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Cuplajul cromatografie de gaze-spectrometrie de masd (GC-MS) a fost ales de catre
majoritatea laboratoarelor implicate n studii de metabolomica. Acesta tehnica presupune
separarea componentilor unui amestec pe coloana capilard a unui cromatograf de gaze
(tehnica ideald de separare) si identificarea folosind un spectrometru de masa (detectorul
ideal).

In aceastd tezd, tehnica GC-MS a fost utilizata pentru a determina, atat calitativ cat si
cantitativ, doud clase de compusi cu o importantd biologicd deosebita: aminoacizii si acizii
grasi.

Pe langa faptul ca sunt unitatile structurale de baza ale proteinelor, aminoacizii sunt
surse de energie si precursori in biosinteza neurotransmitdtorilor, a porfirinelor, poliaminelor
si a oxidului nitric.

Acizii grasi sunt constituentii majori ai lipidelor. Principalele functii biologice ale
lipidelor sunt: componente structurale ale membranelor celulare, combustibili metabolici si
transportori ai substantelor liposolubile. Acizii grasi polinesaturati, omega-3 si omega-6,
joaca un rol foarte important in ceea ce priveste sdndtatea iar actiunea acestora este similara
cu cea a hormonilor.

Cuplajul GC-MS este o metoda robusta, cu o reproductibilitate excelentd a timpilor de
retentie, care poate fi automatizata cu usurintd. Aceasta a fost prima tehnica folositd pe scara
larga in analiza metabolitilor si In diagnosticare.

Aceasta teza cuprinde sapte capitole. Primele trei capitole prezinta aspecte teoretice.
In urmitoarele patru capitole sunt prezentate rezultatele analizei prin GC-MS a unor
sistemelor biologice complexe.

IV. Analiza prin GC-MS si dilutie izotopica a aminoacizilor si a acizilor grasi din
plasma de crapi (Cyprinus carpio) hraniti cu seleniu

Scopul acestui studiu a fost acela de a dezvolta o metoda de analiza calitativa si
cantitativa a aminoacizilor s§i acizilor grasi din plasma sangvina de crap. Loturile
experimentale au fost hranite cu un furaj special care a continut seleniu organic (Sel-Plex),
in timp ce loturile martor au fost hranite cu furaj obisnuit. Concentratia de aminoacizi din
plasma reflecta calitatea nutritiva a furajului

Perioada experimentald a durat 159 de zile, in 2008 (9.06-15.11) si 200 de zile, in
2009 (17.04-3.11), intre cele doud perioade avind loc somnul de iarna al crapului.

Zece crapi din fiecare lot, martor §i experimental, cdte 5 din varietatea Lausitz si 5
din varietatea Galitian (sau Oglinda), au fost capturati §i li s-a colectat sdnge in fiole cu
heparina.



Etape experimentale

Aminoacizii §i acizii grasi au fost extrasi din 0.5 mL de plasma, pe o rasina
schimbitoare de ioni, Dowex 50W-W8. 10 pL "N-Met s-au adiugat fiecirei probe, ca
standard intern, inainte de trecerea peste rasind. 2 mL de apa au “spdlat” rasina si au fost
colectati impreuna cu plasma in flacoane de sticla. Aminoacizii retinuti pe ragina au fost apoi
eluati cu 2 mL NH4OH 4M. Acizii grasi au fost extrasi din amestecul de apd si plasma
folosind 0.5 mL cloroform:metanol 2:1 (v:v), agitdnd timp de 30 s flaconul, la temperatura
camerei.

Probele au fost derivatizate pentru a se obtine acizi grasi metil esteri (FAME) si
aminoacizi n-butil N-trifluoroacetil esteri.

Aminoacizii au fost derivatizati folosind 200pL 3M HCI in butanol, la 100°C, timp de
lh. Dupa racire si evaporare, a avut loc o reactie de trifluoroacetilare, folosind 100uL de
anhidrida trifluoroacetica, la 60°C, timp de 20 min.

Acizii grasi au fost derivatizati cu 200uL 3M HCI in metanol, la 80°C, timp de 20
min.

S-a utilizat un cromatograf de gaze cuplat cu un spectrometru de masa Trace DSQ
(Thermo Finnigan). Coloana capilarda Rtx-5SMS a cromatografului a avut urmatoarele
caracteristici: 30m x 0.25mm D.I. si o grosime a filmului de 0.25um.

