru acest grup
de molecule (hormoni steroizi) la ora actuala, metoda cromatografica trebuie
obligatoriu combinata o cu o metoda spectrometrica.

Descrierea diferitilor analizori de masa (unde are loc formarea si separarea
ionilor), modul de functionare al acestora si cuplajul cromatografic posibil, precum si
combinatiile cromatografie-spectrometrie, cele mai adecvate, pentru a fi aplicate
depistarii cat si confirmarii substantelor anabolizante, in mediile biologice, constituie
obiectivul acestui capitol, o schema de baza a metodologiei analitice fiind prezentata

in figura 8.
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Figura 8. Schema de baza a unui spectrometru de masa
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Spectrometrul de masa — evolutie

Desi numeroasele aplicatii ale spectrometriei de masa au aparut recent, originile
acestei tehnici de analiza nu dateaza de mai mult de un secol. Foarte bine descrisa in
mai multe lucrari de specialitate spectrometria de masa a progresat lent de-a lungul
timpului, dar spectaculos in perioada ultimelor doua decenii.

in 1886, Crookes adreseaza Sectiei de Chimie a Asociatiei Britanice din
Birmingham, conceptul structurii izotopice a elementelor chimice si descopera ionii
pozitivi.

in 1898, Wien demonstreaza ca acesti ioni pot fi deviati de catre un camp
magnetic.

in anul 1912 Thomson arata existenta a doi izotopi ai neonului cu ajutorul unui
simplu instrument pe baza de deflexie magnetica [215].

in 1918, Dempster si in 1919, Aston, elaboreaza instrumente mai perfectionate
pentru masurarea abundentei izotopilor. Numele de spectrometrie de masa a fost dat
inca din anul 1920, de catre Aston, iar termenul de spectrometru de masa a fost utilizat
pentru prima data in 1926, de catre Smythe si Mattauch.

Instrumentele cu dubla focalizare au fost prezentate din 1934 pana in 1936 de
catre Herzog, Dempster, apoi de Bainbridge si Jordan.

Perioada de dupa razboi a fost marcata de numeroase cercetari inrepta spre
studierea inaltei rezolutii, dar si inspre spectrometria de masa izotopica aparand cateva
lucrari despre regulile de fragmentare si ionizare.

In jurul anilor "50 s-au facut numeroase descoperiri in ceea ce priveste noile
generatii de surse si procesele de ionizare, analizorii de masa de tip cuadripol, campul
magnetic i electric, iar mai recent, despre spectrometrul cu rezonanta ciclotronica si
transformata a lui Fourier [46].

Indiferent de tipul spectrometrului de masa, proba analizata urmeaza, in mare,
aceleasi etape. Mai intai se produc ionii la nivelul sursei plecand de la proba de analizat,
apoi are loc separarea ionilor in functie de masa lor in analizor si in cele din urma are

loc detectarea ionilor cu inregistrarea masei si a abundentei.

Sursa

Spectrometria de masa este o metoda de analiza in faza gazoasa; modul de

introducere a probei de analizat in sursa, fie ca se face prin intermediul unui rezervor,
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cu ajutorul unei sonde de introducere directe sau a unui cromatograf, trebuie sa
asigure schimbarea starii fizice a compusului. Prima modalitate se refera la moleculele
volatile lichide, pe cand celelalte doua permit tratarea compusilor lichizi si solizi mai
putin volatili; in acelasi timp, primele doua se preteaza in general la analizarea
compusilor foarte puri cu exceptia cazului in care mai multi analizori de masa sunt
utilizati in serie (triplu cuadripol, tandem).

Tipuri de ionizare
lonizare prin impact electronic (IE)

Aceasta sursa, ramane cea mai utilizata. Ea a fodt inventata de catre Dempster
si apoi a fost perfectionata de catre Bleaknez si Nier.

Asa cum este redat in figura 9, sursa consta intr-o camera de aproximativ 1 cm3,
incalzita la cel putin 200°C si mentinuta sub un vid secundar de ordinul a 10 la 10”7
torr (1 torr = 133 Pa). Incalzirea unui filament de reniu sau tungsten permite producerea
energiei electronilor de ordinul a 70eV (1eV = 9,649 x 10* J.mol""), care sunt apoi
accelerati de catre un potential aplicat intre locul lor de emisie si un anod colector.

lon Source Bo

-

Trap Electrode %

Figura 9. Sursa

Coliziunea dintre moleculele in fazd gazoasa ale analitului si fasciculul de
electroni, determina ionizarea moleculei.

Un camp magnetic slab transforma traiectoria rectilinie a electronilor intr-o
miscare helicoidald, crescand astfel probabilitatea reintélnirii analit-electroni (un ion
este produs pentru o mie de molecule ce traverseaza camera) si deci a randamentului

de ionizare.
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Procesul de ionizare a unei molecule (ABC) conduce intr-o prima etapa la un ion
molecular:
ABC + e — ABC+e + 2" (ec1)

Acest tip de ion poseda un numar impar de electroni si corespunde masei mono-
izotopice a compusului.

Aceasta reactie are loc atunci cand electronii emisi au o energie cel putin egala
cu zece electronvolti; aceasta valoare variaza de la o molecula la alta, de la 12 eV
pentru stilbene (hexestrol, dietilstilbestrol), la 14 eV pentru androgeni (nandrolon,
testosteron), iar la 13 eV pentru estradiol.

Atunci cand aceasta valoare creste, randamentul de ionizare creste si excedentul
de energie interna al speciei ionice provoaca ruptura unui anumit numar de legaturi
chimice determinand fragmentarea. in impact electronic clasic (mod pozitiv), ionii
negativi si radicali sunt aspirati de catre sistemul de vid, iar electronii care nu au intrat
in coliziune sunt colectati de catre anod.

lonii pozitivi formati la nivelul sursei sunt indreptati catre analizorul de masa
datorita unei placute incarcate pozitiv si a unei prime lentile exterioare camerei a carui
rol este de a extrage ionii pozitivi.

Doua lentile incarcate vor transforma apoi plasma de ioni pozitivi intr-un fascicul
ionic bine organizat, iar ultima placuta va raspunde de accelerarea dinaintea intrarii in

analizorul de masa, asa cum este prezentat in figura 10.
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Figura 10. Impact electronic — procesul de ionizare

Pe durata procesului de ionizare, temperatura joaca un rol important in felul cum

va arata spectrul de masa. Aceasta metoda de ionizare, disponibild pe multe
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spectrometre de masa, constituie o tehnica de ionizare sensibila, reproductibila si putin
costisitoare, foarte pretabila pentru analiza de rutina a steroizilor. Mai mult, pentru a
se evita o fragmentare excesiva a acestor molecule, este preferabil de a le stabiliza

modificandu-le structura chimica cu ajutorul procesului de derivatizare.

lonizarea chimica

Modul pozitiv

Descoperirea ionizarii chimice este atribuita lui Munson si Field in anul 1966.

