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Introducere

Detectia urmelor de etilena in respiratia umana s-a realizat prin metoda
spectroscopiei fotoacustice cu laser. Aceastd tehnica este suficient de sensibild pentru
monitorizarea directa a etilenei din aerul exalat.

Principiul de detectie fotocusticd, in gaze moleculare, poate fi Tmpartit in
urmatoarele etape: modulatia radiatiei laser, cu lungimea de unda suprapusa peste o
linie de absorbtie a moleculei tintd; excitarea moleculelor tinta prin absorbtia radiatiel
incidente, care este stocatd ca energie de vibratie-rotatie; dezactivarea moleculelor
excitate prin ciocniri, prin care energia radiatiei absorbite este transformata in energie
termicd, manifestata printr-o incalzire tranzitorie locala; extinderea si contractia
gazului intr-un volum 1inchis, da nastere la variatii de presiune (unde acustice);
monitorizarea undelor acustice rezultate, cu un microfon.

Aparatura experimentala este bazata pe un laser cu CO2 cu urmatoarele
caracteristici: emite Tn domeniul spectral IR, este stabilizat in curent, puterea maxima
6 W.

Laserul cu CO> este acordat pe linia de emisie 10P(14) la 10,532 um unde apare
cea mai puternica absorbtie a etilenei. Chopper-ul lucreaza la frecventa de 564 Hz
moduland radiatia continua provenita de la sursa laser. Pulsurile laser generate sunt
focalizate de o lentila in interiorul tubului rezonator al celulei fotoacustice.

Celula este echipatd cu patru microfoane sensibile (model EK 3033, Knowles
Electronics) cu sensibilitatea de 20 mV/Pa fiecare, fixate intr-un cilindru de teflon.
Microfoanele sunt conectate Tn tubul rezonator prin intermediul unor canale, care
impreund cu volumele in care sunt plasate microfoanele, reprezinta un rezonator
Helmholtz.

Semnalul electric generat de microfoane este trimis spre un amplificator lock-in
sincronizat cu chopper-ul. Semnalul fotoacustic inregistrat de microfoane este
proportional cu concentratia de etilena.

Amplificatoarele lock-in sunt folosite pentru detectia si masurarea semnalelor
acustice foarte mici — de ordinul nV. Masurari precise pot fi facute atunci cand se

impune extragerea de sub zgomot a unui semnal de amplitudini foarte mici.
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Fig.1 Schema generala a instalatiei de spectroscopie fotoacustica

Pentru inregistrarea si prelucrarea datelor obtinute in montajul experimental
fotoacustic, semnalele de la iesirile amplificatorului lock-in §i radiometrului sunt
achizitionate, n timp real, cu ajutorul unei interfete specializate (placa de achizitie
AD — DA tip KPCI 3102, produsa de firma Keithley), controlatd de un program
dezvoltat sub software-ul Test Point specific, ce deserveste placa de achizitie.

Programul este conceput sa ruleze, fara limite de timp, pe toatd durata efectuarii
masuratorilor fotoacustice, acesta asigurdnd 1n interfata graficd configurabild de
utilizator atat reprezentarea functie de timp a concentratiei gazului §i a puterii laser,
cat si medierea acestor parametri din lotul de esantioane achizitionat (300-1000 de
achizitii periodice).

De exemplu, in cazul etilenei, se vor utiliza pentru determinarea concentratiei,
linia 10P(14), caracterizati de un coeficient de absorbtie al etilenei de 30,4 atm™*cm™ .

Esantioanele de aer exalat de la pacientii testati au fost colectate in pungi
aluminizate cu volumul de 750 ml prevazute cu o supapa care etanseaza punga dupa
umplerea ei si cu un robinet care permite conectarea pungii la sistemul de control al
gazului. Esantionul de aer exalat este transferat in celula fotoacustica de masura si
analizat Tn flux continuu cu aer sintetic, fluxul de aer fiind reglat de un debitmetru

electronic de curgere masica (model UR-4100 by Techno Fittings).



Etapa 1: Analiza aerului expirat de la pacientii tratati cu radioterapie anti-tumorala

Scopul acestei etape a fost de a masura precis concentratia de etilend din aerul
exalat al pacientilor bolnavi de cancer si tratati cu radioterapie anti-tumorala. Aceasta
monitorizare permite determinarea influentei radiatiilor X in declansarea stresului
oxidativ asupra pacientilor iradiati.

Stresul oxidativ descrie presiunea continua exercitata de radiatiile ionizante, care
prin initierea unor reactii de oxidare, agreseaza membranele si organitele celulare. Tn
urma stresului oxidativ are loc o deteriorare a peretilor celulari, cu o perturbare
a metabolismului tisular, a potentialului de membrana si a activitatii enzimatice. De
asemenea, S-a demonstrat cd stresul oxidativ poate determina mutatii genetice si
degradari ale substantelor cu viatd lunga (colagen, elastind). Astfel, ca o consecinta a
tuturor acestor efecte, in timp se pot manifesta fenomenele de uzura si de degenerare,
cu aparitia unor tulburari grave.

Radicalii liberi sunt cei mai cunoscuti compusi care intretin stresul oxidativ.
Organismul nostru produce radicali liberi in mod natural (radicali liberi endogeni),
atunci cand respiram, digeram alimente, neutralizam bauturile alcoolice si
medicamentele sau cand celulele transforma grasimile si carbohidratii in energie. Pe
langa substantele endogene responsabile cu declansarea si intretinerea stresului
oxidativ, organismul este asaltat in mod continuu de compusi exogeni (care provin din
mediul extern). Substantele exogene care exercitd o actiune agresiva asupra
membranelor si organitelor celulare, initiind sau intretinand stresul oxidativ, provin
din: gaze si gudroane, substante straine sau sintetice din alimente sau medicamente,
toxine, metale grele, radiatii (ionizante, UV) etc.

Stresul oxidativ nu este o afectiune, un simptom sau un sindrom, ci este un proces
biochimic si fiziologic, la care, ca si in cazul stresului psihologic, raspunsul este
adesea inadecvat. Dacd nu ar exista stres oxidativ endogen, activitatea musculara si
metabolismul energetic s-ar diminua pana la disparitie, ceea ce nu este compatibil cu
viata (sinteza de ATP ar fi stopatd). Dar pe langa stresul oxidativ generat si intretinut
de organismul nostru, suntem asaltati in continuu, in conditiile vietii moderne, de
numerosi radicali liberi care ajung in corp din mediu extern. In aceste conditii,
mecanismele interne antioxidante sunt adesea depasite, producandu-se in timp
perturbari grave.

