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INTRODUCERE

Spectroscopia studiazi interactiunea dintre radiatiile electromagnetice cu materia. in acelasi
timp, spectroscopia este o denumire generica data unei clase de procedee si tehnici experimentale
de analiza calitativi si cantitativd a unor probe solide, lichide sau gazoase. In urma interferentelor
energetice intre radiatia electromagneticd si materie, rezultd spectrul substanfei de analizat care
ofera informatii precise despre compozitia calitativa si cantitativa a materiei.

Inceputurile spectroscopiei se refereau numai la analiza spectrului luminii vizibile. La ora
actuala, spectroscopia, acopera pe langa domeniul spectral al luminii vizibile si restul spectrului
radiatiei electromagnetice, pornind de la domeniul radiatiei gamma pana in domeniul undelor radio.

Dintre toate tehnicile spectroscopice, spectrometria de masa este poate cea care ofera cele
mai multe posibilitd{i aplicative, datoritd varietatii de genuri de spectre pe care le poate da. La
inceputul secolului XX, spectrometria de masa s-a dezvoltat ca o tehnica folosita in principal de
fizicieni, pentru a determina structura atomului. La sfarsitul anilor "30 si inceputul anilor "40,
spectrometria de masid a jucat un rol important in dezvoltarea energiei atomice. In anii "40, cand
spectrometria de masa a fost folosita pentru identificarea si cuantificarea substantelor organice, au
inceput sa apard instrumentele comerciale ceea ce a condus la utilizarea In multe domenii diferite
ca: fizica nucleard, biologie, medicina, geologie, studiul mediului.

Spectrometria de masa este un instrument puternic pentru studiul tuturor substantelor,
deoarece dintr-o cantitate infima furnizeaza mai multe informatii despre structura si compozitia unei
substante, decat orice alti tehnicd analiticd. In acelasi timp este si un puternic instrument de
cuantificare. Pot fi identificate si cuantificate dintr-un fruct patat urme (10™° g) de pesticide; sunt
necesare doar cantititi de zeptomoli (102" mol) de proteine pentru caracterizarea unor anomalii
genetice, sau pot fi detectate picograme (10"%g) de fier in cristalul de siliciu, inainte de folosirea lui
ca materie prima in costisitorul proces de fabricatie al semiconductorilor.

La randul sdu, cromatografia, are un puternic impact in domeniul analizei calitative si
cantitative. Este metoda prin care se pot analiza amestecuri de compusi de ordinul sutelor in decurs
de cateva minute.

Prin cuplajul intre cromatografia de gaze si spectrometria de masa pot fi detectati si
identificafi compusi dintr-un amestec necunoscut. Cantitatea de proba necesard analizei poate fi
extrem de mica, datoritd detectorilor cu performante ridicate. Computerizarea a permis o importanta
diminuare a costurilor analizelor si a pozitionat tehnica GC-MS printre tehnicile de varf cu aplicatii
in foarte multe domenii cum ar fi: petrochimia, industria chimica si farmaceutica, in domeniul
analizei poluantilor din aer, apa, sol, alimente, analiza aromelor si a uleturilor volatile, studii clinice,

criminalistica, etc.



In lucrarea de fati s-a urmirit analiza unor probe biologice utilizind diferite metode
spectroscopice, (in special spectrometria de masa si gaz cromatografia) in scopul unor determinari
specifice in domenii medicale si farmacologice.

Primul capitol cuprinde pe scurt, cateva aspecte teoretice legate de principalele metode
spectroscopice si aplicatiile lor in studii de biologie.

In capitolele II si III sunt descrise mai detaliat spectrometria de masa si gaz cromatografia,
acestea fiind cele mai utilizate tehnici in analizele efectuate in partea experimentala.

Capitolul IV cuprinde rezultatele experimentale referitoare la analizele cantitative si
calitative ale probelor biologice din domeniile amintite mai sus.

Ultimul capitol sintetizeaza concluziile desprinse in urma rezultatelor ob{inute.

1. METODE SPECTROSCOPICE DE ANALIZA

1.1 Generalitati

Spectroscopia este o denumire data unei clase de procedee si tehnici experimentale prin
care se urmareste si se cuantifica efectul absorbtiei sau emisiei de energie de catre o probd supusa
analizei chimice calitative si/ sau cantitative.

