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(1 Cerealele si alimentele pe baza de cereale ocupa un loc central in dieta
europeana si contribuie substantial la aportul zilnic de energie si nutrienti
in toate grupele de varsta.

) Importanta lor in securitatea alimentara si sanatatea publica face esentiala
monitorizarea prezentei contaminantilor chimici care se pot acumula pe tot
parcursul lantului agricol si de procesare, in special in cazul unor activitati
naturale sau antropice nedorite (razboaie etc.).

() Dintre acesti contaminanti, oligoelementele, in special metale grele toxice
precum cadmiul, plumbul, arsenicul si mercurul, precum si reziduurile de
pesticide, reprezinta doua domenii majore de ingrijorare pentru autoritati,
cercetatori si consumatori.
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1 Oligoelementele pot patrunde in culturile cerealelor prin cai naturale
sau antropice. Compozitia solului, emisiile industriale, calitatea apei
pentru irigatii, ingrasamintele si poluarea istorica se numara printre
principalele surse care contribuie la prezenta lor in cereale.

) Unele elemente, precum fierul, zincul sau cuprul, sunt esentiale la
niveluri scazute, dar pot deveni daunatoare la concentratii ridicate, in
timp ce altele, inclusiv cadmiul, plumbul, mercurul si arsenicul anorganic,
prezinta riscuri toxicologice clare chiar si la niveluri minime.

] Expunerea cronica, in special prin alimente de baza precum cerealele,
poate afecta negativ functia renala, neurodezvoltarea, sanatatea
cardiovasculara si starea generala de bine pe termen lung. Din acest
motiv, legislatia europeana a stabilit niveluri maxime pentru mai multe
metale grele in cereale si produse conexe, necesitand metodologii
analitice robuste pentru a asigura conformitatea.
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Reziduurile de pesticide constituie o a doua categorie cheie de contaminanti.
Productia moderna de cereale implica adesea utilizarea erbicidelor,
fungicidelor si insecticidelor pentru controlul buruienilor, infectiilor fungice si
daunatorilor. Desi aceste tratamente joaca un rol in asigurarea randamentelor
si limitarea pierderilor post-recoltare, ele pot lasa reziduuri detectabile pe
cerealele crude sau produsele procesate. Diversitatea claselor de pesticide,
care acopera organofosfati, piretroide, triazole, neonicotinoizii si altele,
combinata cu gama larga de proprietati fizicochimice, face detectarea lor
precisa dificila. Mai mult, factorii de mediu, practicile agricole si procesele
tehnologice (cum ar fi macinarea sau tratamentele termice) pot influenta
nivelurile reziduurilor si distributia in matricea cerealelor.

in al treilea rand, acest ghid prezintd metode de detectare a contaminarii
cerealelor cu compusi de azot. Detectarea compusilor de azot din cereale
implica distinctia intre azotul nutritiv (proteine) si azotul contaminant (aditivi
fraudulosi sau reziduuri legate de razboi). Deoarece azotul este "proxy" pentru Striking a Balance: Optimal Use of Pesticides for Crops — AgroToHome
proteine, provocarea analitica consta in identificarea formei chimice specifice a

azotului



https://agrotohome.com/blogs/news/striking-a-balance-optimal-use-of-pesticides-for-crops?srsltid=AfmBOorlTyWbLh6EzDMpc59K0YT2YT90PEZ0IMufsoqlKig__nxOG_pg
https://agrotohome.com/blogs/news/striking-a-balance-optimal-use-of-pesticides-for-crops?srsltid=AfmBOorlTyWbLh6EzDMpc59K0YT2YT90PEZ0IMufsoqlKig__nxOG_pg
https://agrotohome.com/blogs/news/striking-a-balance-optimal-use-of-pesticides-for-crops?srsltid=AfmBOorlTyWbLh6EzDMpc59K0YT2YT90PEZ0IMufsoqlKig__nxOG_pg
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() Asigurarea monitorizarii fiabile a acestor contaminanti necesita abordari analitice
capabile sa abordeze atat complexitatea, cat si sensibilitatea. Metalele grele necesita
de obicei tehnici cu specificitate elementara puternica si limite scazute de detectie,
precum spectrometria de absorbtie atomica a flacarii (FAAS), spectrometria optica de
emisie a plasmei cuplate inductiv (ICP-OES) sau spectrometria de masa a plasmei
cuplate inductiv (ICP-MS). Fiecare metoda ofera avantaje distincte in ceea ce priveste
capacitatea de detectie, toleranta la matrice si debitul analitic.

) Tn paralel, analiza pesticidelor se bazeazd in principal pe tehnici cromatografice
precum cromatografia in gaze (GC) si cromatografia lichida (LC), adesea combinate cu
spectrometria de masa pentru a obtine sensibilitatea si selectivitatea necesare |
cuantificarii reziduurilor la niveluri conforme cu cerintele de reglementare europene. |

(] Totusi, cuantificarea precisa nu depinde exclusiv de capacitatea instrumentala,
deoarece cerealele reprezinta matrice biologice complexe care contin amidon,
proteine, lipide si minerale ce pot interfera atat cu extractia, cat si cu detectarea.

() Reprezentativitatea esantionarii, tehnicile de pregatire a probelor, controlul
contaminarii, efectele matriciale, strategia de calibrare si validarea metodei sunt la fel

. https://www.azolifesciences.com/article/What-
de decisive.

is-Analytical-Chemistry.aspx
() Abordarea acestor provocari necesita metodologii armonizate si eforturi coordonate
intre laboratoare pentru a asigura comparabilitatea si fiabilitatea datelor.




Cofinantat de @ Open
Uniunea Europeana EAT

| Eat to Live or | Live to Eat

O Tn acest context, acest proiect european urmareste sa intireasca si sa
armonizeze metodele analitice utilizate pentru detectarea si
cuantificarea metalelor grele si a reziduurilor de pesticide din cereale si
alimente conexe.

J Acesta urmareste sa evalueze practicile actuale, sa identifice lacunele
metodologice si sa dezvolte sau sa rafineze protocoale analitice
potrivite pentru monitorizarea contaminarii la nivel de urme.

U Proiectul integreaza expertiza din mai multe institutii europene si
promoveaza schimbul de cunostinte, dezvoltarea capacitatilor si
alinierea metodologica pentru a sprijini  conformitatea cu
reglementarile, evaluarea riscurilor si protectia consumatorilor.

O Prin promovarea unor metode robuste, sensibile si armonizate, acest

proiect contribuie la imbunatatirea managementului sigurantei https://www.pipedrive.com/en/blog/project-report
alimentare in cadrul Uniunii Europene si consolideaza baza stiintifica

pentru monitorizarea a doua dintre cele mai critice grupuri de

contaminanti din produsele cerealice: oligoelementele toxice si

reziduurile pesticide.
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O Acest ghid ofera profesionistilor in controlul calitatii si operatorilor din industria
alimentara o perspectiva practica si structurata asupra metodelor esentiale
necesare pentru a identifica si masura cu acuratete contaminantii prezenti in
cereale.

0 Contaminarea cerealelor cu agenti precum reziduuri de pesticide, metale grele si
compusi de azot poate avea efecte grave asupra consumatorilor, chiar si la niveluri
foarte scazute (sub limitele maxime de reziduuri — LMR).

O Prin urmare, monitorizarea continua si eficienta este obligatorie pentru a se
asigura ca produsele respecta standardele nationale si internationale.
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Succesul analizei depinde de alegerea metodei potrivite:

Metode rapide de screening: Teste imunologice precum ELISA si
teste pe banda (LFA). Acestea sunt solutiile preferate pentru
verificarea rapida a loturilor mari la momentul primirii, oferind
rezultate rapide si eficiente din punct de vedere al costurilor.

Metode de confirmare si cuantificare: Utilizarea tehnicilor
instrumentale avansate, in special LC-MS/MS si GC-MS/MS.

Aceste metode sunt necesare pentru cuantificarea si validarea
exacta a rezultatelor pozitive obtinute prin screening
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) Metodele instrumentale avansate, in special cele care
combina separarea cromatografica cu detectia spectrometriei
de masa tandem (MS/MS), sunt metodele de referinta pentru
analiza contaminantilor din cereale.

) Acestea ofera sensibilitatea, selectivitatea si
necesare pentru a respecta reglementari stricte.

robustetea
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) Cromatografia lichida cu spectrometrie de masa tandem (LC-
MS/MS) este metoda preferata pentru compusi polari,
termolabili si cu greutate moleculara mare, care sunt dificil
de analizat prin cromatografie gazoasa (GC).

] Aceasta include majoritatea micotoxinelor si multe reziduuri
de pesticide.

Cromatografia in gaze cu spectrometrie de masa tandem (GC-MS/MS)
este metoda ideala pentru compusi volatili, semi-volatili, nepolari si

termostabili:
Pesticide organocorhize si organofosforice

Diversi contaminanti proveniti din procesare (acrilamida, furan)
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2.1. Rationament

(] Legislatia joaca un rol crucial in reducerea contaminarii cerealelor,
stabilind standarde clare si limite maxime permise pentru diversi
contaminanti, de la micotoxine la reziduuri de pesticide.

) Prin impunerea unor reguli stricte privind bune practici agricole, igiena
si monitorizare, legislatia asigura un lant alimentar sigur de la
producator la consumator.

) Fara aceste reglementari, riscul ca cerealele contaminate sa ajunga pe
piata ar creste semnificativ, punand in pericol sanatatea publica si
afectand increderea in alimente.
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2.2. Legislatie nationala si europeana pentru reducerea contaminarii cu cereale

) Siguranta alimentara este o prioritate cheie, iar cerealele si produsele
conexe sunt o componenta fundamentala a dietei umane.

) De aceea exista un cadru legislativ complex, atat la nivel national, cat
si european, conceput pentru a reduce si controla contaminarea
acestor produse.

U

Scopul principal este protejarea sanatatii consumatorilor.

U

Cadru european: o abordare unificata La nivelul Uniunii Europene,
legislatia din domeniu este extinsa si armonizata, asigurand un
standard ridicat de siguranta in toate statele membre.

) Aceasta include o serie de reglementari si directive care vizeaza
diferite tipuri de contaminanti, cum ar fi micotoxinele (toxine produse
de mucegai), reziduurile de pesticide, metalele grele, nitratii si
organismele modificate genetic (OMG).
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] Legislatia europeana stabileste limite maxime permise pentru acesti
poluanti, necesitand monitorizare stricta si controale regulate pe tot
parcursul lantului de productie, de la ferma pana la plato.

) Regulamentul (CE) Nu Regulamentul (CE) nr. 178/2002 a stabilit principiul
trasabilitatii, permitand identificarea rapida a sursei oricarei contaminari.

) Tn plus, Regulamentul (CE) nr. Regulamentul (CE) Nu Regulamentul (CE) nr.
1881/2006 este un exemplu cheie, deoarece defineste limite maxime pentru
anumiti contaminanti din alimente, inclusiv cereale.
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2.3. Legislatie Nationala: Adaptare si Implementare

) Fiecare stat membru al UE, inclusiv Romadnia, transpune si
detaliaza legislatia europeana in propriile acte normative
nationale.

) Aceasta inseamna c3, pe langa reglementarile europene aplicabile
direct, exista si legi si ordine specifice care adapteaza cerintele la
contextul national.

] Autorititile nationale, precum Autoritatea Nationald Sanitari
pentru Medicii Veterinari si Siguranta Alimentara (ANSVSA) din
Romania, sunt responsabile pentru implementarea si aplicarea
acestor reguli.

) Ei efectueazd inspectii, preleveazid probe si efectueazd analize
pentru a se asigura ca cerealele si produsele derivate respecta
standardele de siguranta.
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2.4. Masuri cheie pentru reducerea contaminarii

Legislatia impune o serie de masuri preventive si de control:

Bune Practici Agricole (GAP): Cultivatorii sunt obligati sa aplice
practici care sa minimizeze riscul de contaminare din faza de
productie (de exemplu, rotatia culturilor, gestionarea umiditatii,

utilizarea responsabila a pesticidelor).