Aceasta tehnica consta in producerea de ioni prin coliziunea unei molecule cu
ionii primari prezenti in sursa. Pentru aceasta, un gaz de reactie, cum este de exemplu,
metanul, izobutanul sau amoniacul, este introdus in sursa la o presiune care variaza
de la 0,5 la 2 torri, apoi este supus unui fascicul de electroni a carui energie este
cuprinsa intre 200 si 300 eV. Transferul unui proton, de la gaz spre proba de analizat,
nu se realizeaza decat daca afinitatea protonica a probei este superioara gazului.

lonizarea chimica este o metoda mai usoara de ionizare; fragmentarea este
atenuatad pentru majoritatea moleculelor precum si spectrul acestora e mai simplu
decat cel din impact electronic. Tn plus, ionul molecular cateodata absent in impact
electronic devine vizibil sau chiar abundent in ionizarea chimica; acest element dand
informatii pretioase despre masa moleculara a probei.

Modul negativ

in acest caz putem avea in paralel, formarea de ioni negativi in urma unor reactii
care depind de natura probei, a gazului de reactie si de energia electronilor -ionizarea
chimica negativa.

Mecanismele sunt fie de:

e captura electronica (<1 eV), fie

e captura disociativa (<15 eV) sau

e abstractie de protoni.

Compusii care poseda o puternica afinitate electronica prezintd o excelenta
sensibilitate pentru analiza ionilor negativi dupa ionizarea chimica.

Retinerea sarcinii negative se observa frecvent la gruparile care sunt grefate pe
molecula, pentru a creste afinitatea electronica; este cazul esterilor acilati ai steroizilor

obtinuti dupa derivatizare cu ajutorul acizilor organici fluorati.
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in concluzie, pentru moleculele anabolizante sensibile in mod natural si pentru
cele care prezinta un spectru foarte fragmentat in impact electronic, ionizarea chimica
pozitiva sau negativa, permite obtinerea unor semnale mai specifice si la fel de

sensibile. Aceasta tehnica este astazi disponibild pe majoritatea aparatelor de pe piata.

Alte tipuri de ionizare

lonizarea prin bombardare cu atomi rapizi (Fast Atom Bombardment - FAB),
consta in bombardarea moleculelor probei, dizolvate intr-un solvent greu volatil, cu un
fascicul de atomi neutri, ce are rolul de a expulza ionii si moleculele din solutie (fig.
11).

Figura 11. Bombardarea cu atomi rapizi

Fasciculul de atomi neutri este format din argon sau xenon, ce poseda o energie
ridicatd. Proba are o durata de viata lunga, facand posibil studiul ionilor metastabili i
cautarea structurii atomice prin inalta rezolutie.

Un dezavantaj al acestei tehnici este nivelul de zgomot marit. Sensibilitatea pare
a fi mai slaba decéat in impact electronic sau ionizare chimica. Aceasta tehnica de
ionizare a fost deja utilizatd pentru analiza steroizilor conjugati sub forma sulfat sau
glucuronid, la concentratii de ordinul microgramelor.

Daca atomii neutri de gaz rar sunt inlocuiti cu ioni de inalta rezolutie, tehnica este
denumita spectrometria de masa a ionilor secundari (Secondary lon Mass
Spectrometry - SIMS).

Aceasta tehnica este de un interes evident pentru analiza unor molecule fragile
cum sunt metabolitii de faza a doua ai steroizilor, doar atata timp cat concentratia nu
este un factor limitant; delicatd de pus in lucru, pare sa fie dificila de aplicat pentru

studiul urmelor de anabolizante in matricele biologice.
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Analizorii de masa
Analizorii de masa de tip sector

Pentru constructia analizorului de masa au fost utilizate doua tipuri de sectoare:
magnetic (B) si electrostatic (E). Cuplajul dintre sectoarele electrostatic si magnetic se
comporta ca un singur analizor de masa prin scanarea campului magnetic B sau
campului electrostatic E.

Caracteristici principale: rezolutii peste 10.000 pe un domeniu de masa mai mare
de 15.000 daltoni; cresterea rezolutiei peste 100.000 pe un domeniu de masa mai
mare de 100.000 Da poate fi obtinuta cu pierderea sensibilitatii; vitezele de scanare
sunt limitate de fenomenul de histerezis si de incalzirea magnetului; instrumentul
presupune o constructie complexa; necesita conditii de vid inaintat (in domeniul 10-1°
- 102 torr). Analizorul de masa cu dubla focalizare este utilizat pentru masuratori de

inalta rezolutie si in studiile fundamentale MS.

Analizor de masa de tip quadrupol

Analizorul de masa de tip cuadripol a fost dezvoltat in paralel cu cuadripolul trapa
de ioni de catre Wolfgang Paul. Un cuadripol este decris in figura 12 si consta intr-o
sursa de ionizare (bombardamentul electronilor de un filament fierbinte), un

accelerator de ioni si un filtru de masa format din patru bare metalice.

ons

o Detector
Mokcules
m + Succassful ion path
]
- Quadrupole lon Analy 2sr
L)
~ Electron Impact loni 2er

Figura 12. Cuadripol

Doua bare opuse au un potential (U+Vcos(wt)) si celelalte doua, un potential -
(U+Vcos(wt)), unde U este un voltaj de curent continuu (DC), iar Vcos(wt) de curent
alternativ (AC). Voltajul aplicat afecteaza traiectoria ionilor care trec prin interiorul celor
patru bare. Pentru voltajul DC si AC dat, doar ionii cu o anumita masa trec prin filtrul

cuadripolului, iar restul ionilor sunt alungati de la traseu initial. Un spectru de masa se
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obtine prin inregistrarea ionilor care trec prin filtrul cuadripolului. Principiul general de
functionare al filtrului de masa poate fi imaginat cantitativ dupa cum urmeaza: ionii
usori sunt capabili s& urmeze componenta alternativa a campului.

Pentru directia X, acei ioni vor castiga energie de la cdmp si vor incepe sa
oscileze cu o amplitudine din ce in ce mai mare pana cand vor intalni una dintre bare
si vor fi descércati. In consecints, directia X este un filtru de trecere de masa mare:
doar mesele crescute vor fi transmise la celalalt capat al cuadripolului. Pe de alta parte,
pe directia Y, ionii grei vor fi instabili, numai anumiti ioni mai usori vor fi stabilizati de
componenta AC, corectand astfel traiectoria. Directia Y este un filtru de trecere de
masa mica, doar mesele mici vor fi transmise la celalalt capat al cuadripolului.