Scopul spectroscopiei este acela ca dintr-un spectru sd se obfind informatii despre proba
analizatd precum: structura internd, compozifie, dinamica. Spectroscopia analiticd permite
recunoasterea naturii atomilor §i moleculelor dupa forma caracteristica a spectrelor lor.
Spectroscopia de mare precizie are ca scop determinarea unor constante fizice sau testarea de
ipoteze referitoare la legi ale naturii.

Analizele spectroscopice se bazeaza pe interactiunea undelor electromagnetice cu materia.

Originea liniilor spectrale din spectroscopia atomica este data de variatia energiei unui atom
ca urmare a tranzitiilor electronice cand se emite sau absoarbe un foton. Spectrele atomice sunt
spectre de linii.

Originea liniilor spectrale din spectroscopia moleculara este datd de emisia sau absorbtia
unui foton cand variaza energia unei molecule. Energia unei molecule poate varia nu numai ca
urmare a tranzitiilor electronice ci §i pentru ca molecula sufera schimbari in starea de rotatie si
vibragie. Rezulta cd spectrele moleculare sunt mai complexe decat cele atomice, sunt spectre de

banda.



Spectrele moleculare confin informatii pentru determinarea unei serii de proprietati moleculare:
dimensiune si forma moleculard, valori ale momentelor de dipol, valori ale tariei si lungimii

moleculelor si a unghiului dintre legaturi

1.2. Spectroscopia in vizibil si UV

Spectroscopia in vizibil si UV se bazeaza pe interactiunea undelor electromagnetice din
domeniul vizibil si UV cu substanta si foloseste legea Lambert-Beer aplicata undelor din acest
domeniu. Aceasta lege aratd efectul global de absorbtie la trecerea radiatiei electromagnetice printr-

un strat de substantd de grosime x.
I=1,-¢™ (1)
unde: /este intensitatea radiatiei care cade pe proba,

[ este intensitatea radiatiei care paraseste proba,
x este grosimea stratului de proba,
a este coeficientul de atenuare (de absorbtie).
Spectrul este de fapt o reprezentare grafica a absorbantei in functie de numarul de unda v

(V' =1/4). Absorbanta este definita prin relatia:

A=1g™ )

1.3 Spectroscopia IR

Spectroscopia IR se bazeaza pe interactiunea radiatiei electromagnetice din domeniul IR cu
moleculele ce alcdtuiesc o substantd. Ea constd in masurarea lungimii de unda si a intensitagii

absorbtiei luminii in infrarosu de catre o proba.

In cazul in care radiatia electromagnetica interactineaza cu moleculele, pe langd excitarea
electronilor, molecula poate prelua si energie sub forma de energie de rotatie si energie de vibratie a
moleculei. Energia moleculelor se compune din:

E=E+E+E,tE.
unde: Ei — energia de translatie
E. — energia de rotatie
E,— energia de vibratie
E. —energia electronica

Etr<Er<Ev<Ee



In spectroscopie este important de a gisi expresiile pentru nivelele de energie ale
moleculelor pentru ca apoi sd se poata calcula frecventele tranzifiilor prin aplicarea regulilor de

selectie. Forma spectrului se face {indnd seama de populatiile starilor.

1.4 Spectroscopia de rezonanta electronica de spin (RES)

Orice particuld Incdrcata cu sarcind electrica si care se deplaseaza pe o traietorie inchisa este
echivalenta cu un curent inelar si genereaza un dipol magnetic.
Momentul magnetic al unui electron cu sarcina electrica (e) ce se deplaseaza pe o traiectorie

circulard de raza () si cu perioada de rotatie (7) este:

e , evw 0 , ewr

- = 3)
Tc c 27 2c
unde: @ - viteza unghiulara a electronului, v - frecventa electronului.

