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Cuplajul cromatografie de gaze-spectrometrie de masă (GC-MS) a fost ales de către 
majoritatea laboratoarelor implicate în studii de metabolomică. Acestă tehnică presupune 
separarea componenŃilor unui amestec pe coloana capilară a unui cromatograf de gaze 
(tehnica ideală de separare) şi identificarea folosind un spectrometru de masă (detectorul 
ideal). 

În această teză, tehnica GC-MS a fost utilizată pentru a determina, atât calitativ cât şi 
cantitativ, două clase de compuşi cu o importanŃă biologică deosebită: aminoacizii şi acizii 
graşi. 

Pe lângă faptul că sunt unităŃile structurale de bază ale proteinelor, aminoacizii sunt 
surse de energie şi precursori în biosinteza neurotransmiŃătorilor, a porfirinelor, poliaminelor 
şi a oxidului nitric. 

Acizii graşi sunt constituenŃii majori ai lipidelor. Principalele funcŃii biologice ale 
lipidelor sunt: componente structurale ale membranelor celulare, combustibili metabolici şi 
transportori ai substanŃelor liposolubile. Acizii graşi polinesaturaŃi, omega-3 şi omega-6, 
joacă un rol foarte important în ceea ce priveşte sănătatea iar acŃiunea acestora este similară 
cu cea a hormonilor. 

Cuplajul GC-MS este o metodă robustă, cu o reproductibilitate excelentă a timpilor de 
retenŃie, care poate fi automatizată cu uşurinŃă. Aceasta a fost prima tehnică folosită pe scară 
largă în analiza metaboliŃilor şi în diagnosticare. 

Această teză cuprinde şapte capitole. Primele trei capitole prezintă aspecte teoretice. 
În următoarele patru capitole sunt prezentate rezultatele analizei prin GC-MS a unor 
sistemelor biologice complexe. 

 
IV. Analiza prin GC-MS şi diluŃie izotopică a aminoacizilor şi a acizilor graşi din 

plasmă de crapi (Cyprinus carpio) hrăniŃi cu seleniu 
 
Scopul acestui studiu a fost acela de a dezvolta o metodă de analiză calitativă şi 

cantitativă a aminoacizilor şi acizilor graşi din plasmă sangvină de crap. Loturile 
experimentale au fost hrănite cu un furaj special care a conŃinut seleniu organic (Sel-Plex), 
în timp ce loturile martor au fost hrănite cu furaj obişnuit. ConcentraŃia de aminoacizi din 
plasmă reflectă calitatea nutritivă a furajului 

Perioada experimentală a durat 159 de zile, în 2008 (9.06-15.11) şi 200 de zile, în 
2009 (17.04-3.11), între cele două perioade având loc somnul de iarnă al crapului. 

Zece crapi din fiecare lot, martor şi experimental, câte 5 din varietatea Lausitz şi 5 
din varietatea GaliŃian (sau Oglindă), au fost capturaŃi şi li s-a colectat sânge în fiole cu 
heparină. 
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Etape experimentale 

Aminoacizii şi acizii graşi au fost extraşi din 0.5 mL de plasmă, pe o răşină 
schimbătoare de ioni, Dowex 50W-W8. 10 µL 15N-Met s-au adăugat fiecărei probe, ca 
standard intern, înainte de trecerea peste răşină. 2 mL de apă au “spălat” răşina şi au fost 
colectaŃi împreună cu plasma în flacoane de sticlă. Aminoacizii reŃinuŃi pe răşină au fost apoi 
eluaŃi cu 2 mL NH4OH 4M. Acizii graşi au fost extraşi din amestecul de apă şi plasma 
folosind 0.5 mL cloroform:metanol 2:1 (v:v), agitând timp de 30 s flaconul, la temperatura 
camerei. 

Probele au fost derivatizate pentru a se obŃine acizi graşi metil esteri (FAME) şi 
aminoacizi n-butil N-trifluoroacetil esteri. 

Aminoacizii au fost derivatizaŃi folosind 200µL 3M HCl în butanol, la 100°C, timp de 
1h. După răcire şi evaporare, a avut loc o reacŃie de trifluoroacetilare, folosind 100µL de 
anhidridă trifluoroacetică, la 60°C, timp de 20 min. 

Acizii graşi au fost derivatizaŃi cu 200µL 3M HCl în metanol, la 80°C, timp de 20 
min. 

S-a utilizat un cromatograf de gaze cuplat cu un spectrometru de masă Trace DSQ 
(Thermo Finnigan). Coloana capilară Rtx-5MS a cromatografului a avut următoarele 
caracteristici: 30m x 0.25mm D.I. şi o grosime a filmului de 0.25µm. 

Temperatura cuptorului, pentru separarea aminoacizilor n-trifluoroacetil N-butil esteri 
a fost: 50oC timp de 1 min, 6oC/min la 100oC, 4oC/min la 200oC, 20oC/min la 310oC, şi 
menŃinere aici timp de 5 min. 

Temperatura cuptorului pentru separarea acizilor graşi metil esteri a început de la 
50oC, 2 min, 8oC/min la 310oC, şi a fost menŃinută aici 8 min. 

Gazul purtător a fost heliul 5.5, cu o viteză de curgere de 1 mL/min. Spectrometrul de 
masă a funcŃionat în modul EI (impact de electroni), 70 eV. Curentul de emisie a fost de 
100µA. 