Aceasta tehnica de separare a ionilor este foarte folosita de laboratoarele care
raspund de analiza si controlul hormonilor steroizi la animalele de ferma, de curse sau
in sport. Cuadripolul, datorita utilizarii usoare (programare, intretinere), fiabilitatii si

raportului performanté/pret, face spectrometria de masa cea mai folosita tehnica.

Analizorul de masa de tip timp de zbor

Analizorul de masa de tip timp de zbor (time of flight — ToF) are ca principiu de
functionare masurarea valorilor timpului de zbor, corespunzatoare ionilor care au
aceiasi energie cinetica pe o distanta determinata (utilizand un tub de imprastiere, cu
lungimea L, asupra céaruia nu actioneaza nici un camp, electric sau magnetic) si care
separa sursa de ionizare de aria de detectie (fig. 13).

Deplasare asupra caruia nu
actioneaza nici un camp

H P Aria de
] R O e C o e @ - O o |2 e
P Deplasare asupra caruia nu ?:::w de
7 actioneaza nici un camp xiune
é
% T -
] : S e e n
’ ©
2 . -o®
5 »
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accelerare o -
Ariade | . -
detectic

Figura 13. Schema de functionare a unui analizor de tip ToF

Rezolutia specifica a ToF creste daca se utilizeaza modelul de aparat cu electrod
de deflexie, permitand un mai bun control asupra dispersiei de energie cinetica initjiala
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si a distributiei spatiale. Introducerea ionilor in zona de zbor trebuie sa fie pulsata, in
sensul de a genera pachete distincte de ioni. Timpul de zbor al ionilor se gaseste de
obicei in intervalul 1 panala 100 ns.

Caracteristici principale: nu exista limite ale parametrilor instrumentali pentru
limita superioara a intervalul de variatie al lui m/z; rezolutie mare (mai mult de 20,000)
cand este utilizat modelul cu electrod de deflexie; sensibilitate mare, in special la
frecvente mari de obtinere a ionilor; pentru performante mai mari necesita un control
electronic asupra ariei de detectie; este utilizat in aplicatii pe compusi cu masa
moleculara mare care impun rezolutie si sensibilitate inalta; tehnica multiplex

Hadamard este utilizabila impreuna cu ToF.

Detector cuadripolar tip capcana de ioni

Analizorul este format dintr-un electrod circular, de forma toroidala, acoperit de
doua calote sferice ce inchid incinta (“capcana’), in care sunt produsi ionii prin impact
electronic sau prin ionizare chimica. La acest tip de aparate nu exista sursa separata
de ioni. Ca principiu, aceasta capcana ionica este similara unui cuadripol circular.

Suprapunerea de tensiuni continue si alternative permite realizarea unui
cuadripol tridimensional, in care ionii sunt retinuti pe o traiectorie care vor forma un fel
de “opt” tridimensional, pe cand in filtrul cuadripolar se regleaza potentialul astfel
incat numai ionii de o anumita masa sa traverseze barele, in cazul capcanei ionice,
ionii de diferite mase sunt prezenti in acelasi timp in analizator si se incearca

expulzarea lor selectiva, in functie de masa pentru a se pbtine spectrul (fig. 14).

Figura 14. Componente si principiul unei trape ionice de tip quadrupol
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in scopul mentinerii ionilor pe traiectorii cu raza mic4, in aparat se introduce un
gaz inert (de obicei, heliu).

Caracteristici principale: nu sunt critice cu energia si distributiile spatiale care
caracterizeaza ionii rezultati in interiorul sursei; utilizarea potentialelor scazute permite
0 presiune relativ mare si deci necesita un sistem de vid necostisitor; costuri de
exploatare reduse; dimensiuni mici; rezolutjii mici (in mod obignuit 1 Da); imbunatatirea
rezolutiei este obtinuta prin profile de scanare specifice ale VRF, cu reducerea
proportionala a intervalului de masa sau sensibilitatii; posibilitati constructive de a
realiza procese MS/MS controlate in timp; utilizata pentru confirmari structurale; usor
conectabila prin intermediul interfetelor cu sisteme de separare GC si LC.

4.2.2. Spectrometria de masa (MS) si spectrometria de masa in tandem (MS/MS)

Spectrometria de masa este cea mai sensibila metoda de analiza structurala (10
12 g). Prima aplicatie a spectrometriei de masa a fost pentru analiza aminoacizilor si a
peptidelor, in 1958, de catre Carl-Ove Andersson. Tehnica aceasta difera fundamental
de alte tehnici spectrale (ex. rezonanta magnetica nucleara, spectrometria in infrarosu,
in ultraviolet), prin faptul ca nu implica utilizarea radiatiilor electromagnetice si consta
in reprezentarea distributiei unor mase, in functie de abundentele relative. Spre
deosebire de alte tehnici spectrale, spectrometria de masa transforma chimic proba
care devine nerecuperabila. Principiul MS este sa& genereze ioni din compusi organici
sau anorganici, sa separe acesti ioni prin raportul masa/sarcina (m/z) si sa-i detecteze
calitativ si cantitativ in functie de abundenta lor.

Spectrometria de masa in tandem se refera la o metoda in care un prim analizor
este utilizat pentru izolarea unui anumit ion, care va suferi apoi o fragmentarea, care
va produce ioni si molecule neutre. Exista trei moduri principale de realizare a tehnicilor
MS/MS:

e baleiajul fragmentelor ionice (daughter scan) — consta in alegerea unui ion

precursor (ion parinte) si determinarea tuturor ionilor produsi;

e baleiajul ionilor precursori (parent scan) — consta in alegerea unui fragment

ionic si determinarea tuturor ionilor precursori;

e baleiajul fragmentelor neutre scindate (neutral loss scan)— consta in alegerea

unui fragment neutru si detectarea tuturor fragmentarilor ce provoaca aparitia

lui.
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4.2.3. Cromatografia

Analiza chimica cromatografica este un domeniu recent al analizei instrumentale,
ce include mai multe metode de separare si totodatd de analiza a componentilor
amestecului din proba. In toate variantele, separarea precede analiza si se realizeaza
prin repetarea, de un numar mare de ori a echilibrului de distributie intre faze (fig. 15).

O faza este imobila si se numeste faza stationara (aflata de regula in coloana),
iar cealalta, faza mobila, aflatd in miscare, se va deplasa prin golurile primei faze.
Piesa cheie a intregii metode consta in coloana cromatografica, locul unde are loc
separarea.

a. Momentul introducerii probei
- Faza stationari

™ >
Faza mobila
—

(nw |
A 142

b. Dupi timpul t

(
Faza mobili
—

Figura 15. Principiul separarii

Istoria cromatografiei incepe la jumatatea secolului al-XIX-lea.