Rezonanta electronica de spin (RES) este o metoda fizica de analizd ce se bazeaza pe
absorbtia de energie din domeniul microundelor de catre un sistem de ioni paramagnetici plasati
intr-un camp magnetic static. lonii paramagnetici prezinta straturi electronice incomplete, cu
electroni neimperecheati care au spinul s =1/2 si un moment magnetic dipolar de forma:

. _ e 4|
#= 2mc *

Q)]
Energia de interactiune dintre ionii paramagnetici (dipoli magnetici) si un cdmp magnetic
stationar (I:I ) este exprimat de relatia:
E =-sgu,H )
unde g - este factorul Land¢ (sau factorul de despicare spectroscopicd).

Daca perpendicular pe directia campului magnetic static H se aplica un camp magnetic alternativ

H, de inalta frecventd (v) ce satisface conditia de rezonanta:

AE = hV = gﬁH = Hrezonanta = h_v
gp

dipolul magnetic va absorbi energia campului H; si isi va modifica orientarea fata de campul H din

(6)

paralela in antiparaleld, adica va trece din starea de energie inferioara in cea superioard. Aceasta
constituie esenta rezonangei electronice de spin.

Rezonanta electronica de spin se aplicda moleculelor ce contin electroni impari. Se
foloseste o radiatie electromagnetica de frecventda fixa (v) (monocromatica) §i se variaza

intensitatea cAmpului magnetic H.



1.5 Spectroscopia de RMN

Studiul spectrelor atomice a evidenfiat pe langd structura find si o structurd hiperfind a
liniilor spectrale ce a putut fi explicata pe baza miscarii de spin a nucleului ce conduce la aparitia
momentului magnetic nuclear. Spinul nuclear se cupleaza cu spinul electronilor si duce la scindarea
suplimentara a nivelelor energetice explicand aparitia structurii hiperfine a liniilor spectrale.

Fenomenul de rezonantd magnetica nucleara se bazeaza pe proprietatea unor nuclee de a
prezenta moment magnetic.

Semnalul RMN furnizeaza informatii:
e despre numarul de nuclee,
e despre numarul de nuclee vecine cu care este cuplat un anumit nucleu,

e despre vecindtatea chimicd a nucleului studiat care determind deplasarea chimica.
2. SPECTROMETRIA DE MASA

In general, un spectrometru de masa se compune din urmitoarele elementele:
e sistemul de introducere al probei, unde proba este introdusd in forma si cantitatea potrivita.
e sursa de ioni, unde se produce un fascicul de ioni din substanta de analizat sub forma de vapori.
e analizor, care separa ionii in functie de raportul (m/z)
e detector, care inregistreaza abundenta relativa sau intensitatea functiei de masa.

in functie de scopul propus, aceste elemente pot varia constructiv si functional in limite
foarte largi. Sursele de ioni se adapteaza la probe solide, vapori sau gaze iar analizorul poate fi cu
campuri constante sau variabile in timp.

De asemeni, trebuie remarcat faptul ca atat in sistemul de introducere, cat si in sursa de ioni
si in analizor, trebuie creat vid pentru ca procesul de analiza al probei sa nu fie influentat de
prezenta moleculelor de aer, in situatia In care unii din compusii analizati se afla In concentratii
extrem de mici (107g).

Puterea de separare a unui spectrometru de masd se numeste rezolutie, si se defineste prin
raportul:

m

R=—
Am

(7)

unde: m-masa ionului, 4m-diferenta de masa dintre doua picuri consecutive dinstincte din spectrul

de masa.



Spectrul de masa reprezintd inregistrarea abundentei ionilor unui compus in functie de masa
(raportul m/e) si este specific substantei, caracterizand-o. Spectrul de masa reprezinta “amprenta”
unei substante, de aceea spectrometrul de masa reprezintd un detector ideal pentru compusii separati
prin cromatografie de gaze. Cuplajul GC/MS are un numar foarte mare de aplicatii in numeroase
domenii ale stiintei s1 medicinei.

Spectrele EI contin alituri de ionul molecular [M]" (exista si cazuri cand acesta lipseste) ioni
fragment, care pot fi explicati logic prin pierderi de grupari functionale din ionul molecular.
Spectrul de masa se poate utiliza pentru indentificarea unui compus necunoscut. In acest caz, de
obicei, spectrul de masa necunoscut se compara cu cel al unor compusi cunoscuti. Picurile
spectrului de masa al compusului necunoscut se pot utiliza pentru determinarea structurala a
acestuia. Studiul cailor de fragmentare ale compusului utilizdnd tehnicile de masurd a maselor
exacte 1n inalta rezolutie si masurarea ionilor metastabili dau informatii §1 mai precise asupra
structurii si tariei legaturilor compusului de analizat.