Bune Practici de Igiend (GHP): 1n timpul depozitarii,

transportului si procesarii, se impun conditii stricte de igiena
pentru a preveni dezvoltarea mucegaiului si a altor

contaminanti.
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] Sisteme de Management al Sigurantei Alimentare: Operatorii din industria
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alimentara trebuie sa implementeze sisteme bazate pe principiile HACCP

(Analiza Riscurilor si Puncte Critice de Control) pentru a identifica, evalua

si controla riscurile.

(] Monitorizare si testare: Se efectueaza analize regulate ale cerealelor si

produselor conexe pentru a verifica respectarea limitelor maxime permise

pentru contaminanti.

(] Retragerea produselor: Daca limitele sunt depasite sau se identifica un

risc, legislatia impune retragerea imediata a produselor de pe piata pentru

a proteja consumatorii.
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2.5. Initiative si analize pe fundalul conflictului ucrainean

J Conflictul actual din Ucraina a generat disfunctii in comertul global cu produse agricole si a
indus vulnerabilitati semnificative 1in lanturile de aprovizionare cu alimente.
Desi cadrul de reglementare fundamental al Uniunii Europene (UE) privind siguranta
alimentara, transpus in reglementarile de import, ramane valabil pentru toate produsele
plasate pe piata UE, entitatea supranationala a fost nevoita sa implementeze protocoale
specifice si sa gestioneze provocarile complexe generate de fluxurile de cereale de origine
ucraineana, si anume:

) "Coridoare de solidaritate" Si masuri comerciale autonome (CSF)
Ca raspuns la escaladarea invaziei ruse, UE a pus in aplicare "coridoare de solidaritate",
facilitand exportul produselor agricole ucrainene prin rute alternative terestre si fluviale.

) Complementare acestor masuri logistice, au fost infiintate Masuri Autonome de Comert
(MCA). Acestea implica suspendarea unilaterala a tarifelor vamale si a cotelor pentru
produsele agricole importate din Ucraina.

) Obiectivele principale ale acestor interventii sunt de a sprijini rezilienta economica a Ucrainei
si de a contribui la securitatea alimentara globala, prin asigurarea continuitatii fluxurilor
esentiale de produse pe pietele internationale (Sursa: Comisia Europeana; analiza CSIS -
Centrul pentru Studii Strategice si Internationale).
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ingrijorari legate de perturbarea pietei si interdictii unilaterale

) Afluxul semnificativ de cereale din Ucraina, care este esential pentru sustinerea
economiei tarii, a cauzat perturbari considerabile pietelor agricole din statele membre
ale UE vecine, inclusiv Polonia, Ungaria, Slovacia, Bulgaria si Romania.

) Fermierii din aceste tari si-au exprimat protestul, invocand concurenta neloiala si, in
anumite situatii, ingrijorari legate de standardele de calitate, cum ar fi utilizarea
pesticidelor interzise pe teritoriul UE. Ca raspuns la aceste tensiuni, unele state
membre au impus interdictii unilaterale de import.

) Comisia Europeana a criticat initial aceste masuri, considerandu-le o incalcare a
competentei UE in domeniul politicii comerciale comune (Surse: rapoarte CSIS,
Hungary Today).

Masuri preventive exceptionale si temporare

] Pentru a gestiona tensiunile generate si a facilita o solutie de compromis, Uniunea
Europeana a implementat "masuri preventive exceptionale si temporare" in mai 2023.

] Acestia au impus o interdictie restrictiva asupra comertului intern cu anumite produse
agricole ucrainene — grau, porumb, rapita si floarea-soarelui — pe teritoriul "celor cinci
state membre de pe primul lin".
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Evaluarea securitatii alimentare a Ucrainei ca tara candidata
n contextul statutului sdu de tara candidata la Uniunea European3, Comisia
Europeana a realizat o evaluare detaliata a pregatirii Ucrainei de a indeplini
acquis communitaire in diverse sectoare, inclusiv siguranta alimentara.
Rapoartele indica faptul ca Ucraina are un anumit nivel de pregatire in ceea
ce priveste protectia consumatorilor si a sanatatii, avand o lege a sanatatii
publice partial aliniata cu cea a UE. Totusi, evaluarea evidentiaza si aspecte
care trebuie consolidate, cum ar fi:

Capacitatile administrative ale institutiilor de siguranta alimentara
coordonarea si alinierea completa a sistemului oficial de control al
alimentelor si furajelor cu standardele UE.

Laboratoarele ucrainene sunt, in general, bine echipate si acreditate, dar
capacitatea ar putea fi marita. Ucraina este activa in reteaua Sistemului de
Alerta Rapida pentru Alimente si Furaje (SARAF), dar nu este membra
(Surse: evaluari ale Comisiei Europene, raportate de institutii precum
UGA.ua).
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) Cadrul legislativ al Uniunii Europene privind contaminantii cerealelor este
riguros si se aplica universal tuturor importurilor, inclusiv celor din Ucraina.

) Conflictul armat a schimbat semnificativ dinamica comerciald si a impus
adoptarea unor masuri temporare pentru gestionarea fluxurilor de produse
agricole ucrainene.

) Aceste interventii au fost complementare eforturilor continue de a sprijini
Ucraina in alinierea sistemelor sale de siguranta alimentara cu standardele
europene.

Indiferent de contextul geopolitic, principiile fundamentale ale sigurantei
alimentare, inclusiv respectarea nivelurilor maxime permise pentru
contaminanti, raman de o importanta capitala.

EU LEGISLATIVE FRAMEWARK: CEREAL CONTAMIANTS
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2.6. Reglementari legislative privind importul cerealelor in Uniunea Europeana si Romania

(A) Reglementari la nivelul Uniunii Europene:

Legislatia europeana si nationala privind importurile de
cereale in Uniunea Europeana si, implicit, in Romania, este
complexa si cuprinde un spectru larg de reglementari,
vizand atat siguranta alimentara si fitosanitara, cat si
aspectele vamale si de piata.
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Legislatia UE sta la baza importurilor de cereale din tarile non-UE. Principalele zone
reglementate sunt:

Siguranta alimentara si fitosanitara

e Regulamentul (UE) 2017/625 privind controalele oficiale efectuate de autoritatile
competente ale statelor membre pentru a verifica respectarea legislatiei UE privind
alimentele si furajele. Cerealele importate trebuie sa respecte standardele UE de siguranta
alimentara, inclusiv limitele maxime de reziduuri ale pesticidelor, micotoxinelor (de
exemplu, aflatoxine, ochratoxine), metalelor grele si altor contaminanti.

e Regulamentul (UE) 2016/2031 privind masurile de protectie impotriva daunatorilor
plantelor reglementeaza cerintele fitosanitare pentru importul de plante, produse
vegetale si alte obiecte, inclusiv cereale, pentru a preveni introducerea si raspandirea
daunatorilor in UE. Cerealele importate pot necesita certificate fitosanitare din tara de
origine.

e Reguli specifice pentru produse sau origini specifice: Exista reglementari specifice
pentru anumite cereale sau din anumite tari terte, care pot necesita controale sporite la
frontiera (de exemplu, pentru anumite micotoxine).
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2. Organizarea comuna a pietelor in produsele agricole (CMO)

Regulamentul (UE) nr. 1308/2013 stabileste o organizare comuna a pietelor pentru
produsele agricole, inclusiv cerealele. Include prevederi despre:

e Tarife la import: UE aplica taxe vamale la importul cerealelor din tari terte, care pot
varia in functie de tipul cerealelor si de acordurile comerciale ale UE cu acea tara (de
exemplu, cote vamale, scutiri tarifare pentru anumite tari). Baza de date TARIC a UE
ofera informatii detaliate despre tarifele aplicabile.

e Cote tarifare: UE poate deschide cote tarifare (cantitati limitate de produse care pot
fi importate cu tarife reduse sau zero) pentru anumite tipuri de cereale din tari terte.

e Licente de import/export: Pentru anumite categorii de cereale sau, in anumite
circumstante, pot fi necesare licente de import sau export, reglementate de
Regulamentul de Implementare (UE) 2016/1239.
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1. Conformitatea cu cerintele UE: Operatorul economic trebuie sa se asigure ca
cerealele respecta toate standardele UE privind siguranta alimentara, fitosanitarul si
calitatea.

2. Documentatie. Urmatoarele documente sunt necesare:

e Factura comerciala

e Lista de impachetat

o Certificat de origine

e Certificat fitosanitar (daca este cazul) emis de autoritatea competenta a tarii
exportatoare.

e Certificat/analiza de sanatate, atestand conformitatea cu standardele de
siguranta alimentara (de exemplu, continutul de micotoxine).

e Licenta de import (daca este necesara conform GEO 84/2023 sau alte
reglementari specifice).
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3. Evacuarea vamala si controalele la frontiera

Marfurile ajung la un Punct de Inspectie de Frontiera (BIP) aprobat.
Verificarile documentare, de identitate si fizice sunt efectuate de
autoritatile competente (ANSVSA, Autoritatea Vamala Romana).
Se depune declaratia vamala de import.
Se platesc taxele vamale (daca este cazul) si TVA-ul.
4. Lansare pentru libera circulatie

Odata ce controalele au fost finalizate si obligatiile fiscale platite,
cerealele sunt eliberate pentru circulatie libera in UE.
Este esential ca importatorii sa consulte legislatia specifica actualizata si
sa colaboreze cu experti vamali si veterinari pentru a asigura
conformitatea deplina.
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) Tn Romania, limitele maxime ale nivelului de nitrati si nitriti din produsele
horticole sunt reglementate prin Ordinul nr. 293/640/2001-1/2002 privind
conditiile de siguranta si calitate pentru legumele si fructele proaspete
destinate consumului uman emis prin Ordinul MINISTERULUI AGRICULTURII,
ALIMENTATIEI SI SILVICULTURII NR. 293 din 2 august 2001, Ordinul
MINISTERULUI SANATATII S| FAMILIEI nr. 640 din 19 septembrie, 2001, aprobat
de AUTORITATEA NATIONALA PENTRU PROTECTIA CONSUMATORILOR la 3
ianuarie 2002 si publicat in MONITORUL OFICIAL NR. 173 din 13 martie 2002.

) Substantele chimice utilizate in sectorul agricol sunt permise pe baza unui
Certificat semnat de Comisia Interministeriala pentru Certificarea Produselor
Fitosanitare. Un nou CODEX - o lista a produselor certificate de protectie a
plantelor clasifica substantele in patru grupe de toxicitate — conform
prevederilor legale publicate la 5 iunie 2004.

) Noul CODEX (similar cu un registru) al produselor de protectie a plantelor
utilizate in Romania a fost publicat de MAAP. Acest catalog este actualizat la
fiecare 2-3 ani.




SS
U NI,
&)
i

s

>

W\

J b
%]
QQ

A

iR\

S

.UNIY
o
N

RE Cofinantat de Open
O Uniunea Europeana EAT

| Eat to Live or | Live to Eat

%

»

N

LA

. Prin directivele 86/469 si 86/363, Comisia Comunitatii Europene a stabilit
controlul reziduurilor din alimentele de origine animala si vegetala.

) Cele doua directive acopera toate categoriile de reziduuri (pesticide, PCB-uri,
hormoni, metale grele etc.).

] Directiva 83/363 se refera la reziduurile de pesticide si este inclusa si in
Ordinul 825/23.05.1994 pentru aprobarea normelor de igienda privind
alimentele si protectia lor sanitara si completata prin Ordinul 611/3.04.1995.

] Aceste limite au fost revizuite in Ordinul 356/2001 al Ministerului Agriculturii.
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CAPITOLUL 3.

METODOLOGII PENTRU DETECTAREA
CONTAMINARII CEREALELOR SI1 A
PRODUSELOR CONEXE CU PESTICIDE
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3.1. Introducere

 Cerealele si produsele pe baza de cereale reprezinta o componenta
fundamentala a dietei umane la nivel mondial, formand baza securitatii
alimentare pentru miliarde de oameni.