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

Temperatura cuptorului pentru separarea acizilor grasi metil esteri a inceput de la
50°C, 2 min, 8°C/min la 310°C, si a fost mentinuta aici 8 min.

Gazul purtdtor a fost heliul 5.5, cu o viteza de curgere de 1 mL/min. Spectrometrul de
masd a functionat in modul EI (impact de electroni), 70 eV. Curentul de emisie a fost de
100pA.

Analiza cantitativa a avut loc in modul SCAN: domeniul 30-520 u.a.m., pentru
aminoacizi, si 34-500 u.a.m., pentru acizii grasi. Urmatoarele conditii de functionare au fost
asigurate pentru spectrometrul de masa: temperatura liniei de transfer, 250°C, temperatura
injectorului, 200°C, pentru aminoacizi si 250°C, pentru acizii grasi, iar temperatura sursei de
ioni, 250°C.

1 pL din fiecare proba a fost injectat in GC-MS, n modul split (10:1), folosind un
autosampler TriPlus.

Rezultate si discutii

17 aminoacizi au fost determinati cantitativ iar metoda a fost validatd folosind
etaloane. Precizia a fost de 20% DSR, exceptie facand arginina, cisteina i tirozina, iar limita
de detectie (LOD) a fost de 1pg/mL, pentru fiecare aminoacid (1 ng injectat).

Ordinea de elutie a aminoacizilor Intr-o proba de plasma a fost: alanind (Ala), glicina
(Gly), acid y-aminobutiric (GABA), treonind (Thr), serina (ser), valind (Val), leucinad (Leu),
izoleucina (Ile), cisteind (Cys), prolind (Pro), metionina (Met), acid aspartic (Asp),
fenilalanina (Phe), ornitina (Orn), acid glutamic (Glu), lizinad (Lys), tirozina (Tyr) si histidina
(His) (Fig. 1).
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Fig.1. Cromatograma reprezentativa a aminoacizilor din plasma de crap.

Concentratiile de aminoacizi au fost calculate cu ajutorul formulelor (1) si (2).
_A/4,
")
unde F; sunt factorii de rdspuns, m; este cantitatea corespunzatoare compusului i, m;
este cantitatea corespunzdtoare compusului j (reprezentdnd standardul intern) iar 4; si 4; sunt

i

ariile compusilor i i j.

A,
m;(ug) =m;(ug)———
F -A.
RIS
unde F; sunt factorii de rdspuns calculati cu ajutorul standardelor, m; este cantitatea de
corespunzatoare compusului i, m; este cantitatea corespunzatoare compusului j (reprezentand

standardul intern) iar A4; si 4; sunt ariile compusilor i si ;.

Hranirea crapilor cu Se organic a influentat concentratia aminoacizilor din plasma lor
sangvind. S-a remarcat o crestere a concentratiilor de aminoacizi in cazul ambelor varietati,

Lausitz si Galitian, grupurile martor si experimentale (Fig. 2 si 3).
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Fig.3. Aminoacizii (uM) din plasma crapilor Galitian, grupul experimental (EO) si
martor (MO).

Influenta pozitiva a Se organic s-a manifestat si asupra concentratiei de acizi grasi din
plasma. Fig. 4 prezinta cromatograma reprezentativa a acizilor grasi din plasma de crap.



RT: 21.10 - 31.03
2227 NL:
1005 9.58E7
E c16:0 TICF: MS
acgrasicrap
lausitzexpA
EL1

©
a

©
o

[+
[

C18:2+C18:1

@
=]

~
[

~
o

24.36

[
a

60 DHA

55

50
L 24.30 28.16
4 40 c18:0 ETA

c16:1
35
EPA
30
25 22.01 24.63

26.16

N
o

a
a

a
o

21.96

28.31 29.24
30.09 30.37

B L R A L R L A A A A L R R A L L A A L s A A A I L A A L A A A R RSN L AR A A MY
22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

a

21.80 2285 || 23.22

o

Time (min)
Fig.4. Cromatograma reprezentativd a acizilor grasi (FAME) dintr-o proba de plasma
de crap.

Cu ajutorul bibliotecii de spectre NIST, au fost identificati urmatorii acizi grasi:
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 -6 si acidul 8,11,14,17 eicosatetracnoic, ETA ®-3), acidul
eicosapentaenoic (EPA, C20:5 ®-3) si acidul docosahexaenoic (DHA, C22:6 m-3).