Baleiajul masei. Spectrul de masa se obtine baleind cadmpul magnetic. Computerul
controleaza baleiajul i1 optimizeazad conditiile in sursa de ioni. Semnalele de la SEM sunt trecute
prin filtrul analog Tnainte de a trece la convertorul analog digital (ADC). Viteza de digitalizare este
selectata pentru a obtine un numar suficient de date punctiforme de-a lungul fiecarui ion semnal
pentru definirea picului si determinarea cu acuratete a pozitiei si intensitatii lui. Viteza de baleiaj si
rezolutia dicteaza viteza de digitalizare necesara si pentru instrumente cu baleiaj rapid (0,1 secunde
pe decadd) este necesarad o viteza de conversie de pana la 250 kHz. Interfata dintre MS si computer
gazduieste ADC si alte dispozitive de operare.

Modul de lucru cu ioni selectati (SIM). In modul de lucru SIM masele individuale ale ionilor
sunt selectate continuu sau cand se doreste masurarea mai multor ioni, fiecare este detectat in
secventd pentru o perioadi de timp. In acest mod de lucru sensibilitatea este mult marita fatd de un

baleiaj in care fiecare ion este inregistrat un timp scurt (0,05-1 ms).

Prima etapa in prelucrarea datelor de achizitie este identificarea masei de calibrare.
Computerul prelucreaza o listd de mase de referinta, baleind un compus de calibrare utilizat pentru
stabilirea valorilor maselor ionilor probei. Se utilizeaza, de obicei, o scard de timp. Pentru
instrumentele cuadrupolare masele de referintd sunt legate de o scara de tensiune derivata de la
tensiunea barelor cuadrupolului. Similar, o sonda Hall plasata in cdmpul magnetic poate da o
tensiune pentru colerarea cu picurile de referinta. Se utilizeaza ca standarde de referinta pentru
calibrare perflorokerosen sau perflortributilamina. Ajustdrile spectrometrului de masd privind
focalizarea fasciculului de ioni se fac pentru obtinerea unui pic simetric si reproductibil in

intensitate de la un baleiaj la altul. La spectrometrele de masa cuadrupolare, computerul are sarcina



de focalizare de rutind a instrumentului utilizdnd substanta de referintd pand cand intensitatile
ionilor selectati sunt in anumite limite. Compusii de referinta trebuie sa dea ioni care sa nu interfere
cu ionii probei . Compusii perflorinati de referinta, datoritd defectului de masda al florului
(M=18,9984) si deficicientei de masa rezultate pentru ionii ce contin flor, indeplinesc aceasta
conditie.

Prezentarea graficd a spectrului de masa este reprezentarea pe abscisa a raportului m/z si pe
ordonata a abundentei relative a ionilor fatd de cel mai intens ion al spectrului care se ia 100%.
Aceasta procedurd se numeste normarea spectrului. Existd programe care reprezinta spectrul de
masa §i marcheaza automat ionii cei mai intensi.

Scaderea spectrului. Prezenta spectrului de masa al fondului sau al unui alt component
nedorit, se poate indeparta prin scaderea ionilor de interferenta din spectrul compus. Acest program
se intrebuinteaza pentru curatirea spectrului in cazul unor componenti partial rezolvati.

Date de asezare pe ioni selectati. Datele SIM, achizitionate pentru detectie cantitativa
sensibild la componenti specifici, sunt reprezentate grafic sub forma unei cromatograme continand
trasarea fiecrui ion in functie de timp. in modul de lucru SIM sensibilitatea este de aproximativ 10
Orl.

Biblioteca de spectre este utilizata pentru identificarea componentilor prin comparatie cu
spectre de masd a unor componenti cuoscuti. Identificarea unui component necunoscut poate fi
asistatd de masuratori de masa exactd, masurdatori metastabile, utilizarea unor derivatizari,
incorporare de izotopi stabili, metode de ionizare alternative, MS/MS, etc.