0 Consumul lor larg raspandit, combinat cu practicile agricole intensive
necesare pentru a sustine cererea globala, face ca problema contaminarii cu
pesticide sa fie o preocupare majora pentru sanatatea publica, autoritatile
pentru siguranta alimentara si industria agroalimentara.

O Pesticidele sunt aplicate in mod obisnuit in timpul cultivarii, depozitarii si
manipularii post-recoltare pentru a proteja culturile de daunatori, infestare
fungica si pierderi de randament.

[ Desi aceste substante joaca un rol vital in asigurarea productivitatii
culturilor, reziduurile lor pot persista in produsele alimentare finale. Prin
urmare, cerealele pot contine reziduuri la niveluri care prezinta riscuri
potentiale pentru consumatori, in special in grupurile vulnerabile precum
copiii, femeile insarcinate sau persoanele cu un consum ridicat de cereale.
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(] Cadrele de reglementare la nivel national si international —

precum cele ale Autoritatii Europene pentru Siguranta Alimentelor BN § semun L
(EFSA), Codex Alimentarius si diverse agentii nationale — stabilesc W :
limite maxime pentru reziduuri (MRL) pentru a minimiza riscurile § -wy —‘bv l!ﬂ

pentru sanatate.
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[ Respectarea acestor praguri de reglementare necesita metodologii e
analitice robuste, sensibile si validate, capabile sa detecteze un fl/‘ &
1
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spectru larg de reziduuri de pesticide in diverse matrice de cereale. Rdeined
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(J Complexitatea cerealelor si a produselor derivate (fainuri, paini, 13 o wis B Fescrres | 17 fotnc s 5“"4.
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cereale pentru micul dejun, alimente pentru sugari etc.) creeaza Q N "
provocari analitice legate de efectele matriciale, interferentele co- o e

extrase si prezenta atat a reziduurilor de pesticide polare, cat si a

https://www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/home/fr/
celor nepolare.

O Prin urmare, chimia analiticA moderna trebuie sa se bazeze pe
strategii metodologice care combina pregatirea eficienta a
probelor cu tehnici de detectare de inalta rezolutie.
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3. 2. Conceptul de expozom

Green spaces

U Expozomul, un concept introdus de pr. Christopher Wild, se refera
la totalitatea expunerilor cu care se confrunta un individ de-a
lungul vietii, cuprinzaind nu doar agenti chimici, ci si factori
biologici, fizici, sociali si comportamentali.

Climate
conditions

O Pornind din medicina si epidemiologie, acest cadru urmareste sa
inteleaga mai bine impactul cumulativ al acestor influente diverse
asupra sanatatii.

L Coexistenta a mii de factori de expunere, multi inca slab
caracterizati, face dificila evaluarea interactiunilor si efectelor lor

combinate. Endogenous

compounds
L Cu toate acestea, aceasta complexitate contribuie la cresterea

riscurilor pentru sanatate, inclusiv boli cronice, vulnerabilitate
sporita la infectii si dezechilibre fiziologice asociate cu expuneri

repetate si variate.
microbiota
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Expozomul chimic

Q

Expozomul chimic cuprinde toate substantele chimice
la care o persoana este expusa de-a lungul vietii, fie
prin aer, apa, alimente sau produse de zi cu zi.

Prezenta a mii de compusi diferiti, multi dintre ei inca
slab caracterizati, face dificila evaluarea precisa a
efectelor lor combinate.

Cu toate acestea, aceasta diversitate creste riscurile
pentru sanatate, in special prin contributia la boli
cronice, tulburari endocrine sau efecte toxice subtile
legate de expuneri repetate la doze mici.
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Alergii, boli respiratorii

Tulburari neurologice

Cancere

Tulburari reproductive

Nanoparticule
Produse farmaceutice

Metale grele

Pesticide

Contaminanti industriali

Expunere cronica de la conceptie pana la moarte
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Expozomul chimic alimentar

Obiceiuri
al imentare
variate si
diferite tn
functie de
consumatori

Cancere,
tulburri
neurologice
Si
reproductiv
e, boli
cardiovascu
lare etc.

Rezistenta
la
antibiotice,
alergii

Cancere,
tulburari
neurologice
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Aditivi alimentari,
Conservanti

e

Substante chimice
industriale

Reziduuri de pesticide

Medicamente veterinare -

Microelemente

Toxine naturale
L F Efecte combinate

Si
’ P P@'&' 0’; )

de tip “cocktai

Expunere cronica la alimente la diverse substante chimice

Cancer, alergii,
tulburdri de endocrie

si modificari ale
sistemului reproduc&tor

Simptome neuropsihologice,

cancere si diverse
alte simptome

d

Durata de viata
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Pesticide: echilibrarea sigurantei cu nevoile Nicio substant3 activi intr-un
U Pesticidele sunt substante chimice sau biologice folosite pentru a proteja culturile de organisme daunatoare precum PPP nu poate fi folosita fara
insectele, ciupercile, buruienile sau bacteriile. aprobarea Comisiei Europene

U Utilizarea lor ajuta la cresterea randamentelor agricole si la reducerea pierderilor post-recoltare, dar implica si riscuri pentru
sanatatea umana si mediu, inclusiv toxicitate acuta sau cronica, perturbari endocrine si contaminarea solului si apei.

L Pentru a reduce aceste riscuri, utilizarea lor este strict reglementata atat la nivel european, cat si national, cu limite maxime
de reziduuri stabilite pentru alimente, evaluari riguroase de siguranta necesare si controale privind autorizarea pietei.

Folosit pe scara larga si intensa in agricultura moderna -A—

Agricultura modernd e Protejarea si cresterea recoltelor @ Disponibilitatea hranei Comisia Europeana

$

Evaluarea riscului pentru fiecare
substanta in parte

*%‘r’»
*

efsam

European Food Safety Authority

Acumularea reziduurilor in sol si in partile comestibile ale plantelor

Contaminarea Reglementeaza comercializarea si
produselor ® utilizarea reziduurilor de pesticide Limita maxima de reziduuri
alimentare in alimente si furaje (LMR) pentru fiecare substanta

Latsines
: —

(Regulamentul (CE) nr. individuala (Regulamentul (CE)
1107/2009) nr. 396/2005)
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3.3. Analiza instrumentala

Foarte selectiv

Sensibilitate ridicata

Cuantificare absoluta

Po . L —-17 i
— “odB”
: Identificarea si Trece cu vederea toate
: ' cuantificarea substantele chimice care nu
sunt incluse in metoda

Instrumente g GC-MS/MS substantelor
oficiale pentru (MRM) chimice tintite

controlul
alimentar pericolelor

LC-MS/MS
Nu suficient de exhaustiv pentru
o caracterizare cuprinzatoare a

(MRM)
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3.3.1. Control oficial in Europa

O Tn controlul oficial de rutina al alimentelor, tehnicile cromatografice combinate cu spectrometria de masa cvadrupolari tripl3, LC-
MS/MS (cromatografia lichida) si GC-MS/MS (cromatografia in gaze), sunt utilizate pe scara larga pentru analiza reziduurilor de
pesticide.

J Aceste metode permit detectarea si cuantificarea unei game largi de substante la concentratii foarte mici, cu sensibilitate si
selectivitate ridicate datorita modului MRM (Multiple Reaction Monitoring).

U Totusi, acest mod are unele limitari: monitorizeaza doar tranzitiile predefinite pentru compusi cunoscuti, ceea ce face dificila
detectarea pesticidelor necunoscute sau netintite.

O 1n plus, MRM poate fi afectat de interferente matriciale, necesitind o optimizare atenta a conditiilor de separare si fragmentare, si
ofera o flexibilitate limitata pentru adaugarea de noi analiti in programele de monitorizare consacrate.

O Tn ciuda acestor constrangeri, LC-MS/MS si GC-MS/MS raman piloni ai controlului oficial datoritd robustetei si capacitatii lor de a
gestiona seturi mari si diverse de esantioane.
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3.3.2. O tehnica revolutionara : Spectrometria de Masa de inaltd Rezolutie (HRMS)

Introducerea spectrometriei de masd de inalta rezolutie (HRMS) in sistemul de siguranta alimentara
oferd o completare valoroasa metodelor conventionale LC-MS/MS. Spre deosebire de modul MRM
directionat al LC-MS/MS, HRMS permite o scanare completa exacta a tuturor ionilor prezenti intr-o
probd, permitand detectarea atat a compusilor cunoscuti, cat si a reziduurilor neasteptate sau
emergente. Aceasta capacitate non-directionata este deosebit de utila pentru screening-ul cu spectru
larg al pesticidelor si pentru identificarea noilor contaminanti, metaboliti sau produse de transformare,
Mai mult, rezolutia ridicatdi a masei si acuratetea reduc semnificativ interferentele matricei,
imbundtatind fiabilitatea detectdrii in matrici complexe. Astfel, HRMS completeazd metodele
traditionale LC-MS/MS oferind o flexibilitate si o putere analiticd mai mare, deschizand calea pentru o
monitorizare mai proactiva si cuprinzatoare a alimentelor.

Pompd cu piston (alternativl)  Injectarea probei. Camach ‘(“" . B ' Gaz inent l‘"v"--"-lwtmvi
j / ‘ ®e » \l ai 0 ‘12 I s ar s de v mivan !
-~ ) Detector ; l
. ) Amcﬂcc complcx °° - © > .,F“i,- ) - ‘ ] \
p- .ﬁ. / e 0w ) L4] -§ ! -
ll o /I ] — |
- -g ML s prmursee. | M2 {ianl fragment x ‘: e
< Be. o I 'y :" ~
< £ — v &
Faze mobile £
- bl A0
— [—— !
EE= ol “Y's

Separare cromatografica Detectare prin spectrometrie de masa Analiza datelor
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In LC-HRMS, exista diferite tipuri de analiza. Analiza tintita isi propune sa

detecteze si sa cuantifice analitii pentru care sunt disponibile standarde de

| 1Analiza tintita Standarde de referinta

[}
=
‘4 e .
referinta. Screening-ul suspect permite cautarea compusilor pentru care nu sunt .‘a ? O
disponibile standarde de referinta in laborator, extinzand semnificativ //NH i : I
domeniul de aplicare al monitorizarii. Analiza netintita, pe de alta parte, O¢ "= O o o
ope v v v v . v el O F
este utilizata pe scara larga pentru cautarea markerilor de interes. , Screening B O)(F @ o
3 a)
= = ew 20

. w e 2 | .

(® Analiza netintita Hie N e,
Baza de date interna

ps0.01

Compararea grupurilor

Identificare neechivoca

Vizualizare date

Instrumente chemometrice

: a Y | 2” P 3
5= My ¢
¢ |

OH O

Analiza LC-HRMS (2) Screening suspect

Fara standarde de referinta

i
=
[ MoNA

Amprenta totala a probelor

O
Comparatie statistica pentru a gasi caracteristici si

markeri discriminanti

Baza de date externa sau lista interna de compusi suspectati de [

interes (de exemplu, in legatura cu o L ©
MassBank of North America) Doar adnotari provizorii
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Identification of pesticidesin LC-HRMS

In LC-HRMS, pesticides are usually identified by checking three key elements. First, the instrument
measures the exact mass of each molecule, and this value is compared to the known mass of a
pesticide to see if they match within a very small error margin. Second, each compound appears at a
specific time during the chromatographic separation, called the retention time; matching this time
with that of a reference standard helps confirm its identity. Third, the instrument can break the
molecule into fragments, producing a kind of “fingerprint” spectrum. If the fragments in the sample
look the same as those from the reference pesticide, the identification is considered reliable. When
a feature meets all three criteria, mass error, retention time, and fragmentation, it can be
unequivocally identified and confirmed.