"Cromatografia, sau scrierea culorilor", a fost numele utilizat in primul deceniu al
secolului al XX-lea, deoarece aceasta tehnica a fost folositd pentru separarea
pigmentilor din plante ca de exemplu clorofila, atribuitd botanistului rus Mikhalil
Semyonovich Tsvet in 1903.

in general, metodele de separare cromatografice se impart in doud categorii: in
prima intra cele care se bazeaza pe interactiunea diferita a componentilor cu faza
stationara (repartitie, adsorbtie, schimb ionic si afinitate), iar in a doua cele care se
bazeaza pe marimea diferita a componentilor (excluziunea sterica).

Schema de principiu a unui cromatograf (lichid-lichid sau lichid-solid) este
prezentata in figura 16.

El se compune din: sursa de eluent, dispozitiv de introducere al probei, coloana
si un detector la care se adauga urmatoarele anexe: sursa de eluent, dispozitiv de
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masurare si reglare a debitului, dispozitiv de introducere a probei, instrument de

inregistrare a semnalului furnizat de detector.

Rezervor de eluent

Injector

DTy Cromatograma

Timg

Detecior

Figura 16. Schema de principiu a unui cromatograf

Principiul cromatografiei: eluentul trece prin dispozitivul de introducere a probei,
preia proba de analizat si o introduce in coloana cromatografica. Coloana
cromatografica este sediul procesului de separare.

Din cauza interactiunii moleculelor cu faza stationara, componentele din
amestecul de analizat raman in urma eluentului, in functie de diferentele care exista
intre constantele echilibrului de repartitie intre cele doua faze.

Componentele amestecului separat vor iesi din coloana la timpuri diferite, dupa
care sunt introduse de eluent in detector. Acesta transforma diferenta unei proprietat;
fizice intre component si eluent, intr-un semnal electric, proportional cu concentratia
componentului din eluent.

inregistrarea graficd a semnalului detectorului in functie de timp se numeste

cromatograma (fig. 17).

Semnal detector
(concentratie)

]

(Volum de retentie)

Figura 17. Elementele unei cromatograme
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4.2.3.1. Cromatografia (de) lichide (CL)

Termenul de cromatografie lichida (sau de lichide) este utilizat pentru a denumi
0 gama extinsa de sisteme cromatografice care au in comun faptul ca utilizeaza o faza
mobila lichida.

Comparativ cu cromatografia de gaze, cea lichida are avantajul ca permite si
analizarea probelor greu volatile sau instabile termic, iar faptul ca si faza mobila
participa la separare ofera posibilitati suplimentare pentru realizarea unor separari
eficiente.

Cromatografia de lichide clasica a fost caracterizata de utilizarea unor coloane
cu diametre mari, umplute cu particule de faza stationara de o granulatie fina si prin
care faza mobila trecea sub influenta fortei gravitationale.

Aceste sisteme, care se mai folosesc azi in separarile cromatografice lichid-solid,
au permis realizarea separarii unor amestecuri complexe de substante in conditii foarte
bune, insa viteza de separare este mica, iar analiza suplimentard a compusilor
separati prin metode spectroscopice este mai dificila.

Aparitia cromatografiei de lichide de inalta performanta (HPLC) a permis
eliminarea acestor deficiente si chiar impunerea cromatografiei de lichide ca o metoda
mai performanta de analiza decat cromatografia de gaze.

Principalele avantaje ale cromatografiei de lichide de inalta performanta sunt:

- capacitate de separare ridicata,

- viteza ridicata a separatrii,

- posibilitatea monitorizarii continue a efluentului coloanei,

- realizarea unor analize repetate si reproductibile utilizand aceeasi coloana,

- automatizarea procedurii analitice si a prelucrérii datelor.

Lichid cromatografia cuplata la spectrometru de masa, poate fi considerata un
mijoc de detectie universal, deoarece compusii anabolizanti pot fi analizati fara
derivatizare. Aceasta tehnica pare sa fie foarte eficienta, in special pentru steroizii de
tip trenbolon, stanozolol, medicamente beta-agoniste, corticosteroizi, tireostatice,

precum si pentru glucurono si sulfoconjugati.

4.2.3.2. Cromatografia de gaze (CG)

Cromatografia gazoasa este o tehnicd cunoscutd si sub denumirea de

cromatografia gazoasa-lichida. Spre deosebire de cromatografia cu eluenti lichizi, in
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gaz cromatografie, natura gazului are o importantd minora asupra selectivitatii
separarii, deoarece gazul nu interactioneaza cu componentele probei sau cu suportul.

Pentru a fi potrivit analizei prin cromatografie gazoasa, un compus trebuie sa aiba
suficienta volatilitate si stabilitate termica, sa se transforme in fazd gazoasa la
temperaturi ridicate (pana la 300 °C) si sa nu se descompuna in aceste conditii.

De obicei, substantele cu 0 masa pana la 1000 Da sunt potrivite, deoarece sub
aceasta valoare, tensiunea vaporilor este prea mica pentru a transforma molecula in
fazd gazoasd. In cazul steroizilor, aceastd tehnica necesitd proceduri de derivare

(sililare), in functie de proprietatile compusului.

4.3. Controlul utilizarii anabolizantelor la animalele de renta

Controlul substantelor anabolizante la animalele de ferma s-a facut de-a lungul
timpului cu ajutorul diferitelor metode de analiza. Aceste metode au facut obiectul
numeroaselor cercetari, pentru a raspunde cat mai bine cerintelor Uniunii Europene,
care prin Decizia 657/2002/CE a fixat un anumit numar de criterii de performanta, ce
trebuiau respectate pentru punerea in lucru a acestor metode.

Printre aceste criterii se spune ca metodele de analiza pentru depistare sau
screening trebuie sa limiteze rezultatele ,fals negative’, iar cele folosite pentru
confirmare trebuie sa interzica aparitia rezultatelor ,fals pozitive”. Mai trebuie adaugat
ca metodele de depistare trebuie sa limiteze la maxim numarul de probe fals suspecte,
pentru a limita numarul probelor care vor fi utilizate pentru confirmare. lar metodele de

confirmare, trebuie la randul lor sa limiteze numarul rezultatelor fals negative.

4.3.1. Metode de depistare

Dozarea hormonala urmareste detectarea directa a hormonilor steroizi in diferite
matrice biologice, cum sunt:

e tesutul muscular,

e plasma sau

e urina.

Semnalele elaborate sunt confruntate cu criteriile stipulate de Uniunea
Europeana. Proba de analizat trebuie sa fie conforma sau suspecta.