Orice analizd cantitativd trebuie si fie specifica, precisa si sensibild. In vederea realizarii unei
astfel de analize trebuie sd tinem cont de mai multe aspecte: modul de operare a spectrometrului si
folosirea standardelor de referintd interne si externe, inregistrarea datelor cu spectrometrul de masa
se poate obtine in mai multe moduri de operare. Spectrometrul de masa in mod obisnuit este reglat
pentru a parcurge un anumit domeniu de masa. Acest domeniu poate fi foarte larg, incat sa cuprinda
intreg domeniul de masa al aparatului, dar poate fi foarte ingust, ca In cazul monitorizarii unui ion
specific. Monitorizarea unui ion specific se poate face oriunde in domeniul de masa. Cele mai
uzuale moduri de operare ale unui spectrometru de masa sunt: inregistrarea spectrului de masa pe
intreg domeniul disponibil s1 monitorizarea unui ion specific

In primul caz se obtine reprezentarea curentului total de ion in functie de timp. Identificarea
unui component pe baza acestuia este dificild, deoarece pot exista mai multi ioni cu aceeasi masa.
Masa molara nu este un identificator unic in cazul compusilor organici.

In cazul monitorizarii unui ion specific, spectrometrul este reglat sa parcurga un domeniu de
masa cat mai ingust. Cu cat acest domeniu este mai ingust cu atat monitorizarea este mai specifica.

Graficul curentului ionic rezultd din contribugia maselor din acest domeniu ingust. Acest grafic de

10



asemenea poate prezenta mai multe picuri. Graficul obtinut prin monitorizarea unui anumit ion este
mai specific decat graficul obfinut prin parcurgerea intregului spectru (graficul curentului total de
ioni). In consecintd pentru analize cantitative spectrometrul se opereazi in modul SIM.

Pentru analize trebuie sa construim curba de calibrare cu ajutorul unei substante certificate

folosita ca standard de referinta.

3. CROMATOGRAFIA DE GAZE SI APLICATII

.....

unui amestec, gaz cromatografia a devenit in ultimul timp “o unealtd” foarte importanta de analiza,
atat in analiza cantitativa cat si calitativd a amestecurilor; poate fi de asemenea utilizatd pentru
purificarea compusilor, determinarea constantelor termochimice la incalzire si la vaporizare a unor
solufii, determinarea presiunii de vapori si a coeficientilor de activitate sau in monitorizarea
automata a unor procese industriale.

Pe de alta parte utilizdnd gaz-cromatografia, o mulfime de analize de rutind din mediu si alte
domenii pot fi efectuate rapid. Ca urmare a acestui fapt, multe tari au fixat puncte de monitorizare
pentru masurarea continua (prin metoda gaz-cromatografica) a nivelului de emisii cum ar fi oxizii
de azot, bioxidul si monoxidul de carbon. Gaz-cromatografia este totodatd de ajutor si in analiza

produselor farmaceutice, alcoolului din sange, uleiurilor esentiale, produselor alimentare, etc.

Principiul cromatografiei

In principiu, un cromatograf se compune dintr-o coloani si un detector la care se adaugi
urmatoarele anexe: o butelie cu gaz purtator (eluent) sau un generator de gaze, dispozitiv de reglare
a presiunii, dispozitiv de introducere a probei, Inregistrator si sistemul computerizat de prelucrare a
datelor, programarea temperaturii §i a debitelor de gaze.

Principiul de functionare al cromatografului consta in trecerea eluentului prin dispozitivul de
introducere a probei de unde preia proba de analizat si o introduce in coloana cromatografica care
este sediul procesului de separare. Datoritda interactiunilor dintre moleculele probei cu faza
stationara, compusii din amestecul de analizat raman in urma eluentului, migrand prin coloand cu
viteze diferite. Astfel, la iesirea din coloand componentii vor fi separati si purtati de eluent la
detector.

Detectorul transformd o proprietate fizico-chimica a unui component din eluent de obicei
intr-un semnal electric, proportional cu concentratia componentului. Inregistrarea grafici a

semnalului dat de detector in functie de timp pentru tofi componentii din probd se numeste
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cromatograma, iar in cazul unui component se numeste pic. Suprafata picului poate fi integrata cu

ajutorul unui computer.