LC-Q/ToF-MS analysis

Sample preparation

Examples : identification of piperonyl butoxide and tebuconazole in spice samples

[
| |
= - @ Piperonyl Butoxide, subrange from 3-526

Criteria & thresholds

=@ Spectrum from Ech_Curcuma_Melange7epi...(50 - 1000) from 11.895 to 11.924 min

el ¥ N " ~ @ Spectrum from Ech_Curcuma_Melange7e...F MS~2 (50 - 1000) from 11.931 min
6 ) O Piperonyl Butoxide, entire range @ C19H3005 +NH4 Precursor: 356.2Da, CE: 40.0 CE=40
L4 OMS/MS triggered at RT = 11.9311 M 0.4 @ Library Spectrum: Piperonyl butoxide (51-03-6) , CE=40£20
. 356.2433 ass error : U. m 100%
* Deltatg + 0.1 min 2o 1,91 5000 o pp ~
Hsc/\/\o/\/ :
4000 2 50% . . o
* Mass error + 5-ppm > Delta t, : 0 min > o 3 Library score : 100%
. 2 z > T
* Libraryscore MS2 > 70% £ £ o ¢} CHs 2 119.08| |
le4 357.2464 g I
1140 1000 356.1584 : 149.00
oot r M 358.3466 " 177.09
100
100 105 110 115 120 125 130 135 140 356.0 3565 3570 3575 3580 3585 3590 3505 100 =0 200 250 300 0
Time, min Mass/Charge, Da Mass/Charge, Da
- @ Tebuconazol (foficur), subrange from 3-535 ‘:Speclrum from Ech_Curcuma_Melange7epi... (50 - 1000) from 9.385 to 9.423 min - .gﬁxz "3%? ;g.%ggggégejiongek TOF MS"2 (50 - 1000) from 9.428 min
i i C16H22CIN30 +H ! =
8;%;’:?,;;',‘,%";‘:332’:5;? " @ Library Sp T [Smar (107534-96-3) , CE=40:20
308.1523 MMass error : 0.2 ppm 100%
b.41 000 70.0395
25000 ~ 137.0583
: “ i s  50% 308.1508
20000 Delta ty : 0.01 min > 3000 ", z -1
2> £ = 122.0355I .151'0334 186.1848 290.2907 |
£ 15000 £ a CHs > 0% - P pout .
= £ 2000 N 2
= 1o —n  310.3494 g
1000 309.1552 : -50%
5000 9.53 i . o,
! K A 311.1530 Library score : 98.9%
0 = o -100%"
8 9 10 KL 12 13 3080 3085 3090 3095 3100 3105 3110

Mass/Charge, Da

100 150 200

Mass/Charge, Da

250
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3.3.3. Pregatirea probelor. Metode de extractie si purificare in alimente

Metoda QuUEChERS

« ,Rapid3, Usoar3, leftin3, Eficienttd, Robust3 si Sigury”
e INntrodusa de Anastassiades et al.., 2003
e Cea mai utilizata si metoda de prima alegere pentru pregatirea probelor in analiza si controlul

reziduurilor de pesticide din alimente

Ap3a ultrapura ) Acetonitrii MgSO, / NaCIQ

S ‘' =y
Hidratare | ‘ g (¥ff it = ::\ g J}é_ Separarea fazelor:

4

dl

( Faza apoasa

Tl

L —— ] eee—— | = % = | E_g
= = © o = Supernatant
O & @ @/ (contine substante)
de interest)
10 g de proba Adaugare de Agitare si Centrifugare
omogenizata Acetonitril centrifugare

Avantajele metodei QUEChERS ‘

Rapida, simpla si ecologica

Eficient3 pentru analiza “multireziduuri”

Qeng e pesdt]

Eficient3 pentru analiza si cuantificarea
analitilor cu polaritate medie si nepolari

<L

| mi
-
)
=,
g
LO ]

o s ot

LC-MS/MS sau GC—-MSMS mod MRM

x Mai putin eficienta pentru pesticide foarte polare
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3.4. Cuantificarea pentru determinarea contaminantilor chimici (pesticide)

I=I,+kxm o I=1,+kxC calibrarea functiei

K, coeficientul de raspuns sau SENSIBILITATEA (ce va fi determinat prin calibrare)
|, intensitatea analitului

lo, intensitatea medie a semnalului analitic gol

C, concentratia analitului

Metoda de calibrare externa

] Aceasta este cea mai comuna metoda de cuantificare: consta in masurarea
intensitatii mai multor solutii (cel putin cinci) care contin cantitati cunoscute si in
crestere ale elementului ce urmeaza a fi cuantificat (solutii standard).

) Curba de calibrare I.t = f(C.t) este apoi reprezentata grafic (I = intensitatea
semnalului analitic), unde It este intensitatea semnalului corectata pentru golul
analitic.

] Intensitatea solutiei necunoscute (l,) este apoi masurata, iar concentratia C, este
calculata folosind coeficientii de regresie liniara (a si b) (Ix trebuie corectat si pentru
spatiul analitic).
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Pasul I: Calibrarea (analiza solutiilor standard) si determinarea parametrilor functiei de calibrare

Martor (Blank) Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4 Standard 5
C_standard
(r;g.L‘1) 0 Cet1 Cetz Cet3 Cet4 Cets
Intensitatea
semnalului (1) lo let; leta lets leta lets
Pasul Il: Analiza solutiei necunoscute (X)
Proba X, X, X3 X,
Intensitate I, I, |2 |
IXi —a+bxX Cxi
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CAPITOLUL 4.

METODOLOGII PENTRU DETECTAREA
CONTAMINARII CEREALELOR $SI1 A
PRODUSELOR CONEXE CU METALE GRELE
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4.1. Introducere

J Oligoelementele sunt elemente chimice prezente intr-un anumit material la

concentratii medii sub 100 pg/g (ppm). Cand nivelurile lor scad sub 1 ppm, sunt
adesea denumite ultra-oligoelemente.

 Elementele trace pot fi impartite in doua categorii mari:

* Elemente esentiale (micronutrienti): Necesare in cantitati mici pentru procesele
biochimice si fiziologice.

* Elemente potential toxice: Daunatoare chiar si la concentratii mici sau cand sunt
prezente in exces.

L Istoric, oligoelementele toxice erau grupate sub denumirea de "metale grele", o
denumire bazata pe densitatea lor relativ ridicata comparativ cu apa. Aceasta
terminologie a fost inselatoare, deoarece toxicitatea nu este direct legata de
greutatea sau densitatea atomica.

3 Tn consecinta, termenul a fost inlocuit cu elemente potential toxice (PTTE), care
reflecta mai corect semnificatia lor asupra mediului si sanatatii.

+ Oligoelemente (optim) ++ Oligoelemente (exces)

https://www.frontiersin.org/journals/plant-
science/articles/10.3389/fpls.2024.1377964/full
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) Dintre PTTE, arsenicul (As), mercurul (Hg), plumbul (Pb) si cadmiul (Cd) sunt deosebit de ingrijoratoare datorita
toxicitatii ridicate, persistentei si capacitatii de a se bioacumula in ecosisteme.

@ Tn schimb, mai multe oligo-metale sunt micronutrienti esentiali pentru organismele vii, inclusiv iod (1), zinc (Zn),
seleniu (Se), fier (Fe), cupru (Cu), crom (Cr), molibden (Mo), mangan (Mn), cobalt (Co), arsenic (As, in cantitati
urme), nichel (Ni) si vanadiu (V).

] Aceste elemente joaca roluri esentiale in functia enzimelor, reglarea hormonilor, transportul oxigenului si
apararea antioxidanta. Totusi, distinctia dintre esential si toxic depinde de concentratie:

* La niveluri optime, oligo-metalele esentiale sustin functiile fiziologice vitale.
* La niveluri ridicate, pot deveni toxice, ducand la stres oxidativ, leziuni ale organelor sau perturbari metabolice (de
exemplu, supraincarcare de fier, neurotoxicitate a manganului)
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Oligoelementele sunt prezente la concentratii extrem de
scazute in sistemele naturale si biologice, insa joaca un rol
crucial atat in sanatate, cat si in calitatea mediului.

Deoarece nivelurile lor se situeaza adesea in intervalul ppm
(parti pe milion) sau chiar ppb (parti pe miliard),
cuantificarea lor necesita metode analitice extrem de
sensibile.

Metodele chimice traditionale, cum ar fi cele bazate pe
tehnici titrimetrice, gravimetrie sau spectrofotometrie, nu
sunt suficiente la aceste scari, astfel ca chimia analitica
moderna se bazeaza pe tehnici spectrometrice si nucleare
avansate.

Aceste metode permit oamenilor de stiinta sa masoare cu
precizie oligoelementele, sa distinga intre speciile esentiale si
cele toxice si sa asigure monitorizarea fiabila a probelor de
hrana, apa, sol si biologice.
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/$2666831924000559
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4.2. Tehnici principale si caracteristicile lor principale pentru determinarea oligoelementelor in
cereale

Spectroscopia de Absorbtie Atomica (AAS)

(] Spectroscopie de emisie optica cu plasma cuplata inductiv (ICP-OES)
(J Fluorescenta razelor X (XRF)

(d Analiza activarii neutronilor (NAA)
(J Spectrometria de masa a plasmei cuplate inductiv (ICP-MS)

Pentru simplitate, cele mai utilizate tehnici precum ICP-MS, ICP-OES si AAS vor fi discutate aici. Dintre aceste tehnici, ICP-MS
este folosit in principal in prezent si, prin urmare, aceasta tehnica va fi principalul subiect al paragrafelor urmatoare.




AN AS STO

> ZWNMI,
<

Cofinantat de @ Open Slsmmay 2
Uniunea Europeana EAT > R =

g ks

| Eat to Live or | Live to Eat Opp ANTS™

4.2.1. Spectroscopia de Absorbtie Atomica (AAS)

Principiu
Exista doua tipuri de AAS, in functie de principiul sursei de atmactiune, si anume (i) AAS cu flacara si (ii) AAS de cuptor de grafit.

(A) AAS cu flacara este una dintre cele mai utilizate tehnici pentru determinarea

metalelor trace in solutie. In aceastd metod3, proba este aspiratad intr-o flaciri (de - “a"fe - amplifier
obicei aer—acetilena sau oxid de azot—acetilena), unde solventul se evapora, iar ‘Y:"“,» r |
atomii analitului sunt atomizati termic. Un fascicul de lumind de la o lampd cu {}== =>_'=‘="‘=*> o i
catod gol, specific elementului de interes, trece prin flacara. adleg moncctomator

Atomii din starea fundamentala absorb aceasta radiatie la lungimi de unda _Zﬁféﬁf‘jggas

caracteristice, iar cantitatea de lumina absorbita este proportionala cu concentratia o

elementului in proba. db PRI
Avantaje:

Simplu, relativ ieftin, bun pentru analiza de rutina cu un singur element. RN S———

Limitari: sample solution

- Este mai putin sensibil (de obicei ppm la niveluri scazute de ppb) decat AAS sau

|CP-|V|.S.d!\n cu.pto.rul de grafit .. (https://www.priyamstudycentre.com/2021/11/atomic-
-Potrivit in principal pentru elemente prezente la concentratii moderate. absorption-spectroscopy.html)



https://www.priyamstudycentre.com/2021/11/atomic-absorption-spectroscopy.html
https://www.priyamstudycentre.com/2021/11/atomic-absorption-spectroscopy.html
https://www.priyamstudycentre.com/2021/11/atomic-absorption-spectroscopy.html
https://www.priyamstudycentre.com/2021/11/atomic-absorption-spectroscopy.html
https://www.priyamstudycentre.com/2021/11/atomic-absorption-spectroscopy.html
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(B) Cuptor de grafit AAS (GF AAS) - in acest caz, o mica alicota de proba este introdusa intr-un tub de grafit (cuptor).
Proba este supusa unei secvente programate de uscare, cenusa si atomizare la temperaturi ridicate.
Atomii liberi formati in cuptor absorb lumina de la o lampa cu catod gol specifica elementului, iar absorbtia este proportionala cu
concentratia de analit.