Analiza cantitativă a avut loc în modul SCAN: domeniul 30-520 u.a.m., pentru 
aminoacizi, şi 34-500 u.a.m., pentru acizii graşi. Următoarele condiŃii de funcŃionare au fost 
asigurate pentru spectrometrul de masă: temperatura liniei de transfer, 250°C, temperatura 
injectorului, 200°C, pentru aminoacizi şi 250°C, pentru acizii graşi, iar temperatura sursei de 
ioni, 250°C. 

1 µL din fiecare probă a fost injectat în GC-MS, în modul split (10:1), folosind un 
autosampler TriPlus. 

 
Rezultate şi discuŃii 

17 aminoacizi au fost determinaŃi cantitativ iar metoda a fost validată folosind 
etaloane. Precizia a fost de 20% DSR, excepŃie făcând arginina, cisteina şi tirozina, iar limita 
de detecŃie (LOD) a fost de 1µg/mL, pentru fiecare aminoacid (1 ng injectat). 

Ordinea de eluŃie a aminoacizilor într-o probă de plasmă a fost: alanină (Ala), glicină 
(Gly), acid γ-aminobutiric (GABA), treonină (Thr), serină (ser), valină (Val), leucină (Leu), 
izoleucină (Ile), cisteină (Cys), prolină (Pro), metionină (Met), acid aspartic (Asp), 
fenilalanină (Phe), ornitină (Orn), acid glutamic (Glu), lizină (Lys), tirozină (Tyr) şi histidină 
(His) (Fig. 1). 
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Fig.1. Cromatograma reprezentativă a aminoacizilor din plasma de crap. 

 
ConcentraŃiile de aminoacizi au fost calculate cu ajutorul formulelor (1) şi (2). 

ji

ji
i mm

AA
F =

 (1) 
unde Fi sunt factorii de răspuns, mi este cantitatea corespunzătoare compusului i, mj 

este cantitatea corespunzătoare compusului j (reprezentând standardul intern) iar Ai şi Aj sunt 
ariile compuşilor i şi j. 

ji

i
ji AF

A
gmgm

⋅
= )()( µµ

 (2) 
unde Fi sunt factorii de răspuns calculaŃi cu ajutorul standardelor, mi este cantitatea de 

corespunzătoare compusului i, mj este cantitatea corespunzătoare compusului j (reprezentând 
standardul intern) iar Ai şi Aj sunt ariile compuşilor i şi j. 

Hrănirea crapilor cu Se organic a influenŃat concentraŃia aminoacizilor din plasma lor 
sangvină. S-a remarcat o creştere a concentraŃiilor de aminoacizi în cazul ambelor varietăŃi, 
Lausitz şi GaliŃian, grupurile martor şi experimentale (Fig. 2 şi 3). 
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Fig.2. Aminoacizii (µM) din plasma crapilor Lausitz, grupul experimental (EL) şi 

martor (ML). 
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Fig.3. Aminoacizii (µM) din plasma crapilor GaliŃian, grupul experimental (EO) şi 

martor (MO). 
 
InfluenŃa pozitivă a Se organic s-a manifestat şi asupra concentraŃiei de acizi graşi din 

plasmă. Fig. 4 prezintă cromatograma reprezentativă a acizilor graşi din plasma de crap. 
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Fig.4. Cromatograma reprezentativă a acizilor graşi (FAME) dintr-o probă de plasmă 

de crap. 
 

Cu ajutorul bibliotecii de spectre NIST, au fost identificaŃi următorii acizi graşi: 
acidul palmitoleic (C16:1), acidul palmitic (C16:0), acidul linoleic (C18:2), acidul oleic 
(C18:1), acidul stearic (C18:0), cei doi izomeri ai acidului arahidonic C20:4 (acidul 5,8,11,14 
eicosatetraenoic, ETA ω-6 şi acidul 8,11,14,17 eicosatetraenoic, ETA ω-3), acidul 
eicosapentaenoic (EPA, C20:5 ω-3) şi acidul docosahexaenoic (DHA, C22:6 ω-3). 

Câte 10µg C11:1 s-au adăugat fiecărei probe, înainte de injectare, ca standard intern. 
ConcentraŃiile de acizi graşi au fost calculate cu ajutorul formulei: 

( ) 100%

1

×










×

×
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∑
=
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i i
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ji
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F
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AF
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C

 (3) 
 
unde Ci este cantitatea de compus i, Fi sunt factorii de răspuns calculaŃi cu ajutorul 

standardelor de acizi graşi, mj este cantitatea de standard intern, Ai şi Aj sunt ariile picurilor i 
şi j, Fi este factorul de răspuns corespunzător compusului i. 

Raportul DHA/EPA a avut valoarea cea mai mare în cazul crapilor Lausitz din grupul 
experimental:5.63, iar acest raport a fost de 5.53, în cazul crapilor GaliŃian din grupul 
experimental. În grupurile martor, acest raport a fost mai scăzut: 4.39, pentru crapii din 
varietatea Lausitz, respectiv 3.76, pentru cei din varietatea GaliŃian (Fig. 5). 
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Fig.5. ComparaŃia rapoartelor de acizi graşi nesaturaŃi/acizi graşi saturaŃi (UFA/SFA) 

şi acid docosahexaenoic/acid eicosapentaenoic (DHA/EPA) pentru AEL: varietatea Lausitz 
experimental, AML: Lausitz martor, AEO: GaliŃian experimental, AMO: GaliŃian martor. 