Pentru aceasta, sunt utilizate diferite tehnici, bazate fie pe abordari imunochimice
sau pe procedee fizico-chimice, in mod particular pe cromatografie cuplata la

spectrometrie de masa:
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in cazul imunoanalizei, este posibil s& distingem dou& mari familii, in functie de
metoda de detectare. Se poate face fie cu ajutorul unui radioelement (ex. RIA,
radioimunoenzimatica), fie prin intermediul unei enzime (ex. dozare ELISA) [92].

in ceea ce privesc tehnicile cromatografice, trei tehnici pot fi folosite:

Cromatografia in strat subtire: lipsa sensibilitatii si dificultatea de a satisface
criteriile definite de U.E., o fac o tehnica foarte putin utilizatd. Cateodata, aceasta
tehnica poate fi utila pentru elucidarea identitatii unor molecule dificil de identificat cum
sunt a sau B-trenbolonul.

Cromatografia in faza gazoasa, cuplata la spectrometru de masa este metoda
folosita in mod curent pentru controlul steroizilor.

Functia hidroxil si slaba volatilitate a steroizilor impun derivatizarea moleculelor,
cel mai adesea cu ajutorul unui agent sililant (ex. MSTFA, N-methyl-N-(triméthylsilyl)-
trifluoroacetamide) sau un agent acetilant (ex. anhidrida acetica).

GC-MS permite dozarea numerosilor steroizi in matrice variate (plasma, tesut
muscular, par sau urind), insa pentru moleculele foarte polare sau cele mai putin polare
(fig. 18).

Figura 18. GC-MS/MS (QgQ) Agilent Technologies

e Cromatografia lichida de inaltd performanta (HPLC): a fost utilizata prin
asociere cu un detector pe baza de ultraviolete, deoarece majoritatea hormonilor
steroizi naturali, cu exceptia androstanediolilor prezinta o grupare cromofora.

Dupa aparitia surselor sub presiune atmosferica si posibilitati cuplarii la
spectrometre de masa de tip cuadripol, determinarea hormonilor steroizi prin aceasta
tehnica, a fost din ce in ce mai folosita si descrisa. Capacitatea de separare (mai mult
in ceea ce priveste izomerii), precum si existenta efectelor perturbatorii ale matricei in

timpul interpretarii rezultatelor, mai ales atunci cand urmarim cantitati foarte mici de
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reziduu intr-o matrice, reprezinta cateodata anumite limitari ale performantelor acestei
metode (fig. 19).

Figura 19. HPLC

Aceste metode de depistare sunt foarte eficiente pentru a detecta steroizi
nenaturali. Pentru moleculele secretate de animal (cum sunt hormonii steroizi naturali)
este dificil de a scoate in evidenta criterii de suspiciune fiabile. Limitele de concentratii
se folosesc in toate metodele validate, dar sunt adesea in discutii, datorita variatiilor
endogene foarte mari de la individ la individ.

Cel mai recent mod de abordare al steroizilor este studiul metabolomic, care
constd 1n caracterizarea perturbatiilor fiziologice induse de administrarea unei
substante, consideratd ca ar determina o semnatura biologica globala ce ar atesta

prezenta ei (fig. 20).

Figura 20. Amprenta metabolomica

Maume si col. (2003), au demonstrat posibilitatea, studiind profilul metabolic
estrogenic, de a diferentia animalele care nu au primit tratament de cele care au avut
implant cu 17B-estradiol.
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Dumas si col.(2002, 2005) au putut separa animalele sanatoase de cele care au
primit 1, 2 si 4 implanturi de steroizi anabolizanti, realizand un studiu metabolomic
(ansamblul de metaboliti din celule), care a permis determinarea anumitor marcheri

directi pentru demonstrarea unei administrari frauduloase.

4.3.2. Metode de confirmare

Acest tip de metode vizeaza clasarea definitiva a naturii probei, adica dupa
trecerea etapelor metodei, proba sa fie declarata conforma sau non conforma.

La ora actuala exista doua mari metode de confirmare:

Determinarea esterilor de steroizi din par: marea majoritate a steroizilor naturali
nu exista sub forma de ester. Prin aceasta metoda, se cauta forma ester a steroidului
injectat la animal.

Printre aceste molecule, se intalnesc printre altele, benzoatul de estradiol,
enantatul sau decanoatul de testosteron. Parul reprezinta o foarte buna matrice de
aplicare, deoarece permite detectarea administrarii substantelor de acest fel in
retrospectiva. Indiferent daca vorbim de sport sau de cresterea animalelor, metodele
analitice au fost dezvoltate pentru cautarea acestor esteri.

Kintz si col., au dezvoltat o metoda pentru depistarea testosteronului si a esterilor
acestuia (enantat, propionat si decanoat) in par.

Gaillard si col. (1999), au realizat o metoda de cautare a acestor esteri in par cu
aplicabilitate atat la animale cat si la om.

Aceasta tehnica se dovedeste a fi o buna metoda de confirmare a unei posibile
fraude chiar mai multe saptamani dupa administrare.

Cu toate acestea, mecanismul precis de fixare al acestor substante in par,
ramane inca neelucidat pe deplin, datorita faptului ca nu s-a putut valida aceasta
metoda pentru hormonii naturali esterificati.

Cromatografia gazoasa cuplata cu spectrometria de masa de raport izotopic (GC-
C-IRMS): in mod contrar metodelor de identificare descrise anterior, aceasta tehnica
permite autentificarea originii moleculelor prin masurarea raportului lor izotopic
13C/'2C. Aceasta tehnica termite atingerea unor limite care pot fi contestabile avand in
vedere variatiile inter si intra individuale observate pana la ora actuala.

Metoda a fost avuta in vedere de la inceputul anilor 1990 de catre Southan

punerea in evidenta a unei administrari ilegale de hormoni steroizi.
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Echipa sa a prezentat un raport, in care indica faptul ca testosteronul sintetic
prezinta un raport izotopic '*C/'2C diferit de cel al compusilor endogeni la om.
Aceasta observatie se baza pe faptul ca hormonii steroizi endogeni si aceia
sintetizati in industria farmaceutica nu au aceeasi origine.
Hemisinteza steroizilor in industria farmaceutica este realizata plecand de la
fitosteroli extrasi din plante sarace in '3C (plante Cs cum este de exemplu soia).
Hormonii endogeni sunt biosintetizati in organism din colesterol, acesta la randul
sau fiind biosintetizat din alimentele ingerate. Alimentatia este constituita din diverse
vegetale: plante Cs si/sau C4 (plantele numite C4 sunt imbogatite in '3C).
Administrarea de hormoni steroizi produce o depletie (epuizare) a raportului
13C/12C la animal, fie ca ne referim la hormonul administrat, fie la metabolitii sai.
Toate aceste metode de detectare, avand un cdmp de aplicatii foarte precis si
fiind costisitoare, este indispensabil sa aiba anterior, o etapa de screening performant

pentru marirea gradului de precizie

4.4. Legislatia cu privire la hormonii steroizi si evolutia ei

De-a lungul anilor, utilizarea substantelor anabolizante in cresterea animalelor a
declansat reactii puternice in randul consumatorilor, a responabililor de la sanatatea
publica si a crescatorilor de animale.