Avantaje
* Sensibilitate foarte ridicata, cu limite de detectie in intervalul pg—ng/L.

* Necesita volume foarte mici de probe (5-20 pL).

* Fara nebulizare - eficienta ridicata de introducere a probelor.

* Poate gestiona matrici complexe cu programe de temperatura optimizate.

* Foarte potrivit pentru analiza elementelor trace in apa, alimente, probe de mediu sau biologice.

e Limitari

* Tehnica cu un singur element (un element masurat odata).

* Analiza mai lenta comparativ cu ICP-OES sau ICP-MS.

* Susceptibile la interferente matriciale - necesita adesea modificatori chimici.
 Contaminarea si uzura tuburilor de grafit necesita intretinere si inlocuire periodica.
 Are 0 gama dinamica mai mica decat tehnicile bazate pe ICP.
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4.2.2. Plasma cuplata inductiv - Spectroscopie de emisie optica (ICP-OES)

Principiu

ICP-OES se bazeaza pe excitarea atomilor si ionilor intr-o plasma foarte fierbinte (= 6.000—-10.000 K) (ICP). Plasma este
generata printr-un flux de gaz argon sustinut de un camp de radiofrecventa. Cand solutia probei este nebulizata si
introdusa in plasma, temperatura ridicata cauzeaza atomizarea si excitarea elementelor. Pe masura ce acesti atomi si
ioni revin la stari de energie mai joase, ei emit lumina la lungimi de unda caracteristice. Un spectrometru separa si
masoara aceasta lumina emisa, iar intensitatea este proportionala cu concentratia fiecarui element.

Avantaje
 (Capacitate multi-element: Poate masura zeci de elemente simultan.

* Interval dinamic larg: Potrivit pentru concentratii de la ug/L (ppb) pana la mg/L (ppm).
 Robustete: Gestioneaza matrici complexe (digeratii din sol, efluenti industriali, probe biologice).
e Viteza: Analiza rapida comparativ cu tehnici cu un singur element precum AAS.

* Limitari

* ICP-OES este sensibil, dar limitele sale de detectie nu sunt la fel de mici ca cele ale ICP-MS, in special pentru
metalele de nivel de urme (intervalul ng/L—ug/L).

* Nu este ideal pentru analiza ultra-trace

* Matricile complexe (de exemplu, probe biologice) pot produce multe linii de emisie care se suprapun partial cu
semnalul analitului.
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4.2.3. Plasma Cuplata Inductiv - Spectrometrie de Masa (ICP-MS)

—> Analiza de catre ICP-MS fincepe cu introducerea/transportul probei
catre nebulizator prin intermediul unei pompe peristaltice. Proba este
nebulizata si transformata intr-un aerosol fin de catre nebulizator.

— Aerosolul este apoi transportat in centrul ICP-ului printr-o torta cu
plasma, de obicei formata din trei tuburi concentrice de cuart. Aceasta
torta este pozitionata intr-o bobina inductiva care genereaza campuri
magnetice de frecventa radio (RF) ce creeaza si sustine plasma.

— La temperaturi ridicate (6000 — 8000 K), plasma atomizeaza si ionizeaza
analitul, producand (in mare parte) cationi incarcati individual.

= lonii sunt ulterior extrasi prin regiunea interfetei si directionati catre
optica ionica, un set de lentile electrostatice care focalizeaza si
ghideaza ionii.

https://www.nature.com/articles/milemassspec10
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ICP-MS are sapte compartimente de baza: sistemul de
introducere a probelor (nebulizator, camera de pulverizare), o
torta, ICP, interfata conului (esantionator si skimmer), optica
ionica, analizorul de masa si detectorul.

Sursa standard de ionizare gasita in toate instrumentele
comerciale ICP-MS este un ICP bazat pe Ar. Aceasta plasma este
creata folosind campuri magnetice de frecventa radio (RF)
generate de o bobina infasurata in jurul unei torte de cuart.

Tortele standard gasite in echipamentele comerciale sunt de
obicei bazate pe designul Fassel, caracterizat prin trei tuburi
concentrice de cuart.

Tn acest design, tubul exterior contine gazul de plasma, tubul
intermediar transporta gazul auxiliar, iar tubul central (numit
tub injector) este pentru gazul purtator.

Ar este adesea folosit ca gaz de operare pentru toate cele trei
fluxuri de gaze.
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Diagrama schematica care arata partea principala descrisa
mai sus este prezentata in figura de mai sus.
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(J Regiunea de interfata este formata din doua conuri:
samplerul si skimmerul. Conde
prelevare Inel de ﬁxa_re
(J Aceste conuri extrag ionii din plasma, o pompa Soy, (el
primara mentinand un vid de aproximativ 101 Pa \

intre ei.

3 Tn spatele conului de esantionare, se formeazi un
jet supersonic care trece prin conul skimmerului
inainte de a intra in optica ionica, care concentreaza Skoamer  Bazs
. . e e A . o o . Inel de Skimmer Carcasa interfata
fasciculul de ioni si 1l ghideaza catre analizorul de fixare al conului récits cu apa
masa cvadrupolar, care proceseaza in continuare
fasciculul de ioni.

O Cel mai comun analizator MAS in ICP-MS sunt Componentele de interfata ale unui ICP-MS.

cvadrupolele.
https://www.agilent.com/cs/library/flyers/public/flyer-interface-cones-icp-ms-5994-4695EN-
agilent.pdf?srsltid=AfmBOooVwnfd4r670r0-H7MOQj11qAcjqQlfaixHVI5cnoQmYrVszjBTD
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Analizorul de masa cvadrupol actioneaza ca un filtru de masa3,
constand din patru tije circulare supuse atat unei tensiuni de
curent continuu, cat si de una de frecventa radio. Aceasta
configuratie separa ionii in functie de raportul lor de masa (m/z).

lonii selectati sunt apoi directionati catre detector, un
multiplicator de electroni, care cuantifica ionii. Un vid ridicat,
mentinut de pompe turbomoleculare, este esential pentru ca
analizorul si detectorul sa functioneze eficient.

lonii formati in ICP sunt extrem de reactivi si se pot combina cu
alti ioni, ducand la crearea unor specii poliatomice care
contribuie la interferente.

De exemplu, prezenta clorului (Cl) sau a carbonului (C) poate
interactiona cu gazul purtator argon (Ar), producand specii
poliatomice precum?°Ar33Cl si 40Ar12C.

Aceste specii interfereaza cu masurarea precisa a elementelor
precum arsenicul(’>As) si crom (°2Cr) prin suprapunerea cu
semnalele lor.

/S (23]
hld SR JCE
5 010 oY
ANsSes sy

ASAS S7
‘3;-‘ (TN

loni cu o
traiectorie instabila traiectorie stabila

loni cu o

(nedetectati) (detectati)

. ~ et g
‘ 1 & Area eficienta
. /

SO

Bete quadrupol

Bete quadrupol

https://www.spectro.com/inductively-coupled-plasma-mass-spectrometry-icp-ms-principle
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(J Pentru a aborda interferentele poliatomice,
abordarile mai avansate includ utilizarea celulelor
de coliziune, care sunt acum standard in toate R ioate | oot

masele cu

Respinge toate mase
cu exceptiam/z

sistemele moderne ICP-MS. exceptiam/z | reactie R | alionuluide prdus

tinta (de ex., VI,

(J Celulele de -coliziune/reactie functioneaza pe
baza discriminarii energiei cinetice (KED). Tn
aceasta tehnica, un gaz de coliziune (cum ar fi He,
H2 sau Xe) sau un gaz de reactie (cum ar fi 02,
NH3, CH4, H2) este introdus intr-o celula
presurizata.

| lon de
T produs

[ ﬂ = I;J (de ex, “AR"

1° Cvadrupol (Q1) Celula de reactie 2° Cvadrupol (Q2)

)(A# + y|+
2x1/2*

[ Gazul de coliziune interactioneaza atat cu speciile
poliatomice interferente, cat si cu analitul tinta.
Datorita dimensiunii lor mai mari, speciile
interferente vor pierde energie cinetica mai usor
decat analitele tinté, permiténd separarea ionilor https://www.ams.ugent.be/tandem-icp-mass-spectrometry-icp-msms
analitului de ionii interferenti inainte de
detectarea de catre analizorul de masa.

Reprezentare schematicd a principiului de functionare al tandemului ICP-MS/MS



https://www.ams.ugent.be/tandem-icp-mass-spectrometry-icp-msms
https://www.ams.ugent.be/tandem-icp-mass-spectrometry-icp-msms
https://www.ams.ugent.be/tandem-icp-mass-spectrometry-icp-msms
https://www.ams.ugent.be/tandem-icp-mass-spectrometry-icp-msms
https://www.ams.ugent.be/tandem-icp-mass-spectrometry-icp-msms
https://www.ams.ugent.be/tandem-icp-mass-spectrometry-icp-msms
https://www.ams.ugent.be/tandem-icp-mass-spectrometry-icp-msms
https://www.ams.ugent.be/tandem-icp-mass-spectrometry-icp-msms
https://www.ams.ugent.be/tandem-icp-mass-spectrometry-icp-msms
https://www.ams.ugent.be/tandem-icp-mass-spectrometry-icp-msms
https://www.ams.ugent.be/tandem-icp-mass-spectrometry-icp-msms
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75AS+
4WOAr35C|+

75AS+
WCEa2Clr | 150N g2+
150N d2+ 150G M2+

1SOSm2+ 3
Q1 Celula de reactie Q2

Ghid de ioni m/z =75

U Alternativ, cdnd un gaz de reactie este introdus,
acesta poate reactiona fie cu analitul tint3, fie cu
specia care interfereazi. in primul caz, analitul
tinta formeaza o specie noua, lipsita de
interferente si detectabila.

75As+
40Ar35cl+ —
“Ca*Clr E=———f e

150N d2+ - B B
150§ M2+

75 As160O*
) 91Zr*

Q1 Banda de trecere pentru ioni Q2
m/z =75 m/z =91

7SAst

AW0Ar35C|+

40Ca35C|+
150N d2+

O in cele din urma, speciile interferente sunt
convertite in forme nesuprapuse, asigurandu-se
ca nu interfereaza cu analitul de interes. Aceste

75As160O*

150Sm2+ Q1 Celula de reactie Q2
doua procese sporesc semnificativ acuratetea i =
cuantificarii elementelor. O:
7SAS+ ) ! \rl '
AL —, ey —= TSASI60"
Exemplu de valoare addugatd a modului de selectie dubld a Nl =————a— 2 —.
. " ~ . . 150Nd2+
masei (MS/MS) pentru determinarea As in matricile 150Gm2+ T -
m/z =75 m/z =91

complexe.

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S000326701501065X
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Raza de ioni
O Maiori _ 3 1// Dioda de
ajoritatea sistemelor ICP-MS se bazeaza pe un detector cu .
multiplicator de electroni (EM) pentru a cuantifica semnalele de ( ; conversie
ioni. Un EM este alcatuit dintr-o succesiune de placi incarcate p §
numite dynode. % /\

’ ’§i Electroni

secundari

J Cand un ion loveste primul dinanod, el genereaza mai multi
electroni care sunt accelerati spre urmatorul dinanod, unde sunt
eliberati electroni suplimentari.

[ Aceasta cascada continua pe intregul lant dinanod, amplificand
progresiv semnalul pana cand devine suficient de puternic pentru
ca electronica de numarare sa-l inregistreze ca eveniment ionic. Semnal de iesire

R )

Schema de baza a unui multiplicator de
electroni.

https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/industrial/spectroscopy-elemental-isotope-
analysis/spectroscopy-elemental-isotope-analysis-learning-center/trace-elemental-analysis-
tea-information/inductively-coupled-plasma-mass-spectrometry-icp-ms-information/icp-ms-
systems-technologies.html
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4.3. Pregatirea probei pentru determinarea
elementelor trace

O Pentru determinarea elementelor trace, probele solide trebuie digerate pentru a fi compatibile cu tehnicile bazate
pe spectrometrie atomica. O descriere a principalelor tehnici pentru dizolvarea probelor este oferita mai jos.