 
Concluzii 

 

� Metoda de analiză dezvoltată aici a prezentat parametri de validare buni. 
Precizia a fost de 20%(DSR), iar limita de detecŃie (LOD) a fost de 10 µg/mL, 
(10 ng injectate). 

� Folosirea unui standard intern marcat izotopic permite determinarea cu o 
precizie înaltă a metaboliŃilor. 

� Au existat diferenŃe semnificative între concentraŃiile de aminoacizi, în cazul 
ambelor varietăŃi, Lausitz şi GaliŃian. 

� Loturile hrănite cu Se organic au prezentat concentraŃii mai mari de 
aminoacizi în plasmă. 

� Hrănirea cu Se organic a determinat creşterea raportului de acizi graşi 
nesaturaŃi/acizi graşi saturaŃi, pentru ambele varietăŃi. 

� Creşterea concentraŃiei de DHA din plasma crapilor din loturile experimentale 
se datorează proprietăŃilor antioxidante ale Se. 

 
V. Analiza prin GC-MS şi diluŃie izotopică a aminoacizilor şi a acizilor graşi din 

plasmă şi carne de păstrăv de crescătorie (Onchorhynchus mykiss). VariaŃia în funcŃie 
de anotimp 

 
Scopul acestui studiu a fost acela de a dezvolta o metodă GC-MS simplă şi de 

încredere pentru determinarea aminoacizilor şi a acizilor graşi din plasmă şi carne de 
păstrăv. 

Carnea de peşte este bogată în proteine de înaltă calitate şi conŃine toŃi aminoacizii 
esenŃiali. Pe lângă aceasta, peştele este considerat cea mai importantă sursă dietetică de 
acizi graşi polinesaturaŃi, în special, de acizi graşi omega-3: eicosapentaenoic (EPA) şi 
docosahexaenoic (DHA). EPA şi DHA sunt precursori ai eicosanoizilor – molecule implicate 
în semnalizarea inter- şi intracelulară care influenŃează sistemele vascular, neuronal şi 
imunitar. 
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MetaboliŃii de interes au fost determinaŃi din plasmă sangvină şi din carne de păstrăv. 
Păstrăvii au provenit din două sisteme de creştere diferite: clasic (M - lotul martor) şi 
recirculant (E - lotul experimental). A fost studiată influenŃa anotimpurilor şi a sistemelor de 
creştere asupra concentraŃiilor de aminoacizi şi de acizi graşi. 

 

Etape experimentale 

Probele de plasmă au fost analizate primăvara şi vara, pentru determinarea 
aminoacizilor, şi în cele patru anotimpuri ale anului, pentru determinarea acizilor graşi. 
Pentru plasmă, etapele experimentale s-au desfăşurat în acelaşi mod ca şi în Capitolul IV. 
Separarea şi identificarea compuşilor s-a realizat cu ajutorul unui cromatograf de gaze Trace 
GC, cuplat cu un spectrometru de masă (Trace DSQ, Thermo Finnigan). 

Dacă în cazul extracŃie aminoacizilor şi acizilor graşi din plasmă s-a procedat ca şi în 
capitolul anterior, pentru carne, metoda de extracŃie a fost diferită. 

1 g de carne decongelată şi 1 g de nisip au fost mojarate împreună cu 5 mL de apă 
distilată. Amestecul omogen a fost centrifugat la 5800 rpm, timp de 5 min. 

0.5 mL de supernatant şi 10µg 15N-Met (standard intern) au fost trecute încet peste o 
răşină schimbătoare de ioni, de la Dowex 50W-8W, într-o coloană 2 x 40 mm. SoluŃia a fost 
colectată în flacoane de 4 mL şi folosită la extracŃia acizilor graşi. Acizii graşi au fost extraşi 
adăugând cloroform:metanol 2:1, v:v, şi agitând puternic timp de 30 s, la temperatura 
camerei. 

Aminoacizii purificaŃi pe răşină au fost extraşi trecând 2 mL de NH4OH 4M. SoluŃia 
obŃinută a fost colectată în flacoane de sticlă şi uscată în flux de azot, la 60°C. 

Etapele de derivatizare sunt aceleaşi cu cele descrise în capitolul IV, pentru analiza 
GC, obŃinându-se aminoacizi butil trifluoroacetil esteri şi acizi graşi metil esteri. 

 
Rezultate şi discuŃii 

S-au identificat şi calculat 16 aminoacizi: alanina (Ala), glicina (Gly), treonina (Thr), 
serina (Ser), valina (Val), leucina (Leu), izoleucina (Ile), prolina (Pro), hidroxiprolina (Hy-
Pro), metionina (Met), acidul aspartic (Asp), fenilalanina (Phe), ornitina (Orn), tirozina (Tyr), 
acidul glutamic (Glu) şi lizina (Lys) (Fig. 6 şi Tabelul 1). 
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RT: 10.86 - 32.36
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Fig.6. Cromatograma aminoacizilor dintr-o probă de plasmă de păstrăv. 

 
Tabelul 1. Rezultatele analizei prin GC-MS a aminoacizilor din probe de plasmă de 

păstrăv în cele două sezoane: primăvara şi vara. 
 