Opinia publica respinge utilizarea hormonilor ca si factori de crestere.

Aceasta reactie se poate considera normala daca facem referire la diferitele
incidente datorate consumului excesiv a anumitor compusi estrogenici cum a fost
dietilstilbestrolul. In urma studiilor toxicologice care au demonstrat lipsa efectelor
secundare la oameni, a majoritatii substantelor anabolizante autorizate in anumite tari
(America, Australia, Africa de Sud), cum sunt hormonii naturali, zeranolul sau
trenbolonul, indoiala oamenilor persista in ceea ce priveste aceste molecule utilizate
astazi ilegal. Crescatorii de animale au acceptat constangerea de la nivel european,
pastrand insa o atitudine nuantata la exigentele consumatorilor.

La o situatie asa de complexa si reglementarile legislative au fost complexe. insa
utilizarea substantelor anabolizante nu respecta regulile.

Este interesant de notat ca primele texte legislative cu privire la substantele
anabolizante, dateaza de mai bine de treizeci de ani si constituie un instrument eficient

pentru a lupta contra utilizarii frauduloase a acestor substante.
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Consiliul Comunitatii Europene a publicat in 1981 o directiva (Directiva Cosiliului
nr. 81/602) in care a interzis administrarea la animale de ferma a stilbenelor si a
tireostaticelor, precum si anumite indicatii in ceea ce priveste utilizarea substantelor
cu efect estrogenic, androgenic sau progestagenic.

in 1985, directiva 85/649 a Consiliului European interzice substantele hormonale
utilizate in scopul ingrasarii.

Utilizarea anumitor substante in scop terapeutic raméane autorizata, dar numai
sub control strict veterinar pentru a se preveni orice abuz. In 1988, Directiva Consiliului
88/146 interzice utilizarea la animalele de ferma a substantelor cu actiune hormonala.

La 6 iulie 1995, expertii de la Codex Alimentarius, organizatie internationala
insarcinata de catre FAO (Organizatia pentru Alimentatie si Agriculturda) si OMS
(Organizatia Mondiala a Sanatatii) pentru elaborarea normelor cu privire la alimentatie,
s-au pronuntat asupra utilizarii hormonilor steroizi la animalele de ferma, fixand limite
maxime de reziduuri (LMR) pentru zeranol si acetat de trenbolon si nicio limita pentru
cei trei hormoni naturali.

Statele Unite ale Americii cere ca interdictia europeana de a importa carne din
tarile in care aceste substante sunt autorizate sa fie abrogata, amenintand ca fac
plangere la WTO (Organizatia Mondiala a Comertului).

La cererea Uniunii Europene are loc o conferinta stiintifica internationala cu tema
utilizarea promotorilor de crestere la animalele destinate consumului uman, {inuta la
Bruxelles din 29 noiembrie pana in 1 decembrie 1995.

Principala concluzie relativa cu privire la toxicitatea steroizilor anabolizanti a fost
urmatoarea: «acumularea de date stiintifice cu privire la utilizarea hormonilor naturali
(testosteron, estradiol sau progesteron) si a compusilor sintetici (trenbolon si zeranol)
nu a aratat niciun risc pentru sdnatatea umana, cu conditia ca aceste substante sa fie
utilizate in conditii stricte sub prescriptie medicala, iar locul injectarii sa fie eliminat».

Uniunea Europeana a precizat la inceputul anilor 1996 ca isi mentine pozitia cu
privire la mentinerea interdictiei substantelor hormonale.

De-a lungul anilor, utilizarea substantelor anabolizante in cresterea animalelor a
declansat reactii puternice in randul consumatorilor, a responsabililor pentru sanatatea
publica si a crescatorilor de animale.

Opinia publica respinge utilizarea hormonilor ca si stimulatori de crestere.
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Aceasta reactie se poate considera normala, daca facem referire la diferitele
incidente datorate consumului excesiv a anumitor compusi estrogenici cum a fost
dietilstilbestrolul.

In ciuda studiilor toxicologice care au demonstrat lipsa efectelor secundare la
oameni, a majoritatii substantelor anabolizante, autorizate in anumite tari (America,
Australia, Africa de Sud), precum hormonii sexuali naturali, zeranolul sau trenbolonul,
indoiala oamenilor persista in ceea ce priveste aceste molecule utilizate astazi ilegal.

Crescatorii de animale au acceptat constrangerea de la nivel european, pastrand
insa o atitudine nuantata la exigentele consumatorilor. La o situatie asa de complexa
si reglementdrile legislative au fost complexe. insé utilizarea substantelor anabolizante
nu respecta regulile.

Este interesant de notat ca primele texte legislative cu privire la substantele
anabolizante, dateaza de mai bine de treizeci de ani deja si constituie un instrument
eficient pentru a lupta contra folosirii frauduloase a acestor substante.

Consiliul Comunitatii Europene a publicat in 1981, Directiva 81/602, in care a
interzis administrarea, la animale de ferma, a stiloenelor si a tireostaticelor, precum si
anumite indicatii cu privire la utilizarea substantelor cu efect estrogenic, androgenic
sau progestagenic.

in 1985, Directiva 85/649 a Consiliului European interzice substantele hormonale
utilizate in scopul ingrasarii. Utilizarea anumitor substante in scop terapeutic raméane
autorizata, dar numai sub control strict veterinar, pentru a se preveni orice abuz.

in 1988, Directiva Consiliului 88/146 interzice utilizarea la animalele de ferma a
substantelor cu actiune hormonala.

in 6 iulie 1995, expertii de la Codex Alimentarius, organizatie internationald
insarcinata de catre FAO (Organizatia pentru Alimentatie si Agricultura) si OMS
(Organizatia Mondiala a Sanatatii) cu elaborarea normelor privitoare la alimentatie, s-
au pronuntat asupra utilizarii hormonilor steroizi la animalele de ferma, fixand Limite
Maxime de Reziduuri MRL = Maximum Residual Limits) nentry zeranol si acetat de trenbolon si
nici-o limita pentru cei trei hormoni naturali.

in consecinta, Statele Unite ale Americii cer ca interdictia europeana de a importa
carne din tarile in care aceste substante sunt autorizate sa fie abrogata, amenintand
cu plangerea la WTQ (World Trade Organisation) (OQrganizatia Mondiald a Comertului).
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La cererea Uniunii Europene are loc o conferinta stiintifica internationala cu tema
Utilizarea promotorilor de crestere la animalele destinate consumului uman, la
Bruxelles, in perioada 29 noiembrie pana la 1 decembrie 1995.