Cate 10pg C11:1 s-au addugat fiecarei probe, inainte de injectare, ca standard intern.
Concentratiile de acizi grasi au fost calculate cu ajutorul formulei:

m; x4,

F x4
BN

unde C; este cantitatea de compus i, F; sunt factorii de raspuns calculati cu ajutorul
standardelor de acizi grasi, m; este cantitatea de standard intern, A; si A; sunt ariile picurilor i
si j, F; este factorul de rdspuns corespunzator compusului i.

Raportul DHA/EPA a avut valoarea cea mai mare in cazul crapilor Lausitz din grupul
experimental:5.63, iar acest raport a fost de 5.53, in cazul crapilor Galitian din grupul

experimental. In grupurile martor, acest raport a fost mai scizut: 4.39, pentru crapii din
varietatea Lausitz, respectiv 3.76, pentru cei din varietatea Galitian (Fig. 5).
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Fig.5. Comparatia rapoartelor de acizi grasi nesaturati/acizi grasi saturati (UFA/SFA)
si acid docosahexaenoic/acid eicosapentaenoic (DHA/EPA) pentru AEL: varietatea Lausitz
experimental, AML: Lausitz martor, AEO: Galitian experimental, AMO: Galitian martor.

Concluzii

* Metoda de analizd dezvoltatd aici a prezentat parametri de validare buni.
Precizia a fost de 20%(DSR), iar limita de detectie (LOD) a fost de 10 pg/mL,
(10 ng injectate).

* Folosirea unui standard intern marcat izotopic permite determinarea cu o
precizie inalta a metabolitilor.

* Au existat diferente semnificative intre concentratiile de aminoacizi, in cazul
ambelor varietati, Lausitz si Galitian.

* Loturile hrdnite cu Se organic au prezentat concentratii mai mari de
aminoacizi in plasma.

* Hrénirea cu Se organic a determinat cresterea raportului de acizi grasi
nesaturati/acizi grasi saturati, pentru ambele varietati.

» Cresterea concentratiei de DHA din plasma crapilor din loturile experimentale
se datoreaza proprietatilor antioxidante ale Se.

V. Analiza prin GC-MS si dilutie izotopicad a aminoacizilor si a acizilor grasi din
plasma si carne de pastrav de crescatorie (Onchorhynchus mykiss). Variatia in functie
de anotimp

Scopul acestui studiu a fost acela de a dezvolta o metoda GC-MS simpla si de
incredere pentru determinarea aminoacizilor §i a acizilor grasi din plasmad §i carne de
pastrav.

Carnea de peste este bogata in proteine de inalta calitate §i contine toti aminoacizii
esentiali. Pe ldnga aceasta, pestele este considerat cea mai importantda sursa dietetica de
acizi gragi polinesaturati, in special, de acizi grasi omega-3: eicosapentaenoic (EPA) si
docosahexaenoic (DHA). EPA si DHA sunt precursori ai eicosanoizilor — molecule implicate
in semnalizarea inter- §i intracelulara care influenteaza sistemele vascular, neuronal si
imunitar.



Metabolitii de interes au fost determinati din plasma sangvind si din carne de pastrav.
Pastravii au provenit din doud sisteme de crestere diferite: clasic (M - lotul martor) si
recirculant (E - lotul experimental). A fost studiata influenta anotimpurilor si a sistemelor de
crestere asupra concentratiilor de aminoacizi si de acizi grasi.

Etape experimentale

Probele de plasmda au fost analizate primavara si vara, pentru determinarea
aminoacizilor, si in cele patru anotimpuri ale anului, pentru determinarea acizilor grasi.
Pentru plasma, etapele experimentale s-au desfasurat in acelasi mod ca si in Capitolul IV.
Separarea si identificarea compusilor s-a realizat cu ajutorul unui cromatograf de gaze Trace
GC, cuplat cu un spectrometru de masa (Trace DSQ, Thermo Finnigan).

Daca 1n cazul extractie aminoacizilor si acizilor grasi din plasma s-a procedat ca si n
capitolul anterior, pentru carne, metoda de extractie a fost diferita.

1 g de carne decongelata si 1 g de nisip au fost mojarate Impreuna cu 5 mL de apa
distilatd. Amestecul omogen a fost centrifugat la 5800 rpm, timp de 5 min.