Aminoacid 
Masa 

moleculară 
 

Timp de 
retenŃie 
(min) 

ConcentraŃie (µM/mL) 
Media ± DS (n=10) 

Primăvara Vara 
Ala 89 12.94 551.23±80.06 486.32±61.11 
Gly 75 13.55 806.14±115.60 505.18±19.72 
Thr* 119 15.06 265.10±27.16 208.38±16.17 
Ser 105 15.51 391.32±60.41 150.70±28.74 

Val* 117 16.01 854.50±74.98 750.49±30.48 
Leu* 131 18.08 701.13±57.61 460.93±23.40 
Ile* 131 18.37 375.14±32.02 279.62±17.06 
Pro 115 21.78 393.68±21.11 460.54±25.24 

Hy-Pro 131 22.68 190.10±19.62 53.47±4.92 
Met* 149 25.15 242.83±13.74 182.71±5.40 
Asp 133 27.72 743.95±60.65 447.63±33.02 
Phe* 165 28.01 318.76±22.01 320.02±14.60 
Orn 132 28.13 103.87±11.00 82.91±6.11 
Tyr 181 30.82 55.54±10.17 69.17±4.03 
Glu 147 31.21 1692.56±117.75 1218.23±67.53 
Lys* 146 31.24 572.87±50.74 699.97±49.09 

 
* aminoacizi esenŃiali, DS- deviaŃia standard. 

 
Primăvara, concentraŃiile de aminoacizi esenŃiali au fost mai mari decât vara, cu 

excepŃia fenilalaninei şi a lizinei. 
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După derivatizare, acizii graşi au devenit metil esteri şi câte 20µg de C11:1 s-au 
adăugat în fiecare probă, ca standard intern, înainte de injectarea în GC. 

Acizii graşi, care au fost identificaŃi şi calculaŃi, sunt: acidul palmitoleic (C16:1), 
acidul palmitic (C16:0), acidul linoleic (C18:2), acidul oleic (C18:1), acidul stearic (C18:0), 
acidul eicosapentaenoic (EPA, C20:5 ω-3) şi acidul docosahexaenoic (DHA, C22:6 ω-3) 
(Fig. 7). 

RT: 12.63 - 32.82
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Fig.7. Cromatograma acizilor graşi dintr-o probă de plasmă de păstrăv. 

 
Tabelul 2. ConcentraŃiile de acizi graşi identificaŃi în plasma de păstrăv curcubeu. 

 

Acid gras 

Timp de 
retenŃie 

ConcentraŃie (% din totalul 
de acizi graşi) 

(min) Medie (n=10)   

  Primăvara Vara Toamna Iarna 

Acid palmitoleic C16:1 22,51 5,322 3,666 3,039 1,789 
Acid palmitic C16:0 22,75 21,841 20,350 21,906 32,861 
Acid linoleic C18:2 24,81 3,864 4,387 12,256 8,405 

Acid oleic C18:1 24,86 19,855 22,592 29,455 32,578 
Acid stearic C18:0 25,13 4,997 4,881 5,143 4,819 

Acid eicosapentaenoic C20:5 EPA 26,77 9,830 10,036 6,029 6,281 
Acid docosahexaenoic C22:6 DHA 28,71 34,324 34,088 22,174 13,267 

PUFA  48,02 48,51 40,46 27,95 
SFA  26,84 25,23 27,05 37,68 
UFA  73,20 74,77 72,95 62,32 

UFA/SFA  2,73 2,96 2,70 1,65 
ω-3/ω-6  11,43 10,06 2,30 2,33 
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Dintre speciile de apă dulce, carnea de păstrăv conŃine cea mai mare concentraŃie de 
acizi graşi nesaturaŃi.  

S-au determinat acizii graşi din carnea păstrăvilor curcubeu, proveniŃi din două 
sisteme de creştere diferite: clasic şi recirculant, în sezonul de toamnă. Lotul M (martor) este 
crescut în sistem clasic (compexul salmonicol Fiad-Telcişor) iar lotul E (experimental), în 
sistem recirculant, amplasat în Cluj-Napoca. Furajul utilizat şi frecvenŃa administrării 
acestuia au fost identice în cazul ambelor loturi. Un număr de 10 exemplare a fost sacrificat 
din fiecare lot. 

Limita de detecŃie (LOD) a fost de 10 µg/mL(10 ng injectate) iar precizia şi acurateŃea 
sub 20%. Randamentul extracŃiei a fost de 21%. 

Figura 8 prezintă cantitatea de acizi graşi din probele de carne obŃinute de la păstrăvi 
martor şi experiment. 
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Fig.8. ConcentraŃiile de acizi graşi (%din totalul de acizi graşi) din carnea de păstrăv, 

loturile M-martor şi E-experimental. 
 

Carnea păstrăvilor din lotul martor este mai bogată în acizi graşi nesaturaŃi (68.95%), 
comparativ cu lotul experimental (64.44%). De asemenea, carnea păstrăvilor din lotul martor 
conŃine o concentraŃie mai mică de acizi graşi saturaŃi (31.04%) faŃă de cea a păstrăvilor din 
lotul experimental (35.56%) şi o valoare mai mare a raportului de acizi graşi ω-3/ω-6 (4.69), 
faŃă de cea a păstrăvilor din lotul experimental (ω-3/ω-6 de 3.97). 

 
Concluzii 

� Metoda dezvoltată aici prezintă parametri de validare buni: precizia şi 
acurateŃea fiind < 20% DSR iar limita de detecŃie (LOD), 10 µg/mL(10 ng 
injectate). 

� ConcentraŃiile de aminoacizi şi acizi graşi au prezentat variaŃii în funcŃie de 
anotimp. 