Etilena apare in aerul expirat, Tn urma stresului oxidativ. Este, de fapt, o



consecinta a stresului oxidativ la nivel celular din cauza radicalilor liberi formati in
exces.

Peretii membranari fini ai vaselor de sange din plamani (cu o grosime de
aproximativ 0,5-0,6 um,) realizeaza schimbul de gaze, astfel incat, este destul de usor
pentru unele gaze (cum ar fi etilena ), care sunt transportate de sange la plamani, sa fie
eliminate odata cu aerul expirat. Principiul testului de respiratie se reduce la
urmadtoarele etape: producerea de molecule marker in celule si organe, difuzia in
tesuturi, intrarea in fluxul hematiilor, transportul catre plamani, eliberarea in aerul
expirat, colectarea aerului si detectia markerului Tn aerul exalat. In consecint,
producerea de etilend poate furniza indicatii asupra starii de sanatate a corpului uman.
Tehnica spectroscopiei fotoacustice cu laser asigurd o metodd neinvaziva pentru
monitorizarea in vivo a functionarii celulelor umane si este deosebit de utila pentru
diagnosticarea medicala.

Radiatiile ionizante distrug structurile cromozomice responsabile de diviziunea
celulard, antrenand moartea celulelor canceroase. Celulele sanidtoase sunt atacate si
ele, dar au o capacitate de restaurare mai mare.

Pentru a demonstra aceasta afirmatie am analizat etilena din aerul expirat al
pacientilor cu cancer de la Spitalul Clinic Coltea (cancer mamar, cancer col uterin cu
metastaze osoase, cancer ovarian). Probele de aer exalat au fost luate Thainte si dupa
ce pacientii au facut radioterapie externa (radiatii X) cu administrarea unei doze de 2-
8 Gy/zi in functie de cancerul tratat. Dupa ce probele de aer exalat au fost colectate n
pungi aluminizate, aerul este transferat in celula fotoacustica de masura si analizat.

Analiza concentratiilor de etilena din pungi se face dupa ce celula fotoacustica a
fost vidata si curatata cu flux de N2 la presiune atmosferica timp de 10-20 minute:
Pmas =2 W; S=0,037 mV .

Fig. 2 prezintd concentratia de etilend pentru un subiect sanatos si trei pacienti cu
cancer mamar tratati prin raze X, cu o dozd de 8 Gy. Nivelul de etilend pentru primul
pacient inainte si dupa terapia cu raze X arata o crestere de la ~ 0,0018 ppm (parti per
milion) la ~ 0,023 ppm, pentru al doilea pacient concentratia de etilend inainte de
terapie a fost de ~ 0,021 ppm si dupa ~ 0,03 ppm, pentru al treilea pacient
concentratia fiind de ~ 0,017 ppm 1nainte de terapie si 0,023 ~ ppm dupa terapie, in

timp ce pentru un subiect sanatos nivelul de etilend este de ~ 0,006 ppm.
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Fig. 2 Concentratia de etilena pentru un subiect sanatos si trei pacienti tratati prin radioterapie
anti-tumorala

Dupa tratamentul anti-tumoral (radiatii X) se observa ca are loc o crestere a
concentratiei de etilend in aerul expirat, aratand ca au fost inifiate reactii de oxidare
asupra membranele si organitele celulare iar acest proces poate fi detectat cu ajutorul
spectroscopiei fotoacustice in primul minut dupa iradiere.

Interactia razelor X cu organismul uman modifica statusul stresului oxidativ
printr-o crestere a proceselor de peroxidare initiate de radicalii liberi ai apei care au
fost generati de efectul indirect al radiatiilor in tesuturile vii. O parte consistentd a
proceselor de peroxidare produce etilend prin peroxidare lipidica. Fractiunea produsa

de etilend prezentd in aerul exalat ne dezvaluie scara leziunilor tisulare Tn organismul

uman dupa fiecare sesiune de tratament cu radiatii X.

Etapa 2. Analiza amoniacului expirat (etilenei expirate) de la pacientii tratati cu

hemodializa si corelarea cu azotul ureic din sange (stresul oxidativ)

Scopul acestei etape a fost de a mdsura atat concentratia de etilend cat si de
amoniac din aerul exalat al pacientilor bolnavi de insuficienta renala (IR), tratati prin
hemodializa (HD). Cercetarea a fost realizata pe pacientii din cadrul Centrului

Medical de Nefrologie si Dializa IHS Fundeni din Bucuresti. Studiul a inclus un lot



alcatuit din pacienti cu IR, HD iterativ, dupa un program care a constat in 3 sedinte pe
saptamana a cate 4 ore fiecare. Pacientii au fost instruifi: s nu manance inainte cu 12
ore de prelevarea probelor de aer exalat; sa curete suprafata dintilor cu periuta si pasta
de dinti, dupd care sa se clateascd cu apa de gurd antiseptica, pentru eliminarea
bacteriilor.

Probele de sange au fost recoltate a jeun, inaintea conectarii in sesiunea de HD si
dupa sesiunea de HD si investigate in laboratorul de analize medicale MedCenter cu
aparatul VITROSS1. Lotul investigat a fost alcatuit din barbati, cu varste cuprinse in
intervalul, 22 - 80 de ani, nefumaitori, cu o conditie clinica stabild, in momentul
studiului (fara evenimente clinice sau transfuzii de sange in ultima lund dinaintea
studiului) si o vechime minima in HD de 16 luni. Eficacitatea sedintei de HD a fost
evaluata prin calcularea de uree predialitica si uree postdialitica (cu limita normala in
intervalul, 19-43 mg/dL).