0.5 mL de supernatant si 10pg "N-Met (standard intern) au fost trecute incet peste o
ragina schimbatoare de ioni, de la Dowex S0W-8W, intr-o coloand 2 x 40 mm. Solutia a fost
colectatd in flacoane de 4 mL si folosita la extractia acizilor gragi. Acizii grasi au fost extrasi
adaugand cloroform:metanol 2:1, v:v, si agitdnd puternic timp de 30 s, la temperatura
camerei.

Aminoacizii purificati pe rdsina au fost extrasi trecand 2 mL de NH4OH 4M. Solutia
obtinuta a fost colectatd in flacoane de sticla si uscata in flux de azot, la 60°C.

Etapele de derivatizare sunt aceleasi cu cele descrise in capitolul IV, pentru analiza
GC, obtinandu-se aminoacizi butil trifluoroacetil esteri i acizi grasi metil esteri.

Rezultate si discutii

S-au identificat si 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) si lizina (Lys) (Fig. 6 si Tabelul 1).
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Fig.6. Cromatograma aminoacizilor dintr-o proba de plasma de pastrav.

Tabelul 1. Rezultatele analizei prin GC-MS a aminoacizilor din probe de plasma de
pastrav in cele doud sezoane: primavara si vara.

Masa Timp de Concentratie (uM/mL)
Aminoacid  moleculara retentie Media = DS (n=10)
(min) Primavara 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+13.74 182.7145.40
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 esentiali, DS- deviatia standard.

Primavara, concentratiile de aminoacizi esentiali au fost mai mari decat vara, cu
exceptia fenilalaninei si a lizinei.
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Dupéa derivatizare, acizii grasi au devenit metil esteri si cate 20ug de C11:1 s-au
adaugat in fiecare proba, ca standard intern, inainte de injectarea in GC.

Acizii grasi, care au fost identificati si calculati, 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 ®-3) si acidul docosahexaenoic (DHA, C22:6 ®»-3)

(Fig. 7).
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Fig.7. Cromatograma acizilor grasi dintr-o proba de plasma de pastrav.

Tabelul 2. Concentratiile de acizi grasi identificati in plasma de pastrav curcubeu.

Timpde  Concentratie (% din totalul

) retentie de acizi grasi)
Acid gras (min) Medie (n=10)
Primdvara Vara Toamna larna
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 4997 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 34324 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
@-3/®-6 11,43 10,06 2,30 2,33
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Dintre speciile de apa dulce, carnea de pastrav contine cea mai mare concentratie de
acizi grasi nesaturati.

S-au determinat acizii grasi din carnea pastravilor curcubeu, proveniti din doud
sisteme de crestere diferite: clasic si recirculant, in sezonul de toamna. Lotul M (martor) este
crescut in sistem clasic (compexul salmonicol Fiad-Telcisor) iar lotul E (experimental), in
sistem recirculant, amplasat in Cluj-Napoca. Furajul utilizat si frecventa administrarii
acestuia au fost identice in cazul ambelor loturi. Un numar de 10 exemplare a fost sacrificat
din fiecare lot.

Limita de detectie (LOD) a fost de 10 pg/mL(10 ng injectate) iar precizia §i acuratetea

sub 20%. Randamentul extractiei a fost de 21%.
Figura 8 prezinta cantitatea de acizi grasi din probele de carne obtinute de la pastravi

martor §i experiment.
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Fig.8. Concentratiile de acizi grasi (%din totalul de acizi grasi) din carnea de pastrav,
loturile M-martor si E-experimental.

Carnea pastravilor din lotul martor este mai bogata in acizi grasi nesaturati (68.95%),
comparativ cu lotul experimental (64.44%). De asemenea, carnea pastravilor din lotul martor
contine o concentratie mai mica de acizi grasi saturati (31.04%) fatd de cea a pastravilor din
lotul experimental (35.56%) si o valoare mai mare a raportului de acizi grasi ®-3/w-6 (4.69),
fatd de cea a pastravilor din lotul experimental (®-3/w-6 de 3.97).

Concluzii

= Metoda dezvoltatd aici prezintd parametri de validare buni: precizia si
acuratetea fiind < 20% DSR iar limita de detectie (LOD), 10 ug/mL(10 ng
injectate).

* Concentratiile de aminoacizi §i acizi grasi au prezentat variatii in functie de
anotimp.

» Concentratii mai mari ale acestor metabolifi s-au remarcat primavara.

* Vara, concentratiile de acizi grasi din probe de plasméa au scazut. Acest lucru
se poate datora cresterii temperaturii apei si schimbarii modului de hranire.
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= (Carnea obtinuta de la lotul martor, crescut in sistem clasic, a fost mai bogata in
acizi grasi nesaturati decat carnea pastravilor din lotul experimental, crescuti
in sistem recirculant.