� ConcentraŃii mai mari ale acestor metaboliŃi s-au remarcat primăvara. 
� Vara, concentraŃiile de acizi graşi din probe de plasmă au scăzut. Acest lucru 

se poate datora creşterii temperaturii apei şi schimbării modului de hrănire. 
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� Carnea obŃinută de la lotul martor, crescut în sistem clasic, a fost mai bogată în 
acizi graşi nesaturaŃi decât carnea păstrăvilor din lotul experimental, crescuŃi 
în sistem recirculant. 
 

VI. Analiza prin GC-MS şi diluŃie izotopică a aminoacizilor şi a acizilor graşi din 
salam fermentat la rece 

 
Scopul acestui studiu a fost acela de a stabili un protocol experimental rapid şi precis 

pentru analiza prin GC-MS a aminoacizilor liberi şi a acizilor graşi din probe de salam 
obŃinut prin fermentare, folosind 15N-Met, ca standard intern. S-au preparat probe conŃinând 
0.3% glucono delta-lactonă (GDL) şi 0.05% ascorbat de sodiu (ASC), şi probe conŃinând 
0.1% ascorbat de sodiu. ConŃinutul de aminoacizi a fost determinat la diferite intervale de 
timp, pe parcursul a 45 de zile de procesare. A fost stabilită o procedură de extracŃie 
simultană a aminoacizilor şi a acizilor graşi, urmată de o reacŃie de derivatizare în doi paşi 
a aminoacizilor, pentru analiza prin GC. 

 
Etape experimentale 

ExtracŃia şi derivatizarea s-au desfăşurat întocmai ca în Capitolul V, când au fost 
analizate probe de carne de păstrăv. 

S-a folosit un cromatograf de gaze (Trace GC) cuplat cu un spectrometru de masă 
(Trace DSQ, ThermoFinnigan). Coloana capilară Rtx-5MS a fost de 30m x 0.25 mm D.I., cu 
o grosime a filmului de 0.25µm. Programul de temperatură al cuptorului cromatografului de 
gaze, pentru separarea aminoacizilor derivatizaŃi (butil trifluoroacetil esteri) a fost: 50oC timp 
de 1 min, 6oC/min la 100oC, 4oC/min la 200oC, 20oC/min la 300oC, şi menŃinere 3 min. 
Programul de temperatură pentru separarea acizilor graşi derivatizaŃi (FAME) a fost: 50oC 
timp de 1 min, 8oC/min la 300oC. 

Gazul purtător a fost He 5.5, cu un debit de 1mL/min. 
Spectrometrul de masă a funcŃionat în modul de ionizare prin impact electronic (70 

eV). Curentul de emisie a fost 100µA. Analiza calitativă s-a desfăşurat în domeniul 50-500 
u.a.m. Următoarele condiŃii au avut loc: temperatura liniei de transfer a fost setată la 250°C, 
temperatura injectorului, la 200°C şi temperatura sursei de ioni, la 250°C. S-a injectat câte un 
microlitru din fiecare probă în modul split (10:1) şi folosind un autosampler TriPlus. 

 
Rezultate şi discuŃii 

 

Aminoacizii identificaŃi în probele de salam au fost: Ala, Gly, Thr, Ser, Val, Leu, Ile, 
Pro, Met, Asp, Orn, Phe, Lys, Glu, His, Tyr. 

În funcŃie de ordinea de eluŃie şi de aria relativă a picului, cei mai abundenŃi 
aminoacizi liberi au fost: alanina (Ala), histidina (His), valina (Val) şi acidul glutamic (Glu). 
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RT: 4.42 - 38.48
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Fig.9. Cromatograma de separare a aminoacizilor extraşi dintr-o probă de salam: Ala 

(Rt:12.90), Gly (Rt:13.50), Thr (Rt:15.00), Val (Rt:16.01), Pro (Rt:21.72), Asp (Rt:27.66), 
Glu (Rt:31.16), His (Rt:35.76). 

ConcentraŃiile de aminoacizi s-au calculat cu ajutorul formulei (2) şi a dreptelor de 
regresie (Tabelul 3). 10µg 15N-Met s-au adăugat ca standard intern. 

 
Tabelul 3. EcuaŃiile dreptelor de regresie şi coeficienŃii de corelaŃie. 
 

Aminoacid 
EcuaŃia curbei de 

regresie 
r 

Alanină (Ala) y = 1.017x + 12.567 0.991 
Glicină (Gly) y = 1.0682x + 13.166 0.996 
Treonină (Thr) y = 1.1285x + 15.058 0.992 
Serină (Ser) y = 1.1041x + 12.72 0.995 
Leucină (Leu) y = 1.0044x + 16.09 0.995 
Izoleucină (Ile) y = 0.8507x + 12.37 0.994 
Valină (Val) y = 1.5124x - 13.434 0.980 
Cisteină (Cys) y = 0.1667x - 6.512 0.940 
Acid gamma-aminobutiric (GABA) y = 2.207x - 8.8747 0.980 
Prolină (Pro) y = 1.0331x + 20.49 0.991 
Hidroxiprolină (Hy-Pro) y = 1.3504x - 4.257 0.993 
Metionină (Met) y = 0.0355x + 0.1319 0.9995 
Ornitină (Orn) y = 0.7645x + 8.7581 0.997 
Fenilalanină (Phe) y = 0.6542x + 26.844 0.978 
Tirozină (Tyr) y = 0.3209x - 5.2564 0.973 
Lizină (Lys) y = 1.2868x - 10.384 0.978 
Histidină (Hys) y = 0.6916x - 10.196 0.957 
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Alimentele aflate în proces de fermentare conŃin o abundenŃă de aminoacizi. Procesul 
de fermentare este cel care dă gustul unic şi savoarea alimentelor. 