Principala concluzie relativa cu privire la toxicitatea steroizilor anabolizanti a fost:
»..acumularea de date stiintifice cu privire la utilizarea hormonilor naturali (testosteron,
estradiol sau progesteron) si a compusilor sintetici (trenbolon si zeranol) nu a aratat
nici un risc pentru sanatatea umana, cu conditia ca aceste substante sa fie utilizate in
conditii stricte, sub prescriptie medicala, iar locul injectarii sa fie eliminat’.

Uniunea Europeana a precizat la inceputul anilor 1996 ca isi mentine pozitia cu
privire la mentinerea interdictiei substantelor hormonale.

La nivelul Uniunii Europene, organismul care este raspunzator de coordonarea
evaluarii si supravegherii produselor medicamentoase de uz uman si veterinar este
Agentia Europeana a Medicamentului (European Medicines Agency - EMEA) cu sediul
la Londra.

Printre responsabilitatile Agentiei se identifica si stabilirea unor limite sigure
pentru reziduurile de medicamente din alimentele de origine animala, in cazul
produselor medicamentoase a.u.v. (ad. usum veterinarium).

Pe langa EMEA, Autoritatea Europeana pentru Siguranta Alimentara (AESA) a
venit in sprijinul eforturilor depuse de institutile europene pentru protejarea
consumatorilor europeni in acest domeniu.

Principiul de baza al politicii UE privind siguranta alimentara este aplicarea unei
abordari integrate, de tipul ,de la ferma la consumator', care sa acopere toate
sectoarele lanfului alimentar - inclusiv productia de furaje, sanatatea plantelor si
animalelor, bunastarea animalelor, productia primara, procesarea alimentelor,
depozitarea, transportul, vanzarea cu amanuntul, precum si importul si exportul
acestora.

Reziduuri de medicamente sau ,reziduuri ale substantelor farmacologic active”,
conform legislatiei in vigoare, inseamna toate substaniele farmacologic active,
exprimate in mgkg sau pugkg pe baza unei mase in stare proaspata, fie substante
active, excipienti sau produsi de degradare si metabolitii lor care raman in alimentele
obtinute de la animale.

De ce aceste reziduuri de medicamente trebuie sa fie identificate?
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Pentru ca identificaAnd reziduurile unor medicamente cu diferite proprieta;
farmacologice, toxicologice si microbiologice, ce ar putea fi prezente in produsele de
origine animala am putea evita aparitia unor efecte secundare consumatorii umani.

Aproape toate substantele farmacologic active determina efecte secundare, daca
expunerea este suficient de mare.

Pentru a reduce riscul consumului de produse alimentare cu medicamente,
cantitatea de reziduu care ar putea determina efecte nedorite trebuie stabilita.

Conform studiilor pentru stabilirea limitelor maxime de reziduuri s-au facut si
determinari de tip no observed effect level (doza cu nici un efect observabil sau slab
exprimat la cele mai sensibile teste) sau acceptable daily intake (ADI — Doza Zilnica
Acceptabild = Admited Daily Intake) pentru substantele medicamentoase.

Pentru cresterea animalelor, mult timp s-au folosit promotorii de crestere, cei mai
efectivi fiind hormonii sexuali naturali sau substante care imita actiunea acestora.

Utilizati in scop terapeutic la bovine, ovine porcine, daca nu s-a respectat
perioada de retragere si legislatia, acestia se regasesc sub forma de reziduuri in
diferite alimente (carne de vita, de porc, ficat de vitel).

Efectele colaterale ale reziduurilor hormonale includ afectiuni ale sanului,
incetarea prematura a dezvoltarii la pubertate sau reversul acesteia, chisturi ovariene
la copii etc.

Din aceste considerente uniformizarea standardelor si a metodelor de
determinare a reziduurilor este esentiala pentru monitorizarea reziduurilor de
medicamente, mai ales a celor interzise, in ceea ce priveste sanatatea si siguranta
oamenilor, precum si circulatia libera a marfurilor de origine animala in cadrul Uniunii
Europene.

in ajutorul acestui deziderat, EEC a adoptat Reglementarea 237790 (din
26.06.1990), unde au fost stabilite procedurile pentru stabilirea limitelor maxime de
reziduuri (MRL), pentru toate medicamentele prezente in alimentele de origine
animala, cu instructiuni precise de urmat. Tot aici pot fi gasite si anexele de la | la V
(Community code relating to veterinary medicinal products), astfel:

e Anexa | — lista substantelor farmacologic active pentru care sunt prevazute

limite maxime de reziduuri.

e Anexa Il — lista substantelor pentru care nu sunt prevazute MRL, deoarece

substantele active nu prezinta risc pentru consumatori.
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e Anexa lll - lista medicamentelor la care valorile MRL pot fi stabilite dar care
mai solicita unele clarificari care pot fi stabilite prin studii ulterioare.

e Anexa IV medicamente riscante pentru consumatorul uman. Reziduurile de
medicamente pun consumatorul uman la un risc pentru consumator sau nu
sunt inca date suficiente pentru a permite o determinare de reziduuri completa.

Produsele incluse in anexa IV sunt interzise de la utilizare in tarile UE.

e Anexa V - informatii si particularitati pentru includerea in aplicatii pentru
stabilirea MRL pentru substantele farmacologic active folosite in produsele
medicinale veterinare.

Pana in septembrie 2009 acest Regulament s-a aplicat, deoarece din 6 mai 2009
in Monitorul Oficial s-a publicat Regulamentul 4702009EEC de stabilire a procedurilor
comunitare in vederea stabilirii limitelor maxime de reziduuri ale substantelor
farmacologic active din alimentele de origine animala, de abrogare a Regulamentului
2377/90 si de modificare a Directivei 2001/82/CE si a Regulamentului 7262004.

Legislatia in vigoare care se ocupa de substantele interzise sunt Directiva
9622/CE, respectiv Directiva 9623/CE, substantele interzise fiind: stilbenele si derivatji
de stilbene, tireostaticele, steroizii, lactonele acidului rezorcilic incluzand zeranol, beta
agonistii, compusii inclugi in anexa IV din Regulamentul 2377/90 (s-a aplicat pana la 4
septembrie 2009).

in Regulamentul UE 4702009EEC se arata ca:

e Datorita progresului stiintific si tehnic este posibild detectarea prezentei
reziduurilor de produse medicinale veterinare in alimente la niveluri din ce in
ce mai reduse.

o in vederea protejarii sanatétii publice, limitele maxime de reziduuri ar trebui
stabilite in conformitate cu principiile general recunoscute de evaluare a
sigurantei, tindnd cont de riscurile toxicologice, contaminarea mediului,
precum si efectele microbiologice si farmacologice ale reziduurilor. Ar trebui
sa se tina cont si de alte evaluari stiintifice ale sigurantei substantelor in cauza,
efectuate eventual de organizatii internationale sau organisme stiintifice

infiintate in cadrul Comunitatii.