VI. Analiza prin GC-MS si dilutie izotopica a aminoacizilor si a acizilor grasi din
salam fermentat la rece

Scopul acestui studiu a fost acela de a stabili un protocol experimental rapid §i precis
pentru analiza prin GC-MS a aminoacizilor liberi si a acizilor grasi din probe de salam
obtinut prin fermentare, folosind > N-Met, ca standard intern. S-au preparat probe contindnd
0.3% glucono delta-lactona (GDL) si 0.05% ascorbat de sodiu (ASC), si probe contindnd
0.1% ascorbat de sodiu. Continutul de aminoacizi a fost determinat la diferite intervale de
timp, pe parcursul a 45 de zile de procesare. A fost stabilita o procedura de extractie
simultana a aminoacizilor si a acizilor grasi, urmata de o reactie de derivatizare in doi pasi
a aminoacizilor, pentru analiza prin GC.

Etape experimentale

Extractia si derivatizarea s-au desfasurat intocmai ca in Capitolul V, cand au fost
analizate probe de carne de pastrav.

S-a folosit un cromatograf de gaze (Trace GC) cuplat cu un spectrometru de masa
(Trace DSQ, ThermoFinnigan). Coloana capilarda Rtx-SMS a fost de 30m x 0.25 mm D.L., cu
o grosime a filmului de 0.25pm. Programul de temperatura al cuptorului cromatografului de
gaze, pentru separarea aminoacizilor derivatizati (butil trifluoroacetil esteri) a fost: 50°C timp
de 1 min, 6°C/min la 100°C, 4°C/min la 200°C, 20°C/min la 300°C, si mentinere 3 min.
Programul de temperaturd pentru separarea acizilor grasi derivatizati (FAME) a fost: 50°C
timp de 1 min, 8°C/min la 300°C.

Gazul purtator a fost He 5.5, cu un debit de ImL/min.

Spectrometrul de masa a functionat in modul de ionizare prin impact electronic (70
eV). Curentul de emisie a fost 100puA. Analiza calitativa s-a desfasurat in domeniul 50-500
u.a.m. Urmatoarele conditii au avut loc: temperatura liniei de transfer a fost setatd la 250°C,
temperatura injectorului, la 200°C si temperatura sursei de ioni, la 250°C. S-a injectat cate un
microlitru din fiecare proba in modul split (10:1) si folosind un autosampler TriPlus.

Rezultate si discutii
Aminoacizii identificati in probele de salam au fost: Ala, Gly, Thr, Ser, Val, Leu, Ile,
Pro, Met, Asp, Orn, Phe, Lys, Glu, His, Tyr.

In functic de ordinea de elutie si de aria relativi a picului, cei mai abundenti
aminoacizi liberi au fost: alanina (Ala), histidina (His), valina (Val) si acidul glutamic (Glu).
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Fig.9. Cromatograma de separare a aminoacizilor extrasi dintr-o proba 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).

Concentratiile de aminoacizi s-au calculat cu ajutorul formulei (2) si a dreptelor de
regresie (Tabelul 3). 10ug >N-Met s-au adaugat ca standard intern.

Tabelul 3. Ecuatiile dreptelor de regresie si coeficientii de corelatie.

Ecuatia curbei de

Aminoacid . r
regresie

Alanina (Ala) y=1.017x + 12.567 0.991
Glicina (Gly) y=1.0682x + 13.166 0.996
Treonina (Thr) y=1.1285x + 15.058 0.992
Serina (Ser) y=1.1041x+12.72 0.995
Leucina (Leu) y =1.0044x + 16.09 0.995
Izoleucina (Ile) y=0.8507x + 12.37 0.994
Valind (Val) y=1.5124x - 13.434 0.980
Cisteina (Cys) y=0.1667x - 6.512 0.940
Acid gamma-aminobutiric (GABA) y=2.207x - 8.8747 0.980
Prolind (Pro) y=1.0331x + 20.49 0.991
Hidroxiprolina (Hy-Pro) y =1.3504x - 4.257 0.993
Metionina (Met) y =0.0355x + 0.1319 0.9995
Ornitind (Orn) y=0.7645x + 8.7581 0.997
Fenilalanina (Phe) y =0.6542x + 26.844 0.978
Tirozina (Tyr) y =0.3209x - 5.2564 0.973
Lizina (Lys) y=1.2868x - 10.384 0.978
Histidina (Hys) y=0.6916x - 10.196 0.957
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Alimentele aflate in proces de fermentare contin o abundentd de aminoacizi. Procesul
de fermentare este cel care da gustul unic si savoarea alimentelor.