Figurile 10 şi 11 arată concentraŃiile de aminoacizi (mg/g) din probele de salam 
preparate cu şi fără GDL. 
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Fig.10. VariaŃia concentraŃiilor de aminoacizi liberi din salam – varietatea I, preparată 

cu GDL, în funcŃie de durata de procesare: 0, 14, 30 şi 45 de zile. 
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Fig.11. VariaŃia concentraŃiilor de aminoacizi liberi din salam – varietatea II (fără 

GDL), în funcŃie de durata de procesare: 0, 14, 30 şi 45 de zile. 
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Acizii graşi identificaŃi în probele de salam sunt: acidul miristic (C14:0), acidul 
palmitoleic (C16:1), acidul palmitic (C16:0), acidul linoleic (C18:2, ω-6), doi dintre izomerii 
acidului oleic (9-C18:1, 12-C18:1), acidul stearic (C18:0) şi acidul arahidonic (C20:4, ω-6). 

10 µg C11:1 s-au adăugat în fiecare probă, înainte de injectare, ca standard intern. 
ConcentraŃiile de acizi graşi s-au calculat cu ajutorul formulei (3) (Tabelele 4 şi 5). 

 
Tabelul 4. ConŃinutul în acizi graşi al probelor de salam – Varianta I (0.3% GDL, 

0.05% ASC). 
 

Acid gras (%) 
Durata de procesare (zile) 
0 14 30 45 

Acid miristic (C14:0) 0.60 0.67 0.70 0.67 
Acid palmitoleic (C16:1) 1.15 1.06 1.28 1.27 
Acid palmitic (C16:0) 23.01 22.11 22.22 22.41 
Acid linoleic (C18:2) 12.93 12.88 13.03 13.04 
Acid oleic (9-C18:1) 36.47 36.28 39.24 40.36 
Acid oleic (12-C18:1) 3.64 4.59 4.33 3.42 
Acid stearic (C18:0) 18.98 19.38 16.49 16.32 
Acid arahidonic (C20:4) 2.85 2.62 2.18 2.15 
SFA1 42.59 42.16 39.41 39.40 
UFA2 57.05 57.43 60.06 60.24 
MUFA3 41.26 41.93 44.85 45.05 
EFA4 15.78 15.50 15.21 15.19 
UFA/SFA 1.34 1.36 1.52 1.53 

1SFA: acizi graşi saturaŃi (C14:0, C16:0, C18:0); 2UFA: acizi graşi nesaturaŃi (C16:1, 
9- şi 12-C18:1, C18:2, C20:4); 3MUFA: acizi graşi mononesaturaŃi (C16:1, 9- şi 12-C18:1); 
4EFA: acizi graşi esenŃiali (linoleic, arahidonic). 

 
Tabelul 5. ConŃinutul în acizi graşi al probelor de salam – Varianta II (fără GDL, 

0.1% ASC). 
 

Acid gras (%) Durata de procesare (zile) 
0 14 30 45 

Acid miristic (C14:0) 0.57 0.54 0.69 0.72 
Acid palmitoleic (C16:1) 0.95 1.02 1.20 1.30 
Acid palmitic (C16:0) 22.31 22.31 22.81 22.84 
Acid linoleic (C18:2) 13.21 14.34 14.08 13.08 
Acid oleic (9-C18:1) 34.49 35.49 37.43 38.85 
Acid oleic (12-C18:1) 4.68 3.92 3.35 3.49 
Acid stearic (C18:0) 20.03 18.64 17.18 16.90 
Acid arahidonic (C20:4) 3.50 3.46 2.96 2.42 
SFA1 42.91 41.49 40.68 40.46 
UFA2 56.83 58.23 59.02 59.14 
MUFA3 40.12 40.43 41.98 43.64 
EFA4 16.71 17.80 17.04 15.50 
UFA/SFA 1.32 1.40 1.45 1.46 
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1SFA: acizi graşi saturaŃi (C14:0, C16:0, C18:0); 2UFA: acizi graşi nesaturaŃi (C16:1, 
9- şi 12-C18:1, C18:2, C20:4); 3MUFA: acizi graşi mononesaturaŃi (C16:1, 9- şi 12-C18:1); 
4EFA: acizi graşi esenŃiali (linoleic, arahidonic). 

 
Pe parcursul perioadei de procesare, raportul UFA/SFA a crescut, în cazul ambelor 

tipuri de salam. Dintre acizii graşi, acidul oleic este cel care a crescut cel mai mult, în 
procente de masă. 

 
Concluzii 

 

� Metoda este potrivită pentru analize de rutină, cu aplicaŃii în controlul calităŃii 
alimentelor, studii de metabolism, studii de control al proceselor 
biotehnologice, de control al dietei şi etichetarea produselor alimentare. 

� În probele de salam, conŃinutul total de aminoacizi creşte pe timpul procesului 
tehnologic de la 31,66 la 48,44 mg/g, în cazul variantei fără adaos de GDL, şi 
de la 36,67 la 63,06 mg/g, la varianta cu adaos de GDL. 