Caracteristicile sedintei de HD au fost urmatoarele: calea de abord a fost fistula
arteriovenoasa; sedinta de HD standard s-a realizat cu aparatul BAXTER; s-au utilizat
dializoare de permeabilitate inalta, cu rata de filtrate in vivo mai mare de 8.0
mL/h/mmHg, prevazute cu membrana de diacetat de celuloza-DICEA 170G (grosime
membrani de 15 pm, diametrul interior de 200 pm, suprafata de 1,7 m?, sterilizare
prin radiatii gamma, rata de ultrafiltrare: 12,5 mL/h/mmHg, iar solutia de dializa nu
trebuie sa depaseasca 42° C, pentru evitarea lizei hematiilor); pompa de sénge s-a
pornit la o viteza mica si a fost ajustata la, cel putin, 80 mL/min; pentru pastrarea
integritatii fibrelor, nu a fost depasita valoarea de 500 mmHg pentru presiunea
transmembranara; pacientul a fost cantarit atat inainte, cat si dupa tratamentul prin
HD, pentru a verifica ultrafiltrarea.

Etilena este un biomarker al stresului oxidativ, iar amoniacul poate fi un indicator
al IR, fiind corelat cu nivelul de azot Tn ureea din sange (BUN — blood urea nitrogen —
[CO(NH2)]).

Masurarea precisd, atat a concentratiei de amoniac, cat si a concentratiei de etilena
din aerul exalat al pacientilor, se face neinvaziv, in timp real si in prezenta altor gaze
care interfereaza, inclusiv dioxidul de carbon (> 4 %) si vaporii de apa (> 10 %), pe
baza metodelor LPAS.

Probele de aer exalat au fost colectate la intervale de timp regulate: inainte de

inceperea HD (dar nu Tnainte de curatarea cavitatii bucale cu pasta de dinti si apa de
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gurd antisepticd); in timpul tratamentului de HD (la o ord dupa inceperea
tratamentului); imediat dupa terminarea HD (dupa ce cavitatea bucala a fost curatata).

Pentru acest studiu, subiectii au fost rugati sa expire in punga aluminizata, la o
ratd normald a fluxului de expiratie iar pentru a analiza continutul probelor, mai Intai,
am vidat celula PA (prin care are loc evacuarea gazelor suplimentare) si apoi, am
spalat si curatat sistemul cu azot pur (99,999 %) la presiune atmosferica (aproximativ
10-15 minute).

Probele de aer expirat au fost transferate in celula PA, la un debit controlat de 600
sccm (centimetri cubi standard per minut), iar presiunea totala a gazului, in celula PA,
a fost masurata, aplicandu-se factorul de corectie pentru responsivitate.

Pe durata transferului de aer exalat, din esantionul de colectare la celula PA,
esantionul de gaz a trecut printr-o capcana umplutd cu peleti de KOH, pentru
eliminarea COa.

Masuratorile experimentale pentru concentratiile de etilend si amoniac din
respiratie au fost efectuate in cazul pacientilor (P1-P13) cu disfunctie renald si a

subiectului sanatos (P0), iar rezultatele sunt prezentate in fig. 3 si fig. 4.
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Fig. 3 Concentratia de amoniac exalat, masurata pentru 13 pacienti cu disfunctie renala (inainte, in

timpul si dupa tratamentul cu HD) si pentru un subiect sanatos
Valorile de control PO sunt: 0,006 ppm etilend si 0,25 ppm amoniac. Toate
masuratorile au fost facute pentru linia 10P (14) a laserului cu CO2 (10,53 um), unde
coeficientul de absorbtie al etilenei are valoarea cea mai mare (30,4 cmatm™), si
pentru linia 9R (30) a laserului cu CO2 (9,22 um), unde coeficientul de absorbtie al
amoniacului are valoarea maxima de 57 cm™atm™,
In fig. 3 observam o reducere a concentratiei de amoniac din aerul exalat, pentru

pacientii sub tratament cu HD, ceea ce inseamnd ca amoniacul detectat in respiratia



umana, folosind sistemul LPAS, poate fi folosit in determinarea duratei exacte de

terminare a HD.
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Fig .4 Concentratia de etilena exalata, masurata pentru 13 pacienti cu disfunctie renala (inainte, in

timpul si dupa tratamentul cu HD) si pentru un subiect sanatos
Tn fig. 4, se observa ci, imediat dupa initierea HD, concentratia de etilena creste,
dovedind existenta unui stres oxidativ crescut, care se exacerbeazd in timp. Stresul
oxidativ reprezinta o manifestare puternica la pacientii cu disfunctie renala, aratand ca
sistemele antioxidante sunt scazute la pacientii HD. El apare atunci cand exista un
dezechilibru intre nivelul produsilor de peroxidare si mecanismele antioxidante de
aparare. In conditii normale, ambele procese se gisesc in echilibru, astfel incat o
crestere a nivelului produsilor de oxidare este urmatd de o crestere a nivelelor
sistemelor antioxidante. La pacientii cu IR si in special, la cei HD, s-a evidentiat (fig.
4) existenta unui stres oxidativ crescut. Existd o serie de factori care explica
exacerbarea stresului oxidativ: formarea, in cantitate crescutd, a unor produsi de
oxidare rezultati din activarea leucocitelor, prezenta toxinelor uremice si a unor
compusi metalici, biocompatibilitatea membranelor de dializa si a solutiilor de dializa,
invazivitatea metodei etc. Dupa cum se observa fig.4, markerul stresului oxidativ este

mai crescut la pacientii HD in comparatie cu subiectii clinic sanatosi.
Cea mai importanta problema este corelatia datelor de uree si concentratia de
amoniac respectiv, etilend din respiratia pacientilor. Figurile 5a si 5b indica o buna
corelare intre nivelul de amoniac (nivelul de etilend) si nivelul de uree, pentru

pacientii P1-P13.
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Fig. 5a) Amoniacul exalat versus nivelul de uree; b) Etilena exalata versus nivelul de uree.

Prin stabilirea concentratiilor amoniacului si a etilenei din aerul expirat este
posibild implementarea unei metode de diagnosticare medicald neinvaziva, cu afisarea
rezultatelor absolute, in timp real. Aceastd metoda poate fi extinsd pentru determinari
medicale on-line prin reducerea marimii sistemului de masura pentru obtinerea unei

versiuni complexe si miniaturizate a sistemului de LPAS.

Etapa 3. Analiza aerului expirat de la fumatorii activi (folosind tigara traditionali

vs. tigara electronica) si fumatorii pasivi

Scopul acestei faze este de a masura precis si compara concentratia de etilena din
aerul exalat al fumatorilor de figara electronica cu fumatorii de tigara tradifionala
(fum vs. emisii de vapori) si fumatorii pasivi, cu ajutorul spectroscopiei fotoacustice
cu laser.