Figurile 10 si 11 aratd concentratiile de aminoacizi (mg/g) din probele de salam
preparate cu si fard GDL.
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Fig.10. Variatia concentratiilor de aminoacizi liberi din salam — varietatea I, preparata
cu GDL, in functie de durata de procesare: 0, 14, 30 si 45 de zile.
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Fig.11. Variatia concentratiilor de aminoacizi liberi din salam — varietatea II (fara
GDL), in functie de durata de procesare: 0, 14, 30 si 45 de zile.
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Acizii grasi identificati in probele de salam sunt: acidul miristic (C14:0), acidul
palmitoleic (C16:1), acidul palmitic (C16:0), acidul linoleic (C18:2, ®-6), doi dintre izomerii
acidului oleic (9-C18:1, 12-C18:1), acidul stearic (C18:0) si acidul arahidonic (C20:4, ®-6).

10 pug CI11:1 s-au adaugat in fiecare proba, inainte de injectare, ca standard intern.
Concentratiile de acizi grasi s-au calculat cu ajutorul formulei (3) (Tabelele 4 si 5).

Tabelul 4. Continutul in acizi grasi al probelor de salam — Varianta I (0.3% GDL,
0.05% ASC).

. o Durata de procesare (zile)

Acid gras (%) 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 2222 2241
Acid linoleic (C18:2) 12.93 12.88 13.03 13.04

Acid oleic (9-C18:1) 3647 3628  39.24  40.36
Acid oleic (12-C18:1) 3.64 4.59 433 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
SFA' 4259 4216 3941 39.40
UFA® 57.05 5743  60.06  60.24
MUFA’? 4126 4193 4485  45.05
EFA* 15.78 15.50 15.21 15.19
UFA/SFA 1.34 1.36 1.52 1.53

'SFA: acizi grasi saturati (C14:0, C16:0, C18:0); “UFA: acizi grasi nesaturati (C16:1,
9- 51 12-C18:1, C18:2, C20:4); SMUFA: acizi grasi mononesaturati (C16:1, 9- si 12-C18:1);
*EFA: acizi grasi esentiali (linoleic, arahidonic).

Tabelul 5. Continutul in acizi grasi al probelor de salam — Varianta II (fara 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 2231 22.81 22.84
Acid linoleic (C18:2) 13.21 14.34 14.08 13.08
Acid oleic (9-C18:1) 3449 3549 3743  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 2.96 242
SFA' 4291 4149  40.68  40.46
UFA® 56.83 5823  59.02  59.14
MUFA? 40.12 4043 4198 43.64
EFA* 1671 17.80  17.04  15.50
UFA/SFA 1.32  1.40 1.45 1.46
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'SFA: acizi grasi saturati (C14:0, C16:0, C18:0); *UFA: acizi grasi nesaturati (C16:1,
9- 51 12-C18:1, C18:2, C20:4); SMUFA: acizi grasi mononesaturati (C16:1, 9- si 12-C18:1);
*EFA: acizi grasi esentiali (linoleic, arahidonic).

Pe parcursul perioadei de procesare, raportul UFA/SFA a crescut, in cazul ambelor
tipuri de salam. Dintre acizii gragi, acidul oleic este cel care a crescut cel mai mult, in
procente de masa.

Concluzii

* Metoda este potrivitd pentru analize de rutind, cu aplicatii in controlul calitatii
alimentelor, studii de metabolism, studii de control al proceselor
biotehnologice, de control al dietei si etichetarea produselor alimentare.

= In probele de salam, continutul total de aminoacizi creste pe timpul procesului
tehnologic de la 31,66 la 48,44 mg/g, in cazul variantei fara adaos de GDL, si
de 1a 36,67 1a 63,06 mg/g, la varianta cu adaos de GDL.

* Se constatd valori mai ridicate ale acidului glutamic, histidinei, valinei si
alaninei pe durata desfasurarii proceselor biotehnologice.

= Pe parcursul procesului tehnologic, varianta cu adaos de GDL a prezentat o
crestere mai mare a raportului UFA/SFA fata de varianta fara GDL.