� Se constată valori mai ridicate ale acidului glutamic, histidinei, valinei şi 
alaninei pe durata desfăşurării proceselor biotehnologice. 

� Pe parcursul procesului tehnologic, varianta cu adaos de GDL a prezentat o 
creştere mai mare a raportului UFA/SFA faŃă de varianta fără GDL.  

 
VII. Elaborarea şi optimizarea unor metode de diagnosticare 
 
Scopul acestui studiu a fost acela de a dezvolta o metodă de analiză cantitativă 

rapidă, minim invazivă, a aminoacizilor din spoturi de sânge uscat (20 µl), folosind diluŃia 
izotopică şi tehnica GC-MS. Metoda a fost aplicată în analiza probelor de sânge obŃinute de 
la patru pacienŃi cu fenilcetonurie (PKU). 

În multe dintre cazurile în care există o perturbare a metabolismului aminoacizilor, 
diagnosticarea promptă şi intervenŃia rapidă pot aduce beneficii enorme nou-născuŃilor iar 
uneori le poate salva viaŃa. 

Fenilcetonuria (PKU) a fost una dintre primele boli genetice pentru care s-a stabilit 
un screening neonatal. IniŃial, testul Guthrie presupunea diagnosticarea PKU prin 
restaurarea creşterii unei colonii de bacterii atunci când fenilalanina era prezentă într-o 
probă de urină sau sânge, care este o metodă semicantitativă. În zilele noastre, testul Guthrie 
a fost înlocuit cu diagnosticarea prin GC-MS şi spectrometrie de masă tandem. 

 

Etape experimentale 

 

Probele de sânge au fost absorbite pe hârtie de filtru. După ce acestea s-au uscat la 
temperatura camerei, s-a decupat 8 mm din fiecare spot şi probele s-au depus în fiole de sticlă 
cu volumul de 5 mL. 200µL metanol/HCl 0.1% s-au adăugat în fiecare fiolă iar probele au 
fost apoi Ńinute la 4°C, timp de o oră, pentru a se extrage aminoacizii. 

La fiecare 100µL de extract, s-au adăugat 0.5 µL 15N-Met, ca standard intern, iar 
excesul de solvent a fost apoi îndepărtat cu flux de azot. 
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Aminoacizii au fost derivatizaŃi printr-o reacŃie desfăşurată în doi paşi: esterificare cu 
100 µL butanol/clorură de acetil 4:1 (v/v), 100°C, 30 min, şi acetilare cu 50 µL anhidridă 
trifluoroacetică, 100°C, 30 min. Excesul de reactiv a fost complet înlăturat după fiecare pas. 
După reacŃia de acetilare, probele au fost uscate la 4°C, cu ajutorul unui flux de azot. La final, 
s-au adăugat 200 µL de acetat de etil şi câte 2µL din fiecare probă s-au injectat în GC/MS. 

Metoda a fost validată în domeniul 1-20 µg/mL. Tabelul 6 prezintă ecuaŃiile dreptelor 
de regresie şi coeficienŃii de corelaŃie ai aminoacizilor de interes. 

 
Tabelul 6. Parametrii dreptelor de regresie. 
 

Aminoacid 
EcuaŃia dreptei de 

regresie 
Coeficient de corelaŃie 

Val y = 0.2505x – 0.2092 0.990 

Leu y = 0.0752x – 0.0771 0.978 

Pro y = 0.2023x – 0.0514 0.992 

Phe y = 0.1978x – 0.0987 0.992 

Tyr y = 0.1763x – 0.0957 0.967 

 
Precizia a fost sub 5.5% (DSR), iar acurateŃea, sub 6% (DSR) (Tabelul 7). Limita de 

detecŃie (LOD) a fost de 0.01µg/mL (0.01ng analizate) iar limita de determinare cantitativă 
(LOQ) de 1 µg/mL (1ng injectat). 

 
Tabelul 7. Valorile (DSR%) pentru precizie şi acurateŃe. 
 

Etalon 
Precizie 
DSR% 

AcurateŃe 
DSR% 

20µg (n=7) 5.48 10.94 
30µg (n=5) 3.85 6.76 

 
Precizia s-a calculat, ca deviaŃie standard relativă (RSD%), cu ajutorul formulei: 

100(%) ⋅=
x

SD
RSD

  (4) 

unde SD este deviaŃia standard iar x  este valoarea medie. 
AcurateŃea s-a calculat de asemenea tot ca deviaŃie standard relativă (RSD%), 

utilizând formula de mai jos: 

100(%)
2

21 ⋅
−

=
V

VV
RSD

 (5) 
unde V1 este valoarea măsurată iar V2 este valoarea adevărată. 
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Analiza s-a realizat cu ajutorul unui cromatograf de gaze (Trace GC), cuplat cu un 
spectrometru de masă cuadrupolar (Trace DSQ, Thermo Finnigan). Ionizarea a avut loc prin 
impact electronic (energia electronilor: 70 eV, curentul de emisie: 100µA); temperatura liniei 
de transfer a fost de 250°C, temperatura injectorului, 200°C, temperatura sursei de ioni, 
250°C şi modul de injectare split 10:1. Coloana capilară Rtx-5MS a avut dimensiunile: 30 m 
x 0.25 mm, 0.25 µm grosimea filmului. He 5.5. a fost gazul purtător. 