Existd milioane de fumatori iIn Romania care se bucurd de fumat pe tot parcursul

zilei. Cu toate acestea, in ultimii ani, fumatul a fost interzis in mod legal in multe



locuri publice. De atunci, fumatorii au cautat metode alternative pentru fumat cu
scopul de a reduce pofta de nicotina. Unii oameni folosesc plasturele cu nicotina, altii
mestecd guma cu nicotind, iar unii oameni folosesc tigarile electronice.

Una dintre principalele diferente intre produsele din tutun si tigarile electronice
este ca tigara electronicA nu produce fum sau gudron. Cand fumezi o tigara
traditionald, fumul este expulzat in aer. Acest fum contine peste 4000 de substante
poluante si diferite toxine. Cand fumezi o tigara electronica, expiri vapori care contin
nicotina.

Desi tigarile electronice au fost recent comercializate ca o alternativa mai sigura la
tigarile traditionale, o noud analiza a 19 tipuri de e-tigari a aratat ca acestea contin
substante chimice toxice, de exemplu: dietilen glycol si nitrozamina.

Concentratia de etilena din aerul expirat, in urma peroxidarii lipidice din epiteliul
pulmonar (dupd inhalarea fumului de tigara traditionald si vaporilor de tigara
electronica) este studiata in aceasta raportare.

Fumul de tigara contine multe componente toxice care pot induce formarea de
etilend. Oxidul de etilena este un produs chimic care induce cancer la plamani .

In scopul de a monitoriza daunele cauzate de fumul inhalat si vaporilor inhalati,
sunt efectuate mai multe teste de respiratie pentru oferirea informatiilor necesare cu
privire la compusii organici volatili in conditii normale si conditii de stres.

Prin stabilirea concentratiilor de etilena din aerul expirat este posibila
implementarea unei metode de diagnosticare medicald neinvaziva, cu afisarea
rezultatelor absolute, Tn timp real. Aceasta metoda poate fi extinsa pentru determinari
medicale on-line prin reducerea marimii sistemului de masura pentru obtinerea unei
versiuni complexe §i miniaturizate a sistemului de LPAS.

Etilena este un biomarker al stresului oxidativ iar masurarea precisa, a
concentratiei de etilend din aerul exalat al subiectilor, se face neinvaziv, in timp real si
in prezenta altor gaze care interfereaza, inclusiv dioxidul de carbon (> 4 %) si vaporii
de apa (> 10 %), pe baza metodelor LPAS.

Probele de respiratie au fost colectate la intervale de timp regulate: nainte de
inceperea inhalarea tigarii traditioanale vs tigara eletronica si imediat dupd terminarea
inhalarii cu tigara tradifionala vs. tigara electronica.

Pentru acest studiu, subiectii au fost rugati sa expire in punga aluminizata, la o

ratd normald a fluxului de expiratie iar pentru a analiza continutul probelor, mai intai,
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am vidat celula PA (prin care are loc evacuarea gazelor suplimentare) si apoi, am
spalat si curatat sistemul cu azot pur (99,999 %) la presiune atmosferica (aproximativ
10-15 minute).

Masuratorile experimentale pentru concentratiile de etilend din respiratia
fumatorilor activi au fost efectuate in cazul a patru subiecti iar rezultatele sunt

prezentate in fig. 6.
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Fig. 6 Concentratia de etilena exalata, masurata pentru 4 fumatori pasivi.

Probele de aer expirat au fost transferate in celula PA, la un debit controlat de 600
sccm (centimetri cubi standard per minut), iar presiunea totald a gazului, in celula PA,
a fost masurata, aplicAndu-se factorul de corectie pentru responsivitate.

Pe durata transferului de aer exalat, din esantionul de colectare la celula PA,
esantionul de gaz a trecut printr-o capcanda umplutd cu peleti de KOH, pentru
eliminarea COx.

Toate masuratorile au fost facute pentru linia 10P (14) a laserului cu CO2 (10,53
um), unde coeficientul de absorbtie al etilenei are valoarea cea mai mare (30,4 cm”
tatmL).

Concentratia unui subiect sanatos este cuprinsa intre valoarea 1-10 ppb in timp ce
pentru cei 4 fumatori activi concentratia de etilend a fost curprinsa intre 30 ppb si =

50 ppb.
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Masuratorile experimentale pentru concentratiile de etilena din respiratia
fumatorilor de tigara traditionala vs. fumatorilor de tigara electronica au fost efectuate

n cazul a opt subiecti iar rezultatele sunt prezentate in fig. 7.
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Fig. 7 Concentratia de etilena din respiratia a opt subiecti dupa tigara electronica vs. tigara
traditionala.

Se poate observa ca, in cazul tigarilor electronice concentratia de etilend scade
(intre 20 ppb- 380 ppb), in comparatie cu tigara traditionalda unde concentratia de
etilend emisa creste (intre 50 ppb-500 ppb), dovedind existenta unui stres oxidativ
crescut (are loc aparitia unui dezechilibru intre nivelul produsilor de peroxidare si
mecanismele antioxidante de aparare). Stresul oxidativ reprezintd o manifestare
puternicd la subiectii fumatori de tigard tarditionala, sistemele antioxidante fiind

scazute.

Etapa 4. Analiza etilenei la fructele si legumele organice vs fructele si lequmele
nonorganice

Tn cadrul acestei faze s-a urmarit verificarea calitatii fructelor/legumelor organice
VS. non-organice, prin masurarea emisiei de etilend utilizdnd spectroscopia laser
fotoacustica.

Fructele cultivate organic au fost obtinute de la fermierii locali (Magurele-
Romania, in apropiere de laborator) transportate in laborator si analizate imediat dupa
recoltare. Fructele organice au fost obtinute fara utilizarea de ingrasaminte chimice,

pesticide (insecticide, erbicide, fungicide, acaricide, substante dezinfectante, etc.)
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aditivi si biostimulatori (antibiotice, coccidiostatice, hormoni, etc.), medicamente,
organisme modificate genetic si derivatele lor.