J Este demn de mentionat ca aceasta etapa intr-o metoda de analiza chimica este predispusa sa introduca cea mai
mare sursa de incertitudine (vezi mai jos).

Pregatirea probei

Eroare umana

Analyti(:al Problem& a echiparrTentqui
Methods RSCPublishing eilyns

Problema de raportare

AMC TECHNICAL BRIEFS View Article Online SRSk

P Selectarea metodei
Problema legatd de materialul de test
What causes most errors in chemical analysis? Transport si depozitare

. . Prelevare primara
Cite this: Anal Methods, 2013, 5,291 Analytical Methods Committee, AMCTB No 56

Mediul de laborator

Problema a furnizorului de teste -
de competenta (PT)

Trasabilitatea probei
Alta categorie de probleme

T T T T 1
20 20 30 40 40

it

a
o

Numaér de cazuri raportate
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4.3.1. Tehnici clasice de dizolvare

Acizi puternici (HNOj3, HCI, H,SO4, HCIO,)
sau
Acizi puternici + oxidanti (H,0,)

Plita fierbinte Bomba digestiva
(incalzire cu sistem (incalzire cu sistem
inchis
deschis) )
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4.3.2. Tehnici moderne de dizolvare

(A) Digestie asistata prin ultrasunete /—1

(' Aceasta tehnica foloseste o sursa de energie sub forma undelor acustice in gama | =
ultrasonica (> 20 kHz) pentru a amplifica agitatia probei.

(J Doua tipuri diferite de sisteme cu ultrasunete sunt disponibile in prezent pentru

utilizare in laborator, si anume baile ultrasonice si sondele ultrasonice (vezi mai
jos).

- S
i ¢
ML TS - l
- 'mu

m“m Acizi puternici (HNOs, HCl, H,SO,,
HCIO,)
sau

Acizi puternici + oxidanti (H,0,)

] . . Sonda ultrasonica
Baie ultrasonica




PR Cofinantat de Open
O Uniunea Europeana EAT

| Eat to Live or | Live to Eat

(B) Digestie asistata cu bloc de incalzire

[ Acest tip de sisteme de digestie este, in general, proiectat si fabricat cu -

tehnologie cu blocuri de grafit pentru a oferi performante superioare in ‘\ DigiPREP MS
medii de laborator aspre.

(' Toate au o constructie nemetalica, cu o carcasa rezistenta la coroziune \-‘ |
si un bloc de grafit acoperit de protectie. Aceasta elimina contaminarea
probelor din instrument, rezista atacurilor corozive agresive, asigurand
longevitatea sistemului.

Tip bloc de incalzire DigiPrep

(] Sistemele de bloc de incalzire pot functiona fie cu un controler simplu . .
de tastatura, fie cu un controler cu ecran tactil color multi-metoda. Acizi puternici (HNOs, HCl, H,S0,,

HCIO,)
sau
Acizi puternici + oxidanti (H,0,)

O imagine a blocului de incalzire pentru digestia mostrelor de digeratie a brandului DigiPrep este prezentata in figura din dreapta.
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(C) Digestie asistata prin microunde

(] Energia de microunde este o forma neionizanta de radiatie
electromagnetica (300 MHz pana la 300 GHz) care induce
miscare moleculara prin migrarea ionilor si rotatia dipolului,
dar in mod normal nu provoaca modificari ale structurii

moleculare. Sample-solvent
mixture

Sample-solvent mixture
(absorbs microwave energy)

(] Digestia acida asistata prin microunde (vase inchise) este o Convection

Localized
. ~ b b . t. .
tehnica larg adoptatd de pregitire a probelor pentru SIS superheating
determinarea elementelor trace si ultra-trace de catre ICP-MS. <l -
L
' Permite mineralizarea rapida a matricelor alimentare complexe o LY
. . ge v . . e gs . Conductive/ Vessel wall
sub presiune ridicata si temperaturi ridicate, folosind HNO; et : ¢ (transparent to
’ i Temperature on the outside P R ichoy e eneray]
. n . . . . . . gy
concentrat singur sau in combinatie cu agenti oxidanti sau de surface is in excess 2
. . f the boiling point of solvent
descompunere a matricei (de exemplu,H,0,, HCI, HF/H3;BO3). °
P ( PIU, 202, » HF/H3BOs) a : Conventional heating b: Microwave heating

(] Proba este amestecata direct cu reactivele digestive din vasul
digestiv, care poate fi format din Teflon (in majoritatea

) Reprezentare schematicad a diferentei dintre incalzirea
cazurilor) sau cuart. conventionald si cea cu microunde.
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E up bz __3
e Acizi puternici (HNOs, HCl, H2S0O,,
| ' HCIO,)
sau

Acizi puternici + oxidanti (H.0,)
N

Cuptor cu microunde conventional (cu recipiente din Teflon)

(https://www.chemeurope.com/en/products/1128777/microwave-digestion-system-ethos.html)

Sistem de microunde de tip "autoclave"
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4.4. EXEMPLU: Pregatirea probei si determinarea ICP-MS a elementelor trace pe baza metodei de referinta multielementala
ANSES

(J Laboratorul de Elemente Trace si Nanomateriale (TEN) al ANSES a publicat recent o metoda multi-element pentru
determinarea oligoelementelor intr-un panou mare de probe de alimente (inclusiv cereale), bazata pe masurarea ICP-MS si
digestia acida cu microunde inchisa.

(1 Este demn de mentionat ca metoda este de asemenea acreditata de COFRAC (organismul francez de acreditare).

(1 Principalele viitoruri ale acestor metode, perfect compatibile cu proiectul actual, sunt prezentate pe scurt mai jos.

Pregatirea probei pentru analiza

In toate etapele, este esential si se mentinid nivelurile de contaminare cit mai scizute posibil (decontaminarea sticlei si a
altor materiale aflate in contact cu probele/standardele, bune practici de laborator).

Esantionare

Esantionarea probei trebuie adaptata in functie de sistemul de digestie (capacitatea recipientului si cresterea potentiala a
presiunii electrice). Este esential sa urmati instructiunile furnizate de producatorul sistemului folosit pentru digestia

probelor.
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Adaugarea de acid (pentru digestia probelor)

o Volumul de solutie acida necesar pentru dizolvarea (digestia) probei depinde de sistemul folosit
si de natura probei. HNOs; este folosit in general (~3,0 mL). Utilizarea unei cantitati mici de
amestec HNOs/H,0, (0,5-1,0 mL) este, de asemenea, posibila pentru a creste capacitatea
oxidativa a digestiei si a limita formarea oxizilor de azot.

0 Adaugarea unei solutii de HCl este de asemenea posibila, deoarece favorizeaza dizolvarea
anumitor compusi, cum ar fi clorurile de plumb, si minimizeaza adsorbtia unor elemente pe
peretii vaselor de digestie sau in timpul transferului solutiilor mineralizate.

o 1In toate cazurile, programul de digestie trebuie adaptat conform recomandarilor producitorului
sistemului de digestie folosit.

+* Dupa adaugarea de acid (sau amestec de reactivi), roteste usor vasul de digestie pentru a evita ca
aglomeratele de proba sa se lipeasca de pereti inainte de a inchide vasul.

%+ Asteptati aproximativ 30 de minute la temperatura camerei pentru a permite un pas pre-digestie
(recomandat in cazul sistemelor de mineralizare cu microunde) inainte de a incepe programul de
digestie.

+* Pasul pre-digestie poate dura cateva ore sau chiar peste noapte, in functie de tipul probei si de
sistemul de digestie folosit (nu este necesar daca digestia se face cu un bloc de incalzire deschis).

https://lab-training.com/how-to-safely-
carry-out-laboratory-digestions/
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Digestie:

a

Continuati digestia probei, adaugand apa ultrapura daca este necesar,
folosind sistemul de digestie ales.

Starea finala a digestiei probei depinde de temperatura digestiei — cu cat
temperatura este mai mare, cu atat calitatea solutiei mineralizate este
mai buna.

Solutia obtinuta dupa digestie trebuie sa fie limpede, fara particule
suspendate si sa aiba un volum echivalent cu cel de dinaintea digestiei.

Esantionarea, volumele solutiei digestive si duratele incalzirii trebuie
adaptate in functie de tipul echipamentului utilizat, urmand
recomandarile producatorului.

Lasa vasul de digestie sa se raceasca la temperatura camerei si clateste-|
(inclusiv capacul) cu apa ultrapura. Apoi transferati solutia intr-o sticla
volumetrica de 50 mL sau intr-un tub de polipropilena de 50 mL. Adaugati
100 pL de solutie standard interna si completati volumul cu apa
ultrapura.

0
%%
% -

P[ AN\"'

—s
=
==}




A AS STO

SEMINE

* - N (&)

R Cofinantat de @ Open 532'/'}3(-3

Uniunea Europeana EAT 3’)"’,‘,”?‘{’05
| Eat to Live or | Live to Eat s @OPL AN\\‘F\’J

Note:

(i) Solutiile pot fi filtrate folosind filtre cu seringa, daca este necesar (mai ales cand se
foloseste un sistem cu bloc de incilzire pentru digestie); in acest caz, specifica tipul de
filtre folosite (dimensiunea porilor si compozitia chimica). Se pot folosi seringi de 20 mL
cu filtre PVDF de 0,45 um (Millex sau echivalent), sau DigiFILTER 0,45 um PTFE (SCP
SCIENCES sau echivalent).

(ii) Toate solutiile ce urmeaza a fi analizate (inclusiv blank-urile si standardele) trebuie
sa contina standarde interne la aceeasi concentrare. Solutia standard interna poate fi
adaugata si online folosind o pompa peristaltica.

(iii) Pentru a asigura validitatea (acuratetea) rezultatelor analitice, este necesar sa se
analizeze simultan materialele de referinta (RM) cu continut cunoscut de analiti in
aceleasi conditii. Tn absenta RM-urilor, acuratetea este verificatd prin analizarea
probelor cu spike-uri la niveluri de concentratie cunoscute. De asemenea, trebuie
efectuate teste in blank pentru a asigura absenta contaminarii. Pozitia probei
RM/spiked in sistemul de digestie trebuie alternata pentru a testa eficienta pe toate
pozitiile.

https://www.flaticon.com/free-icon/notebook_7063317
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Programe de digestie pentru doua sisteme de digestie cu
microunde (Anton Paar Multiwave PRO si Multiwave 7000).

Multiwave Pro

Pas Putere (W) Timp (min)
1 800 1

2 800 - 1300 3

3 1300 35

4%* 0 -

* racire
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Controlul intern al calitatii

 Se folosesc mai multe controale interne de calitate (IQC) si
criterii asociate pentru a asigura fiabilitatea rezultatelor.
Fiecare rulare include o calibrare standard, mai multe
materiale de referinta certificate (CRM-uri) si diferite solutii de
proba cu tepi.

O Criteriile de set sunt, in general, urmatoarele.:

calibrare (r2 > 0,995), spatii goale (valori < limita de cuantificare
(LOQ)), standarde interne (valori la 70 si 130% fata de valoarea
tinta), standarde midrange (valori la 80 si 120% din valoarea
tinta), solutii standard cu varfuri (recuperare a varfurilor la 70 si
130% din valoarea standard teoretica crescuta), CRM-uri (Z-score
< t+ 2) si duplicate (acceptabil daca deviatia standard relativa (RSD)
< 20% cand valoarea medie 25 x LOQ sau RSD < 40% cand valoarea
medie 2 LOQ si < 5 x LOQ).

Cand criteriile de acceptare nu sunt indeplinite, rezultatele sunt
eliminate si probele sunt reanalizate.

https://www.educatinguk.com/what-is-internal-quality-assurance/

Detalii complete despre metoda pot fi gasite la

thttps://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S08891575250
15273?via%3Dihub
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CAPITOLUL 5.