Programul de temperatură al cromatografului de gaze a început de la 50°C (1 min), 
apoi a crescut la 260°C, cu 20°C/min, iar apoi la 300°C, cu 100°C/min (0.3 min). 
Spectrometrul de masă a funcŃionat în modul SIM (monitorizarea ionilor selectaŃi). 

 
Tabelul 8. Aminoacizii utilizaŃi ca biomarkeri şi ionii selectaŃi. 
 

Aminoacizi 
Ioni selectaŃi 
(m/z) 

Val 168 

Leu 182 

Pro 166 

Phe 91, 148 

Tyr 203, 260, 316 

 
Pentru metionina nemarcată, respectiv marcată cu 15N, s-au selectat ionii 171 şi 172. 
 
Rezultate şi discuŃii 

Figura 12 prezintă cromatograma de separare a aminoacizilor extraşi din 20µL de 
sânge şi apoi derivatizaŃi. 
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Fig.12. Cromatograma SIM GC-MS a unei probe de sânge: Val (tR = 6.91 min), Leu 

(tR = 7.39 min), Pro (tR = 8.36 min), 15N-Met SI (tR = 9.04min), Phe (tR = 9.67 min), Tyr (tR = 
10.11 min). 

 
În cazul pacientului AS, în vârstă de 9 luni la momentul începerii analizei, s-au 

remarcat diferenŃe semnificative. Pe parcursul celor două luni de monitorizare a 
tratamentului, concentraŃia de fenilalanină a scăzut de 37 de ori (Fig. 13) iar raportul Phe/Tyr 
a scăzut de la 11.9 la 2.01 (Fig. 17 a). 
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Fig.13. VariaŃia concentraŃiilor de aminoacizi pe parcursul perioadei de monitorizare a 

pacientului AS. 
 

În cazul pacientului SG (Fig.14.), dieta specială şi medicaŃia corespunzătoare au 
determinat o menŃinere a concentraŃiilor de Phe şi Tyr în limite normale. Valorile normale 
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pentru Phe sunt cuprinse între 0.61-1.45 mg/100mL, iar pentru Tyr, între 0.39-1.58 
mg/100mL (adulŃi), conform Dickinson et al. (1965)1. 
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Fig.14. VariaŃia concentraŃiilor de aminoacizi pe parcursul perioadei de monitorizare a 

pacientului SG în vârstă de 20 ani. 
 

În cazul pacientei DA, concentraŃia de Phe este mai mare în cea de-a doua lună de 
monitorizare (Fig. 15), de aprox. 5.5 ori mai mare decât valoarea medie de 0.88mg/100mL, 
considerată normală (adult). În lunile următoare, tratamentul corespunzător a determinat 
descreşterea acestei valori, precum şi a raportului Phe/Tyr, care a devenit subunitar (Fig. 17 
c). 
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Fig.15. VariaŃia concentraŃiilor de aminoacizi pentru pacienta DA, în vârstă de 28 ani. 

 

                                                             
1
 J. C. Dickinson, H. Rosenblum, P. B. Hamilton, The free amino acids in the plasma of the newborn infant by 

ion exchange chromatography, Pediatrics, 36, (1965), pp. 2-13. 
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Fig.16. VariaŃia concentraŃiilor de aminoacizi pe parcursul perioadei de monitorizare, 

pentru pacienta CR, în vârstă de 16 ani. 
 

EficienŃa tratamentului poate fi controlată urmărind valorile raportului Phe/Tyr. 
Scăderea cea mai pronunŃată a acestui raport, ca răspuns la tratamentul indicat pentru PKU, 
se remarcă în cazul pacientului AS. În cazul pacienŃilor SG şi DA, raportul Phe/Tyr este 
menŃinut sub 3, în majoritatea datelor de analiză, cu o singură excepŃie, de 4.5, la data de 
1.02.2011, pentru DA. În ultima lună în care i s-a prelevat sânge pentru monitorizare, 
pacienta CR a prezentat un raport Phe/Tyr mai mare decât 4. 
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c)       d) 
Fig. 17. Valorile raportului Phe/Tyr pentru fiecare pacient implicat în acest studiu. 

 
Studiile au arătat că expunerea timpurie la un nivel ridicat de Phe, pe o perioadă lungă 

de timp, este extrem de nocivă pentru funcŃiile executive ale creierului. Un raport ridicat de 
Phe/Tyr afectează sinteza dopaminei deoarece tirozina este un precursor al 
neurotransmiŃătorilor din grupul catecolaminelor (dopamina, norepinefrina şi epinefrina). 

 
Concluzii 

� GC-MS este o metodă sensibilă, precisă şi rapidă, şi reprezintă o alternativă 
ieftină pentru diagnosticarea şi monitorizarea bolilor de eroare de metabolism. 

� Metoda propusă aici a fost validată în domeniul: 1-20 µg/mL şi prezintă o 
bună liniaritate pentru fiecare dintre aminoacizii de interes. 

� Metoda este simplă, rapidă şi reproductibilă. Utilizarea diluŃiei izotopice 
conduce la creşterea preciziei şi acurateŃii metodei. 

� Metoda propusă permite monitorizarea tratamentului şi determinarea 
raportului Phe/Tyr, ca indicator rapid al PKU. 

� Metoda propusă poate fi folosită şi în diagnosticarea şi monitorizarea altor boli 
de eroare de metabolism, precum: boala urinei cu miros de arŃar (MSUD), 
prolinemia, metioninemia, tirozinemia. 
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