Zona de cultivare organica a fost tratatd si menginuta doar prin metode biologice,
precum: folosirea ingrasamintelor naturale: gunoiul de grajd (este un amestec de
dejectii solide si lichide provenite de la animale si in majoritatea cazurilor, de
materiale grosiere folosite ca asternut cu efecte pozitive asupra solului si a plantelor
cultivate); combaterea buruienilor cu ajutorul plivitului manual, plivitului cu sapaliga
sau prasitul cu sapa; rotatia culturilor; compostare (este produsul final al biodegradarii
controlate/compostarii a deseurilor organice de naturd vegetala sau animala, este un
produs stabil, igienizat si bogat in humus, ce poate fi utilizat ca ingrasamant,
amendament sau suport de cultura cu un aport regulat de compost); controlul
insectelor folosind doar metode naturale (pasari sau capcane).

Fructele si legumele non-organice au fost obtinute de la producatori internationali
(supermarket-uri), importate din tarile europene. Fructele si legumele importate sunt
tratate cu substante cu rol in marirea perioadei de valabilitate.

Obiectivul principal propus in faza a fost de a determina daca fructele si legumele
non-organice fac posibila cresterea stresului oxidativ in interiorul fructului/legumei.

Pentru buna desfasurare a masuratorilor si pentru a crestrea sensibilitatii si
selectivitatii tehnicii se realizeaza caracterizarea cuvei de prelevare a probelor
biologice

- 2 cuve din sticla transparentd (cu volum de 150 mL si volum de 1800 mL)
pentru cercetari pe probele biologice;

- scrubber cu granule de hidroxid de potasiu (KOH) cu rol in reducerea cantitatii
de COz2 (prezenta lui in circuitul de masura poate introduce efecte nedorite de
absorbtie la diferite lungimi de unda a radiatiei laser).

Pe parcusul experimentelor pentru detectia emisiei de etilena au fost utilizati

urmatorii parametri importanti:

- Linia laser de lucru: 10P(14), deoarece aici avem coeficientul de absorbtie
maxim pentru etilena: A = 10,532 pm, o = 30,4 cm’ tatm 1

- Puterea fasciculului laser pe linia 10P(14) a laserului: 4 W;

- Presiunea in cuva: 1024 mbar;

- Responsitivitatea celulei: 433 cmV/W;,

- Aer sintetic: Linde Gaz Roménia, 20% oxigen si 80% azot (impuritati:

hidrocarburi max 0,1 ppmV, oxizi de azot max 0,1 ppmV);
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- Azot : Linde Gaz Romania , azot 5.0 ( puritate 99,999% ) si 6.0 (puritate
99,9999%);

- Temperatura de lucru: 23 - 25°C ;

- Volumul total al celor doua cuve de sticla: 150 mL si respectiv 1800 mL;

- Volumul total al celulei fotoacustice: 1000 mL;

- Timpul de analiza a etilenei din proba : ~ 20-30 minute;

- Timpul de pregatire a instalatiei inainte de inceperea masuratorilor in timp

real: ~ 5 minute.

Pentru a analiza continutul probelor, am vidat mai intai celula PA (prin care are
loc evacuarea gazelor suplimentare) si apoi am spalat si curatat sistemul cu azot pur
(99,999%) la presiune atmosferica (aproximativ 10-15 minute).

S-a conectat proba investigata la celula PA printr-un Sistem etans.

Proba de investigat din incinta de sticla poate fi :

- circulata cu un flux de gaz (de aer sintetic sau de azot) la un debit de 1 L/h;

- circulata cu un flux de gaz (de aer sintetic sau de azot) la presiune atmosferica

(1024 mbar ) dupa care gazul rezultat din cuva de sticla este transferat in

celula si analizat.

e Evaluarea concentratiei de etilena in conditii aerobe vs. anaerobe la fructe

si legume

» Emisia de etilena in cazul rosiilor cherry organice

Masuritorile au fost efectuate pe flori de rosii cherry intacte (cu masa de ~1,4 g, ~
9-10 flori) si fructe (coapte, nepatate, nelovite, cu codite) cu o masa de aproximativ 33
g (= 3-4 buc./esantion) cu un diametru/fruct de aproximativ 28 mm. Florile si fructele
proaspete, organice, s-au introdus in cuva de sticld cu volumul de 150 cm®, conectati
la celula si apoi au fost analizate. Dupa cum se poate observa in fig. 8, rosiile cherry
au fost investigate n 3 etape de dezvoltare: stadiul de floare (1,4 g), stadiul de fruct
verde (33 g) si stadiul de fruct rosu, copt (33 g).

Figura 8 prezintd emisia etilenei (timp de 20 minute) pentru cele 3 stadii de
dezvoltare ale rosiilor cherry organice in flux de aer sintetic si in flux de azot, la
presiune atmosferica, folosind tehnica de spectroscopie laser fotoacustica.

Emisia de etilena la fructele circulate de un flux de aer sintetic, la presiune

atmosferica, in cazul florilor a fost de 97 ppb, pentru fructele verzi s-a inregistrat
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concentratia de 33 ppb, Tn timp ce pentru fructele rosii-coapte concentratia de etilena a
fost de 46 ppb.

Tn acest caz, se observi ci existd o emisie de etilend mai mare, in cazul rosiilor
cherry in stadiul de floare.

Cand se inlocuieste fluxul de aer sintetic cu fluxul de azot si se analizeaza evolutia
etilenei se observa ca, in cazul florilor etilena scade la 69 ppb, pentru fructele verzi
creste la 76 ppb, in timp ce pentru fructele rosii, a crescut de asemenea, la aproximativ
80 ppb.
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. 8. Productia de etilena inregistrata in cazul rosiilor cherry in cele 3 etape de
dezvoltare in conditii acrobe vs. anaerobe.

Conditiile anaerobe cresc productia de etilena la fructele verzi si cele coapte, in
timp ce n etapa de floare are loc inhibarea emisiei de etilena. Alternanta conditiilor
fluxului de aer sintetic cu fluxul de azot influenteaza foarte mult emisia de etilena in
cazul rosiilor cherry, in toate cele 3 stadii de dezvoltare.

Pentru biosinteza etilenei este necesara prezenta oxigenului, iar Tnlocuirea fluxului
de aer cu cel de azot poate determina aparitia unei vatamari biochimice care, in final,
poate conduce la cresterea productiei de etilena.

Inhibarea etilenei poate fi facuta prin inhibarea conversiei ASM in ACC, prin
consumarea proteinei ACC sintetaza (datoritd inhibarii sintezei) sau prin inactivarea
sintezei ACC.