VII. Elaborarea si optimizarea unor metode de diagnosticare

Scopul acestui studiu a fost acela de a dezvolta o metoda de analiza cantitativa
rapidd, minim invazivd, a aminoacizilor din spoturi de sange uscat (20 ul), folosind dilutia
izotopica i tehnica GC-MS. Metoda a fost aplicata in analiza probelor de sange obtinute de
la patru pacienti cu fenilcetonurie (PKU).

In multe dintre cazurile in care existd o perturbare a metabolismului aminoacizilor,
diagnosticarea prompta §i interventia rapida pot aduce beneficii enorme nou-ndscutilor iar
uneori le poate salva viata.

Fenilcetonuria (PKU) a fost una dintre primele boli genetice pentru care s-a stabilit
un screening neonatal. Initial, testul Guthrie presupunea diagnosticarea PKU prin
restaurarea cresterii unei colonii de bacterii atunci cand fenilalanina era prezentd intr-o
probd de urind sau sange, care este o metodd semicantitativd. In zilele noastre, testul Guthrie
a fost inlocuit cu diagnosticarea prin GC-MS §i spectrometrie de masa tandem.

Etape experimentale

Probele de sange au fost absorbite pe hartie de filtru. Dupa ce acestea s-au uscat la
temperatura camerei, s-a decupat 8 mm din fiecare spot si probele s-au depus in fiole de sticla
cu volumul de 5 mL. 200uL. metanol/HCI 0.1% s-au adaugat in fiecare fiold iar probele au
fost apoi tinute la 4°C, timp de o ora, pentru a se extrage aminoacizii.

La fiecare 100pL de extract, s-au adaugat 0.5 pL '"N-Met, ca standard intern, iar
excesul de solvent a fost apoi Indepartat cu flux de azot.
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Aminoacizii au fost derivatizati printr-o reactie desfasuratd in doi pasi: esterificare cu
100 pL butanol/clorura de acetil 4:1 (v/v), 100°C, 30 min, si acetilare cu 50 pL anhidrida
trifluoroacetica, 100°C, 30 min. Excesul de reactiv a fost complet inlaturat dupa fiecare pas.
Dupa reactia de acetilare, probele au fost uscate la 4°C, cu ajutorul unui flux de azot. La final,
s-au adaugat 200 pL de acetat de etil si cate 2uL din fiecare proba s-au injectat in GC/MS.

Metoda a fost validata in domeniul 1-20 pg/mL. Tabelul 6 prezinta ecuatiile dreptelor
de regresie si coeficientii de corelatie ai aminoacizilor de interes.

Tabelul 6. Parametrii dreptelor de regresie.

Ecuatia dreptei de

Aminoacid : Coeficient de corelatie
regresie
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 acuratetea, sub 6% (DSR) (Tabelul 7). Limita de
detectie (LOD) a fost de 0.01pg/mL (0.01ng analizate) iar limita de determinare cantitativa
(LOQ) de 1 pg/mL (Ing injectat).

Tabelul 7. Valorile (DSR%) pentru precizie si acuratete.

Precizie Acuratete
DSR% DSR%
20ug (n=7) 5.48 10.94
30ug (n=5) 3.85 6.76

Etalon

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

RSD(%) = 22100

x 4)
unde SD este deviatia standard iar * este valoarea medie.
Acuratetea s-a calculat de asemenea tot ca deviatie standard relativa (RSD%),
utilizand formula de mai jos:

RSD(%) = il
(%) =——=-100

£ 5)

unde V, este valoarea masurata iar V, este valoarea adevarata.
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Analiza s-a realizat cu ajutorul unui cromatograf de gaze (Trace GC), cuplat cu un
spectrometru de masa cuadrupolar (Trace DSQ, Thermo Finnigan). Ionizarea a avut loc prin
impact electronic (energia electronilor: 70 eV, curentul de emisie: 100pA); temperatura liniei
de transfer a fost de 250°C, temperatura injectorului, 200°C, temperatura sursei de ioni,
250°C si modul de injectare split 10:1. Coloana capilara Rtx-5MS a avut dimensiunile: 30 m
x 0.25 mm, 0.25 pm grosimea filmului. He 5.5. a fost gazul purtitor.

Programul de temperatura al cromatografului de gaze a inceput 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 masa a functionat in modul SIM (monitorizarea ionilor selectati).

Tabelul 8. Aminoacizii utilizati ca biomarkeri si ionii selectati.