Prezentul requlament se refera in mod direct la sanatatea publica si este relevant
pentru functionarea pietei interne in ceea ce priveste produsele de origine animala

incluse in anexa | la tratat.
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in consecints, este necesard stabilirea limitelor maxime de reziduuri ale
substantelor active din punct de vedere farmacologic in ceea ce priveste diferite
alimente de origine animala, inclusiv carnea, pestele, laptele, ouale si mierea.

O substanta farmacologic activa poate fi utilizata in productia animalelor de la
care se obtin produse alimentare numai daca a fost evaluata favorabil.

Limitele maxime de reziduuri sunt stabilite pentru o astfel de substantd daca se
considera necesar pentru protectia sanatatii umane.

Anumite substante farmacologic active sunt interzise sau, in prezent, nu sunt
autorizate in temeiul Regulamentului (CE) nr. 2377/90, al Directivei 96/22/CE sau al
Regulamentului (CE) nr. 1831/2003 al Parlamentului European si al Consiliului din 22

septembrie 2003 privind aditivii din hrana animalelor.

e Reziduurile substantelor farmacologic active prezente in produsele de origine
animala rezultate, in special, in urma utilizarii ilegale sau a contaminarii
mediului ar trebui sa fie atent controlate si monitorizate in conformitate cu
Directiva 96/23/CE a Consiliului din 29 aprilie 1996 privind masurile de
monitorizare a anumitor substante si a reziduurilor acestora existente in
animalele vii si in produsele de origine animala, indiferent de originea

produsului.

Legislatia actuala privind limitele maxime de reziduuri ar trebui sa fie simplificata
prin reunirea intr-un singur regulament al Comisiei a tuturor deciziilor care clasifica
substantele farmacologic active in functie de reziduurile acestora.

La 22 decembrie 2009 se publica in Jurnalul Oficial al U.E., Regulamentul nr.
37/2010 al Comisiei privind substantele active din punct de vedere farmacologic si
clasificarea lor in functie de limitele reziduale maxime din produsele alimentare de
origine animala.

in acest document se specifica limite reziduale pentru produsele hormonale (de
exemplu, Altrenogest la suine si ecvine, pentru Norgestomet la bovine,
medroxiprogesteron la suine), precum si modul de utilizare a acestora in terapeutica
veterinara si zootehnica, precum si pentru estradiol si progesteron.

in tabelul 5 este schematizat& evolutia legislatiei pana in prezent.
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Anul

1970

1981

1985

1986

1987
1988

1989

1990

1991
1992

1993

1994
1994/95

1996

1997

2003

Sinteza evolutiei legislative din 1970, cu privire la hormonii steroizi

Activitatea

Aditivii autorizati in alimentele animalelor pentru productie

Interzicerea substantelor tireostatice si a anumitor substante cu efect hormonal

Fixarea metodelor comunitare de analiza pentru controlul oficial al alimentelor pentru
animalele de productie

Interzicerea tuturor substantelor implicate n stimularea cresterii si stabilirea dispozitiilor
detaliate cu privire la utilizarea acestora in terapie

Dispozitii privind supravegherea unui anumit numar de reziduuri cu actiune
farmacologica sau contaminati din mediul natural al animalelor de exploatatie si in
produsele provenite de la acestea

Criterii pentru metodele de rutina pentru reziduurile organice

Revizuirea directivei 85/649/CEE; interzicerea utilizarii anumitor substante cu efect
hormonal in cresterea animalelor , admitand si derogari

Laboratoare comunitare de referinta (LCR): denumiri si competente

Criterii pentru laboratoarele comunitare de referinta

Stabilirea limitelor maxime de reziduuri (LMR), pentru medicamentele de uz veterinar
prezente in alimentele de origine animala

Desemnarea a patru LCR

Manual de referinta al Comunitatii Europene

Abrogarea 87/410/CEE

Abrogarea 89/610/CEE

Manual de referinta al Comunitatii Europene: a doua editie

Abrogarea 86/469/CEE

Abrogarea 86/649/CEE

Abrogarea 86/469/CEE

Fixarea nivelurilor si frecventelor de prelevare ale esantioanelor prevazute de directiva
96/23/EC

Modificarea directivelor 96/22/EC si 96/23/EC, mentionarea lui 17p-estradiol in «lista
substantelor interzise» si a altor steroizi in «lista substantelor interzise provizoriu» care
sunt totusi pentru anumite tratamente zootehnice (mumificare fetala, declansarea
caldurilor etc....)

Restabilirea directivelor 2002/657/EC si 2003/181/EC indicand performantele si cateva
obligatii de performanta pentru metodele de analiza elaborate de catre LNR-urile fiecarui
stat membru

Punerea in aplicare a controalelor la importurile din tarile terte, aflate in afara Uniunii
Europene

Reevaluarea directivei 2004/432/EC

Modificarea Directivei 2003/74/EC, de stabilire a unei campanii de sensibilizare a opiniei
publice cu privire la interzicerea completa a administrarii lui 17B-estradiol animalelor
destinate consumului uman la intentia crescatorilor, a organizatiilor veterinare din U.E.
si a organizatiilor implicate direct sau indirect in importul de produse alimentare de
origine animala in U.E.
Abrogarea Regulamentului
Regulamentului 7262004
Clasificarea substantelor farmacologic active dupa limitele maximale de reziduuri: o lista
de substante autorizate si una de substante neautorizate. 173-estradiolul este in lista
substantelor autorizate pentru toate speciile producatoare de alimente, fara LMR,
utilizabil doar Tn scop terapeutic si zootehnic.

2377290, modificare a Directivei 200182CE si a
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Tabelul 5.

Documentul
de referinta

70/524/CEE
81/602/CEE

81/715/CEE

85/649/CEE

86/469/CEE

87/410/CEE
88/146/CEE

89/187/CEE
89/610/CEE
Regulamentul
2377/90
91/644/CEE
EUR 14126 EN
93/256/CEE
93/257/CEE
EUR 15127 EN
COM(93)441def
96/22/EC
96/23/EC

97/747/EC

2003/74/EC

2004/25/EC

2004/432/EC
2007/362/EC

2008/97/EC

Regulamentul
nr. 470/2009

Regulamentul
nr. 37/2010
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