O alta posibilitate ar fi reducerea eficientei conversiei ACC 1n etilena. Acest fapt

conduce la inhibarea productiei de etilena, atunci cand conginutul de ACC este scazut.
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» Emisia de etilena in cazul capsunelor organice

Cépsunele au fost sortate si evaluate In patru etape de dezvoltare si exprimate 1n
grame: flori deschise (0,8 g), fructe verzi (33 g), fructe roz (33 g) si fructe rosii/coapte
(33 g). Capsunele organice au fost obtinute de la fermierii locali si transportate in
laborator pentru analiza etilenei, folosind tehnica LPAS.

Toate fructele au fost depozitate la 4 °C, pentru utilizare ulterioara.

Inainte de a incepe analiza de etileni, toate fructele au fost aclimatizate, timp de
peste 1 h, la temperatura camerei si apoi, introduse in cuva de sticld pentru
determinari.

Probele de fructe au fost “circulate” cu flux de aer sintetic la presiunea
atmosferica, iar gazul rezultat a fost transferat in celula si analizat.

Figura 9 prezinta productia de etilenda masuratd pe flori deschise de capsune,

capsune verzi, cdpsune roz si capsune rosii.

Concentratia de etilena (ppb/g)
@
S

. - ;
20
) I
0
Cflori Cfruct verde Cfructroz Cfruct rosu

Fig. 9 Emisia etilenei pentru diferite stadii de maturare la capsunele organice n
conditii aerobe.
Din fig. 9, se poate observa ca, emisia de etilend se gaseste in concentratie ridicata
n stadiul de floare deschisa si Tn stadiul de fruct rosu, in timp ce in faza de fruct verde
si roz productia de etileni este relativ scizutd. In urma acestor determiniri, am gasit

cele mai mari rate ale productiei de etilena la capsunele coapte.
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Fig. 10 Concentratia de etilena produsa la capsunele organice coapte, in flux de aer

sintetic si in flux de azot.

Literatura de specialitate arata, prin intermediul a numeroase cercetari, ca fructele
cresc ca non-climacterice (nu produc etilena, Tn procesul de coacere), dar rezultatele
noastre intra in contradictie cu aceasta perceptie, deoarece etilena a fost detectatd in
concentratii mari, atat in stadiul de floare, cat si in stadiul de fruct rosu-copt.
Rezultatele prezente dovedesc ca aceste fructe sunt climacterice, ceea ce inseamna ca,
odata ce producerea etilenei s-a initiat, procesul nu mai poate fi stopat.

Tn fig. 10 au fost analizate sapte probe de fructe organice coapte (intre 31 g si 33
g) 1n flux de aer sintetic (aerob) si de azot (anaerob) la presiune atmosferica.

Se poate observa ca, Tn flux de azot, creste productia de etilena la toate cele sapte
probe cu cdpsunele organice rosii. Ca si in cazul rosiilor cherry, alternanta conditiilor
aerobe cu cele anaerobe influenteazd foarte mult emisia de etilena si Tn cazul
capsunelor organice (in stadiul de fruct). Cand s-a aplicat fluxul de azot, la capsunele
organice, nivelul de etilend a Tnceput sa creasca cu mai mult de 20 %.

» Emisia de etilend in cazul a patru stadii de dezvoltare la bananele non-

organice

In general, bananele au sapte grade de maturare: in primul stadiu au o culoare
verde inchis (1), in al doilea stadiu bananele capatd o nuanta verde deschis (2), in al
treilea stadiu coaja fructului este mai mult verde decat galbena (3), in al patrulea
stadiu fructul este mai mult galben decat verde (4), in al cincilea stadiu doar varful si
codita bananei mai sunt verzi (5), in al saselea stadiu banana este complet galbena (6),

iar in al saptelea stadiu, pe fructul galben Incep sd apara mici pete maronii (7).
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Bananele din acest studiu au fost selectate si evaluate doar in patru stadii de
dezvoltare: banane de culoarea verde inchis-stadiul 1 (intre 150 g si 160 g), banane
de culoarea verde deschis-stadiul 2 (intre 150 g si 170 g), banane complet galbene-
stadiul 6 (intre 100 g si 125 g), si banane cu pete maronii-stadiul 7 (115 g - 130 g).

Productia de etilena (fig. 4) in cazul bananelor din stadiul 1 a fost de 120 ppb,
pentru bananele din stadiul 2 s-a inregistrat concentratia de 330 ppb, pentru bananele
din stadiul 6, nivelul de etilena a fost de 160 ppb, in timp ce pentru fructele din stadiul
7, concentratia de etilena a fost de 200 ppb.

Deoarece bananele sunt fructe climacterice, acestea produc etilena in procesul de
coacere si grabesc procesele metabolice (precum indulcirea bananei). La primul grad
de maturare verde inchis, banana contine foarte mult amidon, avand un gust
asemanator cu al cartofului, iar concentratia de etilena este foarte mica, insa ca urmare
a unor reactii enzimatice, declansate tot de etilend, amidonul este convertit in zaharuri

solubile care dau gustul dulce (stadiul 2 de maturare).
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Fig. 11 Productia de etilena in flux de aer sintetic in cazul a patru stadii de maturare la
bananele non-organice.

Bananele importate sunt culese inainte de declansarea reactiilor enzimatice
(coacere), iar maturarea acestora se face artificial si controlat in camere speciale de
maturare, cu ajutorul unor instalatii ce pompeaza etilena din butelii. Aceastd grabire a
proceselor biologice si biochimice din timpul coacerii artificiale poate denatura

caracteristicile fructului prin pierderea aromei specifice si a gustului.
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» Emisia de etilena la zmeura organicd
Pentru a analiza calitatea fructelor de zmeura organica am masurat patru probe cu
fructe mature, cu masa intre 24.8 si 28 g, supuse unui flux de aer sintetic si unui flux

de azot la presiune atmosferica (fig. 12).
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Fig. 12 Concentratia de etilena evaluata in cazul zmeurei organice in flux de aer
sintetic si flux de azot.
Céand s-a aplicat fluxul de azot, la zmeura organica, nivelul de etilend, ca si in
cazul anterior (la capsune), incepe sa creasca cu mai mult de 20%.
» Emisia de etilend la ciupercile champignon organice
S-au examinat patru probe cu ciuperci champignon (numite si ciuperci albe)
organice (33-35 g) si patru probe cu ciuperci non-organice (33-35 g) in flux de aer

sintetic si flux de azot, la presiune atmosferica.