Aminoacizi

Ioni selectati
(m/z)

Val
Leu
Pro

Phe

Tyr

168
182
166

91, 148

203, 260, 316

Pentru metionina nemarcata, respectiv marcata cu 1N, s-au selectat ionii 171 si 172.

Rezultate si discutii

Figura 12 prezintd cromatograma de separare a aminoacizilor extrasi din 20pL de

sange si apoi derivatizati.
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Fig.12. Cromatograma SIM GC-MS a unei probe de sange: Val (tg = 6.91 min), Leu
(tg = 7.39 min), Pro (tg = 8.36 min), °N-Met S/ (tz = 9.04min), Phe (tx = 9.67 min), Tyr (tg =
10.11 min).

In cazul pacientului AS, in varsti de 9 luni la momentul inceperii analizei, s-au
remarcat diferente semnificative. Pe parcursul celor doud luni de monitorizare a
tratamentului, concentratia de fenilalanina a scazut de 37 de ori (Fig. 13) iar raportul Phe/Tyr
ascazutdela 11.9 1a 2.01 (Fig. 17 a).
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Fig.13. Variatia concentratiilor de aminoacizi pe parcursul perioadei de monitorizare a
pacientului AS.

In cazul pacientului SG (Fig.14.), dieta speciald si medicatia corespunzitoare au
determinat o mentinere a concentratiilor de Phe si Tyr in limite normale. Valorile normale
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pentru Phe sunt cuprinse intre 0.61-1.45 mg/100mL, iar pentru Tyr, intre 0.39-1.58
mg/100mL (adulti), conform Dickinson et al. (1965)1.
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Fig.14. Variatia concentratiilor de aminoacizi pe parcursul perioadei de monitorizare a
pacientului SG in varsta de 20 ani.

In cazul pacientei DA, concentratia de Phe este mai mare in cea de-a doua lund de
monitorizare (Fig. 15), de aprox. 5.5 ori mai mare decét valoarea medie de 0.88mg/100mL,
considerati normald (adult). In lunile urmitoare, tratamentul corespunzitor a determinat
descresterea acestei valori, precum si a raportului Phe/Tyr, care a devenit subunitar (Fig. 17

c).
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Fig.15. Variatia concentratiilor de aminoacizi pentru pacienta DA, In varsta de 28 ani.

' 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. Variatia concentratiilor de aminoacizi pe parcursul perioadei de monitorizare,
pentru pacienta CR, 1n varsta de 16 ani.

Eficienta tratamentului poate fi controlatd urmarind valorile raportului Phe/Tyr.
Scaderea cea mai pronuntatd a acestui raport, ca raspuns la tratamentul indicat pentru PKU,
se remarca in cazul pacientului AS. In cazul pacientilor SG si DA, raportul Phe/Tyr este
mentinut sub 3, in majoritatea datelor de analiza, cu o singura exceptie, de 4.5, la data de
1.02.2011, pentru DA. in ultima luni in care i s-a prelevat singe pentru monitorizare,
pacienta CR a prezentat un raport Phe/Tyr mai mare decat 4.
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Fig. 17. Valorile raportului Phe/Tyr pentru fiecare pacient implicat in acest studiu.

Studiile au aratat ca expunerea timpurie la un nivel ridicat de Phe, pe o perioada lunga

de timp, este extrem de nociva pentru functiile executive ale creierului. Un raport ridicat de

Phe/Tyr afecteaza sinteza dopaminei deoarece tirozina este un precursor al

neurotransmitdtorilor din grupul catecolaminelor (dopamina, norepinefrina si epinefrina).

Concluzii

GC-MS este o metoda sensibild, precisa si rapida, si reprezinta o alternativa
ieftind pentru diagnosticarea si monitorizarea bolilor de eroare de metabolism.
Metoda propusd aici a fost validatd in domeniul: 1-20 pg/mL si prezintd o
buna liniaritate pentru fiecare dintre aminoacizii de interes.

Metoda este simpla, rapida si reproductibila. Utilizarea dilutiei izotopice
conduce la cresterea preciziei si acuratetii metodei.

Metoda propusa permite monitorizarea tratamentului si determinarea
raportului Phe/Tyr, ca indicator rapid al PKU.

Metoda propusa poate fi folosita si in diagnosticarea si monitorizarea altor boli
de eroare de metabolism, precum: boala urinei cu miros de artar (MSUD),
prolinemia, metioninemia, tirozinemia.
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