MASURA PENTRU DETECTAREA CONTAMINARII
CEREALELOR $1 A PRODUSELOR INRUDITE CU
COMPUSI DE AZOT
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Detectarea contaminarii cu compusi de azot din cereale si produse conexe este
esentiala pentru siguranta alimentara si controlul calitatii. Razboiul din Ucraina a
creat noi surse de contaminare care depasesc monitorizarea traditionala. Pentru a
aborda aceste riscuri, trebuie sa implementam metode actualizate de detectie,
axate pe reziduurile explozive si schimbarile chimice legate de conflicteRelevant

Forme de azot in cereale si produse conexe:

e Azot total/proteina bruta: Azot legat de proteine (majoritate) si rolul sau.

e Azot non-proteic (NPN): -Adulteranti: uree, melamina si acid cianuric. Acestia
sunt compusi bogati in azot adaugati uneori in cereale sau faina pentru a le face
sa para ca au niveluri mai ridicate de proteine decat au in realitate. - Metaboliti
naturali: aminoacizi liberi, acizi nucleici (ADN/ARN), amoniac si peptide. -
Tngrasaminte: Saruri de amoniu (precum fosfatul de amoniu sau sulfatul) care pot
ramane pe culturi

e Compusi anorganici de azot:
- Nitrati (NO;’) - Adesea un indicator de suprafertilizare sau contaminare a apei.

- Nitriti (NO,’) - Poate fi format prin reducerea nitratilor.
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In contextul conflictului din Ucraina, contaminarea cerealelor cu
compusi de azot a capatat noi dimensiuni, trecand de la riscuri
agricole standard la amenintari chimice si toxicologice complexe.
Aceste forme de contaminare pot fi clasificate in trei categorii
principale:

I. Reziduuri de la munitii si explozibili

Majoritatea explozibililor moderni sunt compusi organici bogati in
azdot. Acestia nu sunt doar poluanti; Sunt substante cu potential toxic
ridicat.

- RDX (Cyclonite) si HMX: Acestea sunt compusi nitro-organici foarte
stabili. RDX este solubil in apa si mobil in sol, fiind usor absorbit de
radacinile graului si porumbului. Se acumuleaza in cereale si poate
persista in faina.

- TNT (Trinitrotoluen): Desi mai ﬁu’;in mobil decat RDX, prezenta sa
in sol a craterelor explozii inhiba cresterea plantelor si poate
contamina recolta prin praf depus pe plante (contaminare la
suprafata).

- Produse de degradare: in timp, acesti explozibili se descompun in
amine aromatice, care sunt adesea mai toxice sau mai persistente
decat compusii originali.
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Il. Contaminarea atmosferica si "ploaia acida,,

Explozia unei singure rachete sau a unui obuz de artilerie
elibereaza cantitati masive de oxizi de azot

- Acid azotic (HNO;): Oxizii de azot reactioneaza cu umiditatea
atmosferica pentru a forma acid azotic, care cade sub forma de
ploaie acida. Aceste precipitatii provoaca o crestere brusca a
continutului de nitrati si nitriti din solul superior si suprafetele
frunzelor, perturband metabolismul azotului plantei si ducand la
acumularea anormala de nitrati in cerealele recoltate.

lll. Degradarea nutritionala (Paradoxul azotului)

Razboiul nu aduce doar compusi toxici; De asemenea, provoaca o
"foamete de azot" controlata care modifica compozitia produselor
derivate.

Scaderea proteinelor: Din cauza distrugerii infrastructurii de
roductie a ingrasamintelor (de exemplu, uzina Azovstal sau
abricile din zonele ocupate), culturile nu mai primesc fertilizarea

necesara. Cerealele rezultate au un continut semnificativ mai

scazut de proteine si azot. Acest lucru afecteaza calitatea coacerii

(faina cu gluten slab) si valoarea nutritionala a produselor derivate
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Metode de detectare a compusilor de azoti.

Metoda Kjeldahl (azot total)
Metoda Kjeldahl este metoda clasica pentru determinarea

continutului total de azot al unei probe, care este apoi folosita
pentru a estima continutul de proteine. Desi masoara tot azotul
organic si anorganic (cu exceptia unor inele si azot din compusii
azotici), un continut total anormal de ridicat de azot care nu
corespunde nivelurilor asteptate de proteine poate fi un semn
de avertizare de contaminare(e.g., if a non-protein nitrogen
compound such as melamine is present).

Principle: The sample is digested with concentrated sulfuric
acid in the presence of a catalyst to convert all nitrogen into
ammonium sulfate. The ammonium is then liberated as

ammonia via distillation with a strong base, collected in an
acidic solution, and quantified by titration.
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Protocolul metodei Kjeldahl-

- 1. Prepararea probelor: Cerealele sunt macinate péna la o
dimensiune find a particulelor (aprox. 0.5-1.0.mm) pentru a
asigura omogenitatea. Exact 1-2 g din proba sunt céntarite (in
jc'fqnc,tiq de continutul estimat de proteine) si introduse in sticla de P
igestie. |

Digestion (Mineraliza on) Distillation /

- 2. Digestie (mineralizare): Aceastd etapd transformd azotul
organic in sulfat de amoniu(NH,),S0,: Adauga 20 ml de H,SO, / T e
concentrat si un cataljzator (de obicei un comprimat de sulfat de | 4 '
cupru sau seleniu). Incepe cu o temperatura joasa pentru a
controla spuma (caramelizarea amidonului), apoi creste-o treptat
pana la aproximativ 370-400°C. Digestia este completa atunci
cand solutia devine clara si de culoare albastru-verzuie deschisa.
Fierbe inca 30-60 de minute pentru a asigura digestia completa.

- 3. Distilatina: Dupa radcire, digestia este diluata cu apa distilata...
Se adauga o solutie concentratd de NaOH (40-45%) pentru a
elibera amoniac sub formda gazoasa: (NH,),SO, + 2 NaOH -
Na,SO, + 2NH;1 + 2H,0. Amoniacul este distilat cu abur si
colectat intr-un vas receptor care contine un volum cunoscut de
acid boric (H;BO;) sau acid puternic(HCl sau H,SO,,
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- 4. Titrare: Daca s-a Jolosrt acid boric, titreaza direct cu HCl sauH,SO, pana cand indicatorul s

Daca s-a folosit metoda de titrare inversa, titreaza excesul de acid cu NaOH

\[G

i schimba culoarea (de la verde la roz/violet).

- 5. Calcul: Rezultatul final se obtine prin calcularea procentului de azot, care este apoi convertit in proteind bruta folosind un factor de

conversie specific pentru cereale.

- Calculul procentului de azot (N%):

—Vsample)x M x 1.4007
m

%Nz(vblank

Unde: V,,,,- volumul de NaOH folosit pentru proba de control (ml).

Vv - volumul de NaOH folosit pentru proba de cereale (ml).

sample

M - Molaritatea reala a solutiei NaOH

1.4007 - Factorul derivat din masa atomica a azotului (14,007) a corelat cu unitatile de masura.
m - Greutatea probei de cereale in grame (g).
- Calculul proteinei brute (%P):
%Proteine= %N x F
Factori de conversie comuni(F):
5.70 — pentru grau si faina de grau (cel mai frecvent folosita in industria macinarii)
6.25 — pentru porumb, orez, ovaz si majoritatea celorlalte cereale sau furajes

5.83 — pentru orz

. Titration

5. Calculation

Perasse Bose fon be bo
Kpvidbiniodet Resaits fer Whest Flour
N =(({V_blank - sanple *+ M + 1.4007) w
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2. Dumas Method
Metoda Dumas reprezinta o alternativa
moderna, automata si rapida la metoda )
traditionala Kjeldahl pentru determinarea 2 o §
continutului total de azot in probele organice : 3 3 S
° ° . + < 2
(alimente, furaje, soluri). g 9 & %
Procesul se bazeaza pe conversia intreguluiazot =~ 4 | i """"
dintr-o proba in forma gazoasa prin oxidare D'YICOI—' |
completa.  \mmmw ee.oomaee
CO, generator

1. Combustie (oxidare): Proba este arsa intr-un
cuptor la temperaturi foarte ridicate (de obicei
intre 800 si 1000°C) intr-o atmosfera imbogatita

Nitrometer

cu oxigen. Toate elementele sunt transformate \
in gaze: carbonul devineCO, Hidrogenul "
devineH,O0 iar azotul devineNxOy (oxizi de azot)

siN,
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2. Reducere: Gazele rezultate trec peste un strat de
cupru fierbinte. Aici, oxizii de azot sunt redusi la
azot molecular.

3. Purificare (Captarea produsului secundar):
Amestecul de gaze trece prin coloane de absorbtie
care elimina apa si dioxidul de carbon, ldasénd doar
azotul si gazul purtator (de obicei heliu sau argon).

4. Detectie (TCD): Azotul pur este mdsurat folosind
un detector de conductivitate termica (TCD).
Semnalul electric generat este convertit direct intr-
un procent de azot

KIJELDAHL
or
DUMAS?
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Avantaje si limitari

Avantaje: Dincolo de viteza sa, metoda Dumas elimina
necesitatea acizilor corozivi si a bazelor puternice. Este extrem
de precis pentru esantioane omogene si permite un debit zilnic
ridicat de esantioane.

Limitari: Costul instrumentului este semnificativ mai mare
decdt cel al unui sistem de distilare. De asemenea, necesitd o
pregdtire riguroasd a probei (mdcinare find), deoarece
cantitatea de probd analizata este de obicei mica (miligrame).

Calculul proteinelor:

Indiferent de metodd, odata ce procentajul de azot (N%) este
determinat, continutul de proteine brute este calculat folosind
un factor de conversie specific produsului (de exemplu, 6,25
pentru majoritatea alimentelor):

Proteine (%)= %N x F
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3. Metode spectrofotometrice (nitrati si nitriti)

Aceste metode sunt specifice si extrem de sensibile pentru
masurarea nitratilor (NO;’) si nitriti(NO,”) Concentratii. Nitritii
sunt deosebit de ingrijoratori din cauza toxicitatii lor mai mari
si a potentialului de a forma nitrosamine cancerigene.

Nitrit: Reactia Griess este cea mai comuna metoda. Nitritul
reactioneaza cu o0 amina aromatica primara (e.g.,
sulfanilamida) in conditii acide pentru a forma o sare de
diazon. Aceasta sare este apoi combinata cu un alt compus
aromatic (de exemplu, N-(1-naftil)etilendiamina dihidroclorura
sau NEDD) pentru a produce un colorant azo puternic colorat,
care este masurat cu un spectrofotometru UV-Vis la o anumita
lungime de unda (de obicei in jur de 540 nm).

Nitrati: Nitratii in sine au o culoare slaba. Trebuie mai intai
redusa la nitrit (de exemplu, folosind reducerea coloanei de
cadmiu) inainte de a aplica reactia Griess pentru cuantificare.
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Protocolul de laborator

Reactivi necesari:-
Sample Preparation Reaction & Incubation Measurement: 540 nm

Reactivul Griess A: 1% sulfanilamida in 3% acid fosforic - n——

Sulfariliamide

- Reagentul Griess B: 0,1% N-(1-naftil)etilendiamina diclorura (NEDD) in apa

distilata. IJC
- Standard pentru nitriti: solutii de nitrit de sodiu.
Procedura: e

- Pregatirea probei: Daca proba este tulbure, filtreaz-o sau centrifugeaza-o pentru
a asigura claritatea.

- Reactie: - Adauga 100 pl din proba (sau standard) intr-un put de eprubeta sau v
microplaca. - Adaugati 100 pl de reactiv A si incubati timp de 5-10 minute la
temperatura camerei (protejati de lumina). Aceasta permite formarea sarii de
diazoniu. - Adaugati 100 pl de reagent B. O culoare roz va aparea aproape
imediat. \

Incubatie: Asteapta inca 10 minute ca culoarea sa se stabilizeze.