[ 5]
<

O Aer sintetic
W Azot

[
th

T

[y
th

i

10 -

3

Concentratia de etilena (ppb/g)

-
—

Proba 1 Proba 2 Proba 3 Proba 4
Fig. 13 Emisia de etilena la ciupercile champignon organice in flux de aer sintetic si

azot.
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Fig. 14 Emisia de etilena la ciupercile champignon non-organice in flux de aer sintetic
si azot.

Rezultatele din figurile 13 si 14 ilustreaza faptul ca, atunci cand am aplicat fluxul
de azot la ciupercile champignon organice si non-organice (comparativ cu fluxul de
aer sintetic), productia de etilena este fortata si incepe sa creasca.

» Emisia de etilend la ciresele si caisele verzi non-organice

Ciresele (aproximativ 20 g) si caisele verzi (aproximativ 25 g) analizate au fost
acceptate ca fiind organice. Acestea au fost mentinute in frigider (4 °C), timp de
cateva ore urméand ca, inainte de a incepe monitorizarea emisiilor de etilena, fructele
sa fie aclimatizate, timp de 2 h, dupa care au fost introduse in cuva de masura (volum
150 cm®) conectati la celula fotoacustica.

Fructele din cuva de masura au fost circulate incontinuu cu un flux de aer sintetic
(conditii aerobe) cu un debit de 1 L/h. Dupa aproximativ 30 de minute de la inceperea
masuratorilor (atunci cand productia de etilena a devenit stabild) fluxul de aer sintetic
a fost redus treptat si inlocuit cu un flux de azot (conditii anaerobe) cu debit de 1 L/h.

Pentru analiza etilenei din cuva de sticla, s-a evacuat amestecul de gaz precedent
de pe tot sistemul de manipulare, inclusiv din celula fotoacustica, conducte etc., iar
apoi s-a curatat sistemul cu azot pur, la presiune atmosferica, timp de 10-15 minute,
dupa care gazul din proba a fost transferat in celula PA si analizat la temperatura

camerei.
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Fig. 15 Productia de etilena inregistrata in cazul caiselor verzi, in conditii acrobe vs.
anaerobe.
Figurile 15 si 16 prezinta emisia de etilend masurata experimental pentru caise

verzi si respectiv, cirese in conditii acrobe vs. anaerobe.
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Fig. 16 Productia de etilena inregistratd in cazul cireselor, in conditii acrobe Vs.

anaerobe.

Concentratia de etilend pentru caisele verzi (Cl, C2), inainte de intreruperea
fluxului de aer, a fost de aproximativ 2,5 ppb si respectiv, 3 ppb in cazul celor doua
esantioane, in timp ce dupa inlocuirea fluxului de aer sintetic cu fluxul de azot, emisia
de etilena s-a stabilizat la aproximativ 3 ppb si respectiv, 4 ppb. in cazul cireselor
(V1, V2), putem observa ca, inainte de intreruperea fluxului de aer sintetic, emisia de
etilend a fost de ~ 35 ppb si respectiv, 30 ppb pentru cele doua esantioane, iar dupa
inlocuirea fluxului de aer cu cel de azot, aceasta creste la ~ 38 ppb si respectiv ~ 36
ppb (crestere de 15-20 %).
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Pentru biosinteza etilenei este necesara prezenta oxigenului, iar inlocuirea fluxului
de aer cu cel de azot poate determina aparitia unei vatamari biochimice ce poate
conduce 1n final la cresterea productiei de etilena.

» Emisia de etilend la dovleceii non-organici

Respiratia si biosinteza etilenei reprezinta procese fiziologice de baza, in toate
sistemele vegetale, iar aceasta poate fi masuratd ca un indicator al PL, atat la fructe,
cat si la legume.

Au fost investigati dovlecei de culoare alb-verzuie (din supermarket), neloviti,

tari, cu coaja intacta, fara pete, considerati non-organici (~ 150 g).
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Fig. 17 Productia de etilena inregistrata in cazul dovleceilor in conditii aerobe Vvs.
anaerobe.

Nivelul de etilend pentru dovleceii Z1 si Z2 a fost de ~ 8.5 ppb si, respectiv, ~ 7
ppb, Tnainte de intreruperea fluxului de aer, Tn timp ce pentru fluxul de azot a fost de
~ 15 ppb si respectiv ~ 12.3 ppb (fig. 17).

Dupa cum se poate observa, emisia de etilend are acelasi comportament de
crestere la introducerea fluxului de azot ca si in cazul fructelor supuse conditiilor

anaerobe.

e Evaluarea concentratiei de etilena la fructe/legume organice vs. non-
organice
» Emisia de etilend in cazul capsunelor organice vs. non-organice
Tn figura 18 am comparat concentratia de etilend emisa de cipsunele organice (7

probe) cu etilena emisa de capsunele non-organice (7 probe).
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Fig. 18 Productia de etilena emisa de capsunele organice vs. non-organice, in conditii
aerobe.

Capsunele au fost exprimate in grame: fructe rosii/coapte (= 33 g). Céapsunele
organice au fost obtinute de la fermierii locali si transportate in laborator pentru
analiza etilenei, folosind tehnica LPAS.

Probele au fost circulate cu flux de aer sintetic la presiune atmosferica, iar gazul
rezultat a fost transferat in celula si analizat.

Ca o prima observatie a evaluarilor noastre asupra esantioanelor de fructe
organice vs. non-organice (fig. 18), am ajuns la concluzia ca, pentru toate probele de
capsune controlate cu metode naturale (organice), nivelul de etilena este mai mic in
comparatie cu nivelul de etilena provenit din probele de capsune de la supermarket-uri
(considerate non-organice), in acest ultim caz concentratia de etilena crescand cu mai
mult de 300 %.

Se poate afirma ca etilena din respiratia capsunelor non-organice are aceeasi
comportare ca etilena emisa in condifii anaerobe (pentru capsunele organice), datorita
substantelor cu rol in marirea perioadei de valabilitate (acestea pot fi: pesticide,
aditivi, biostimulatori, iradiere, hormoni de crestere, de culoare etc.) care pot produce
modificari majore Th metabolismul fructelor depozitate.

Potrivit organizatiei non-profit, Environmental Working Group, care analizeaza
rezultatele testelor cu pesticide in SUA, capsunele au cele mai ridicate niveluri de
pesticide, in medie, atunci cand sunt cultivate, in mod conventional, si de aceea, Se

recomanda cumpararea capsunelor organice.
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» Emisia de etilend In cazul zmeurei organice vs. non-organice

Pentru a determina calitatea fructelor de zmeura organica, comparativ cu fructele
de zmeurd non-organica s-au masurat opt probe cu fructe mature (patru cu fructe
organice si patru cu fructe non-organice), cu masa intre 25 si 28 de grame, care au fost

supuse unui flux de aer sintetic, la presiune atmosferica (fig. 19).
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Fig. 19. Productia de etilena in aer sintetic evaluata in cazul zmeurei organice
VS. non-organice.

Tn fig. 19, cum era de asteptat din determinirile anterioare, se observa ci pentru
toate esantioanele, concentratia de etilend creste cu mai mult de 400 % n cazul
zmeurei non-organice (supusa fluxului de aer sintetic), comparativ cu zmeura
organica (supusa fluxului de aer sintetic).

> Emisia de etilend in cazul rosiilor cherry organice vs. non-organice
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Fig. 20 Emisia de etilena in aer sintetic la rosiile cherry organice vs. non-organice.
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Masuratorile au fost efectuate pe rosii cherry intacte cu o masa de aproximativ 33
g (=3-4 buc./esantion) cu un diametru/fruct de aproximativ 28 mm.

Fructele proaspete, organice s-au introdus in cuva de sticla cu volumul de 150
cm?®, conectati la celuld si apoi, au fost analizate.

Dupa cum se poate observa 1n figura 20, pentru toate esantioanele, concentratia de
etilena creste cu peste 15 % (60 % pentru setul 1, 68 % pentru setul 2 si 15 %
pentru setul 3) Tn cazul fructelor de rosii cherry non-organice (supuse fluxului de aer
sintetic), comparativ cu rosiile cherry organice (supuse fluxului de aer sintetic).

» Emisia de etilena in cazul ciupercilor champignon organice vs. non-organice

Au fost examinate patru esantioane de ciuperci champignon (numite si ciuperci
albe) organice (33-35 g) si patru probe de ciuperci non-organice (33-35 g) in flux de

aer sintetic, la presiune atmosferica.
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Fig. 21 Emisia de etilena in aer sintetic la ciupercile champignon organice vs. non-
organice.

Se observa ca, pentru toate ciupercile champignon organice in fluxul de aer
sintetic (fig. 21), nivelul de etilena este mai mic, in comparatic cu ciupercile
champignon non-organice, concentratia de etilena crescand cu mai mult de 100 %.

Masuratorile fotoacustice cu probele biologice de ciuperci, prezentate in aceasta
sectiune, au pus in evidenta relatia dintre rata de producere a etilenei si diferiti factori
de stres (pentru ciupercile non-organice).

Principalul rezultat a fost identificarea unui criteriu obiectiv care permite
selectarea fructelor/legumelor organice de cele non-organice, respectiv un nivel de

emisie al etilenei mult mai coborat.
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Concluzii

Obiectivele principale pe toata perioada de executie ale proiectului pana in
prezent au fost:

1. de a monitoriza concentratiile de etilena la pacientii tratati cu radiatii X,

2. de a determina daca IR si HD pot fi asociate cu cresterea stresului oxidativ
si pentru a se afla dacd masurarea amoniacului, din aerul exalat, poate fi
folosita pentru selectarea duratei optime de HD pentru stadiul dorit.

3. de a determina daca fumatorii de figara electronicd emit mai multa
concentratie de etilend Tn comparatie cu fumatorii de tigara traditionald, ca
urmare a cresterii starii de stres oxidativ.

Fara indoiala, aceaste aplicatie prezinta unele dintre cele mai noi §i interesante
directii de cercetare, in care detectia fotoacustica dovedeste rezultate promitatoare.
Investigatiile prezentate aici reprezintd testele preliminare efectuate in acest domeniu,
urmand ca In continuare aceste studii sd se extinda in sfera cercetarii medicale, avand
la baza colaborarea eficienta cu personalul de specialitate.

Masuratorile au demonstrat ca HD determina simultan o crestere a concentratiei
de etilena in aerul exalat al pacientilor (ca urmare a stresului oxidativ) si o reducere a
concentratiei de amoniac, corelata cu nivelul de uree.

Masuratorile au demonstrat ca tigara eletronica determind o scddere a
concentratiei de etilend in aerul exalat al celor opt subiecti (ca urmare a stresului
oxidativ).

Sistemul de spectroscopie fotoacustica a demonstrat ca joacd un rol important in
analiza de aer expirat din respiratia umana, atributele acestei tehnici fiind:
sensibilitatea, selectivitatea, rapiditatea de raspuns, in timp real si usurinta de utilizare.

S-a testat deasemenea emisia de etilena a probelor organice atat in conditii aerobe,
cat si anaerobe (sau conditii de stres, cu flux de azot) si s-a observat ca nivelul de
etilend se comporta similar cu nivelul de etilena din respiratia probelor non-organice,
in conditii aerobe (sau conditii normale, flux de aer sintetic). Drept urmare, se pot
corela aceste determinari efectuate in conditii anaerobe, cu rezultatele obtinute pe
probele non-organice (in conditii aerobe), emisia de etilend avand aceeasi comportare.

Ca observatie generald a determinarilor, S-a ajuns la concluzia cd pentru toate
fructele si legumele organice, emisia de etilend, in conditii aerobe este mult mai mica,

in comparatie cu nivelul de etilend provenit din respiratia fructelor si legumelor non-
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organice din supermarket-uri, aceasta din urma crescand cu mai mult de 100 %, in
toate cazurile (cu exceptia rosiilor cherry unde concentratia de etilena creste cu peste
15 %).

O cauza a cresterii concentratiei de etilend, la toate fructele si legumele non-
organice, poate fi folosirea de stimulatori de crestere, a unor bioregulatori vegetali sau
folosirea ingineriei genetice, care pot avea un impact covarsitor asupra sanatatii
oamenilor.

Potrivit organizatiei non-profit, Environmental Working Group, care analizeaza
rezultatele testelor cu pesticide in SUA, capsunele, merele, rosiile cherry, strugurii, ardeii
grasi, nectarinele, au cele mai ridicate niveluri de pesticide, si de aceea, se recomanda

cumpdrarea fructelor si legumelor organice.
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