Masurare: Masoara absorbanta la 540 nm cu un spectrofotometru.
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Crearea curbei standard (60
v . . o et ein o =mxX+cC
- Pentru a gasi concentratia exacta de nitrit in proba dumneavoastra y
necunoscuta, trebuie sa o comparati cu valori cunoscute. | 20
- Pregateste dilutiile: Pregateste o serie de standarde NaNO2 (de 26 |

exempluy, 0, 1, 2, 5, 10, 20 uM).

- Masurati absorbanta: Rulati reactia Griess pe aceste standarde si
inregistrati densitatea optica (OD).

[
T

Abesmlm-;:e (aD)
s

y=mx+c
m = Slope
¢ = Yinterreept

- Reprezenta graficul: Concentratia (axa x) vs. absorbtia (axa y).

- Regresie liniara: Folositi formula dreptei:

-
p—

y=mx+c

y = Absorbanta masurata

0 3 05 15 20
Nitrite Concemtation (uM)

x = Concentratia de nitriti

m = Panta liniei
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4. Metode cromatografice (contaminanti specifici)

Pentru detectarea extrem de specifica si precisa a
contaminantilor cu azot non-proteinic, cum ar fi
melamina, metoda recomandata este cromatografia
lichida de inalta performanta(HPLC).

e Principiu: Extractul de proba este separat in functie
de afinitatile diferentiale ale componentelor fata de o
faza stationara si una mobila.

e Detectie: Componentele separate sunt cuantificate
folosind un detector foarte sensibil, adesea un
detector UV sau un spectrometru de masa (MS).

o HPLC-UV: Folosit pentru detectarea melaminei,
adeseain jur de 230 nm.

o HPLC-MS/MS: Ofera cea mai mare sensibilitate si
confirmare, actionand ca standardul de aur pentru
confirmarea prezentei si concentratiei unor
contaminanti specifici, cum ar fi melamina.
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Exemplu: Detectarea melaminei in cereale prin HPLC

- Prepararea probei (extractie): Deoarece cerealele contin proteine, grdsimi si
carbohidrati care pot interfera cu coloana HPLC, este necesar un pas riguros
de extractie. Proba de cereale este madcinata pdna la o pulbere find. Un
amestec de acetonitril si apa (adesea cu o cantitate mica de acid, cum ar fi
acid tricloroacetic sau dietilamind) este addugat in probd. Amestecul este
sonicat pentru a asigura dizolvarea melaminei in solvent. Extractul este
filtrat si adesea trecut printr-un cartus de extractie in faza solidd (SPE) (de
obicei o rdsind schimbatoare cationicd) pentru a concentra melamina si a
elimina impuritatile.

- Conditii de operare HPLC: Melamina este un compus polar, astfel incdt este
de obicei analizatd folosind HPLC in faza inversd sau HILIC (Cromatografia
lichidd cu interactiune hidrofild). Coloand: O coloand C18 este comund, dar
cromatografia cu perechi de ioni sau coloanele HILIC ofera o retentie mai
buna pentru molecula de melamina foarte polarda. Faza mobila: De obicei un
amestec intre un tampon (de exemplu, acetat de amoniu sau tampon de
fosfat) si un solvent organic precum acetonitrilul. Detectie: Melamina are o
absorbtie puternica la UV. Este de obicei detectat folosind un detector UV-Vis
sau un detector cu diode (DAD) la o lungime de unda de 240 nm.

- Procesul de cromatogrdfie: Injectarea: Un volum mic (de exemplu, 20ul) din
extractul curdtat este injectat in sistem. Separare: Pe madsurd ce faza mobild
transporta proba prin coloana, melamina interactioneaza cu faza stationarad.
Datorita proprietatilor sale chimice specifice, iese din coloand la un moment
specific, cunoscut sub numele de Timp de Retentie (Rt). Detectie: Pe masurd
ce melamina trece prin detectorul UV, produce un "vérf" pe cromatogramad.

|
Mobile Phase: " 1‘
Buffer +
m (lom-Phine)

UV-Vis/DAD
Detector
@ 240 nm)

Melamine
Peak
Rt = 4.2 min

3\
‘ \Q Solid Phating water
Water bath

77_
=]
P 1] ?Cg {
Y- B\ (= :
p > y A N
\\_/ ‘,‘\‘ f | OH, ol | A I N S ) S
| g / 0 40 00 80
\ [ 53 Signal Intennz (mAU)
\ | ) Melamine ["] Area Under Peak C [Melamine]
\K\\\ 9 \) ’[ b Retention Time (min)

~ Signal Itteesity (mAU)
3

- Analiza calitativa si cantitativa

-ldentificare (Calitativa): Prezenta melaminei este
confirmata daca un vérf apare in acelasi timp de retentie
cu un standard cunoscut de melamina.

-Cuantificare (cantitativd): Aria sub vérf este
proportionala cu concentratia. Prin rularea unei serii de
standarde, se creeaza o curba de calibrare.
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5. Metode rapide de screening b ) e —

Pentru screening rapid, la fata locului sau cu debit ridicat, se
folosesc adesea metode mai simple:

e Benzi de testare/kituri: Acestea folosesc reactii
colorimetrice similare cu reactia Griess, permitand un
rezultat semi-cantitativ sau calitativ (prezenta/absenta)
pentru nitrati/nitriti.

| il

‘\15.%-' -
)

* Spectroscopie in infrarosu apropiat (NIRS): este prima linie
de aparare la silozurile si silozurile de cereale. Masoara
energia vibrationala a legaturilor N-H.

- O tehnica extrem de rapida si nedistructiva care masoara
azotul/proteina totala prin analizarea absorbtiei luminii in
infrarosu apropiat. Desi nu masoara direct contaminantii,
abaterile bruste de la corelatiile asteptate proteina-NIRS pot
indica adulterarea. In timp ce NIRS este calibrat pentru
proteine, software-ul modern foloseste "Recunoasterea
Tiparelor" sau "Screening Adulterant". Daca spectrul NIRS al
unui transport de grau nu_ corespunde cu "amprenta"”
standard a proteinei de grau, acesta marcheaza proba
pentru teste suplimentare de laborator (HPLC).
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1. Sample Preparation
6. Cromatografie in Gaze cu Detector de Captare a Electronilor (GC- & Extraction

ECD)

- este o metoda extrem de sensibila pentru detectarea
explozibililor nitro-aromatici (TNT) si nitro-aminici (RDX) in cereale.
ECD este in mod special eficient aici deoarece este extrem de
sensibil la gruparile functionale electronegative, cum ar fi gruparile
nitro gasite in acesti contaminanti.

-Prepararea probei (extractie): Cerealele sunt matrici complexe
(grasimi, fibre, proteine), astfel ca extractia trebuie sa fie precisa
pentru a evita blocarea coloanei de GC. Granulele sunt macinate
intr-o pulbere fina. Acetonitrilul sau metanolul este folosit de
obicei pentru a extrage RDX si TNT din faina cerealelor. Extractul
brut este trecut printr-un cartus de extractie in faza solida (SPE)
(adesea Florisil sau C18) pentru a elimina lipidele si pigmentii.
Solventul curatat este evaporat sub un jet de azot pentru a
concentra analiti inainte de injectare

Methonol/Actone Extract




éf"\ ):nslusr%
R Cofinantat de \Q% 82%“ = g‘%%
AR . = o, 2 PN =
st Unlunea Europeana | Eat to Live or | Live to Eat %‘ggr@g"\%
2. GC-ECD Analysis
- Configurarea instrumentala GC-ECD: Deoarece explozibilii sunt
termic instabili, setarile GC trebuie controlate cu atentie pentru a
preveni descompunerea moleculelor in injector sau coloana. Injection é
Gaz purtator: Azot sau heliu de inalta puritate.

Coloana: O coloana capilara cu o faza stationara nepolara sau
medi-polara (de exemplu, DB-5 sau DB-17).

Injector: De obicei un "Cold On-Column" sau "Vaporizator de
Temperatura Programat (PTV)" pentru a proteja TNT/RDX de
degradarea termica.

Separation of

Detector (ECD): Contine o sursa radioactiva (de obicei 63Ni) care Compounds
emite electroni. Cand nitro-compusii electronegativi trec prin el,
"captureaza" acesti electroni, reducand curentul si creand un
semnal masurabil (varf).

| Electron Capture
©—| Detector ECD
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- GC-ECD Procedura analitica 3. Chromatogram

Calibrare: Se injecteaza un amestec standard care & Detection

contine concentratii cunoscute de RDX si TNT pentru a

A .. : . o Specific Detection of
stabili timpii de retentie (Rt) si un factor de raspuns. Nutrogenous Explos:ves
Injectie: Extractul de cereale (1-2 ul) "este injectat". t
Separare: Pe masura ce temperatura cuptorului creste, >
compusii migreaza prin coloana. TNT elueaza de obicei =
inainte de RDX din cauza punctului de fierbere mai E
scazut si a polaritatii diferite. S

w

Cuantificare: Aria varfurilor rezultate este comparata cu

v Retention Time (min)
o curba standard.

Metode mai moderne pentru dtectarea TNT si RDX: LC-
MS/MS (Cromatografie lichida-Spectrometrie de masa

CHa RDX

tandem), GC-IMS (Cromatografie gazoasa-spectrometrie “\ “:CHa

de mobilitate ionica) sau Spectrometrie de masa de OO OHs OO CHa
TNT

inalta rezolutie (HRMS)

Cyclonite
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Detectarea si cuantificarea contaminantilor din cereale si produse conexe reprezinta o componenta fundamentala a
strategiilor moderne de siguranta alimentara. Pe masura ce sistemele alimentare globale devin tot mai interconectate, nevoia
unor abordari analitice robuste, fiabile si armonizate este mai mare ca niciodata. Acest capitol a prezentat principalele
principii, metodologiile si instrumentele analitice folosite pentru a identifica atat contaminantii chimici, cat si cei fizici, cu

accent pe oligoelemente (metale grele) si reziduurile de pesticide — doua grupuri majore de pericole care pot afecta direct
sanatatea consumatorilor.

O concluzie cheie care reiese din aceasta prezentare generala este rolul central al procedurilor riguroase de esantionare si al
pregatirii adecvate a probelor. Deoarece cerealele si produsele derivate sunt matrici eterogene, esantionarea ramane un
factor esential pentru fiabilitatea rezultatelor analitice. Omogenizarea corecta, controlul contaminarii si tehnici validate de

pregatire, precum digestia asistata cu microunde pentru metale sau extractia cu solventi si curatarea pesticidelor - asigura ca
procesul analitic incepe pe o baza solida.

Un al doilea element esential este selectia si optimizarea metodei analitice. Tehnici moderne precum ICP-MS, ICP-OES, AAS,
GC-MS, LC-MS/MS si instrumente de screening de inalta performanta ofera sensibilitate, specificitate si acuratete ridicate.
Aplicarea lor de succes depinde de strategii adecvate de calibrare, controale de calitate si atenuarea efectelor matriciale.
Capitolul a evidentiat diferite abordari de calibrare, inclusiv calibrarea externa, standardele interne si metodele de adunare
standard — fiecare adaptata constrangerilor analitice specifice si caracteristicilor matricei.
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La fel de importanta este respectarea legislatiei europene si internationale. Selectia metodelor, criteriile de
performanta si interpretarea rezultatelor trebuie sa respecte cadrele de reglementare care stabilesc niveluri maxime
de reziduuri (MRL-uri), limite maxime (ML) si standarde de performanta validate. Aceste reglementari asigura
comparabilitatea datelor si sustin evaluarea riscurilor, programele de monitorizare si initiativele de protectie a
consumatorilor.

in concluzie, detectarea si cuantificarea contaminantilor din cereale necesitd o combinatie de expertiza stiintific3,
instrumentatie fiabila, asigurare a calitatii si constientizare reglementara. Prin stapanirea acestor metodologii,
profesionistii si studentii implicati in stiinta si siguranta alimentelor alimentare sunt mai bine pregatiti sa asigure
integritatea alimentelor pe baza de cereale si sa contribuie la un sistem alimentar mai sigur si mai sustenabil.
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