Factorul de retentie (R) este raportul dintre viteza de migrare (u#;) a unui component §i

viteza de deplasare () prin coloand a eluentului:

R=": @®)
u

Pe de alta parte, valoarea lui R este o proprietate de echilibru si depinde de coeficientul de
repartitie al componentului respectiv, deoarece retentia zonelor, marime ce fixeaza pozifia lor in
timp si spatiu este determinatd de distributia componentului in zona, intre cele doud faze: mobila si
stationara.

Volumul de retentie (V) este volumul necesar de eluent pentru a elua un component din
momentul injectdrii pani la aparitia concentratiei maxime. In cromatografia de gaze volumul
eluentului este specificat la presiunea de iesire si temperatura coloanei.

Volumul total sau volumul retinut (Vyy), este volumul necesar pentru a elua un component
a carei concentratie n faza stationara este neglijabild in raport cu concentratia din faza mobila pana
la aparitia concentratieie maxime. Acest volum este inclus in volumul de retentie (V), care se mai
numeste si volumul de retentie total. Volumul de retentie este o caracteristica calitativa pentru
componenetul respectiv.

In general, in cromatografia de gaze se opereazi cu marimile de retentie exprimate in unitati
de timp:

t(r=V¢/Fc t=Vu/'Fc 9)

in care F¢ este debitul volumetric masurat la iesirea din coloana si la temperatura coloanei.

Cromatografia in faza gazoasd este o tehnica de separare si identificare a substantelor
chimice prin care amestecul de separat ce este introdus intr-o faza stationara este supus unui numar
mare de sorbtii, desorbtii si resorbtii in faza stationara, in timp ce este transportat prin sistem de
faza mobila. Vitezele de migrare ale componentilor amestecului depind de coeficientii de distribugie
ai acestora intre cele doud faze si sunt determinate de proprietatile lor fizice si chimice.
Partile componente ale unui cromatograf sunt:

e faza mobild si controlul fluxului de gaz,

e sistemul de introducere a probei — injectoare (clasice, cu splitare, split-splitless, on column,
PTV, alte tipuri),

e faza stationard depusa in coloanele cromatografice,

e detectorul cromatografic,
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e sistemul de transmitere a semnalului

Analiza calitativa i cantitativd prin cromatografia in faza gazoasa
Analiza calitativa asigurd identificarea unor compusi organici necunoscuti dintr-o proba
supusa analizei. Identificarea calitativa se poate realiza in doud moduri:

e prin compararea timpului de retentie (timpul cuprins intre momentul injectarii probei si cel al
maximului de elutie) sau volumului de retentie al compusului necunoscut, cu cel al unei
substante standard cunoscute sau al unui amestec sintetic de compusi;

e prin analizarea componentilor separati cromatografic cu ajutorul unui spectrometru de masa sau
al unui spectrometru IR.

Pentru realizarea unei analize cantitative este necesar sd se parcurgd urmatoarele etape de lucru:

e prelucrarea preliminard a probelor;

e stabilirea parametrilor de operare;

e calibrarea aparatului;

e calculul rezultatelor;

e aplicarea masurilor de asigurare a calitafii.

Cele mai utilizate metode de calibrare si de determinare a concentratiei compusilor sunt :
e metoda curbei de etalonare (normarea de arie). Concentratia componentului necunoscut (X) se

calculeaza folosind aria picurilor, dupa formula:

%x =| <L [.100 (10)

>4

i

e normarea de arie cu factori de raspuns. Calculul concentratiei componentilor se face cu factori
de raspuns (f;) determinati experimental cu etaloane sau calculati teoretic sau preluati din

literatura de specialitate, dupa formula:

%X = (A"—f") -100 (11)
2(41)
e metoda standardului intern
e metoda aditiilor standard
e metoda standardului extern.
Metoda curbei de calibrare. Aceastd metoda consta in realizarea in prealabil a unei curbe de
calibrare, 4 = f (C;), dupa care se determina ecuatia dreptei celei mai probabile. Cu ajutorul acestei

ecuatii, dupad determinarea ariei picului se calculeaza concentratia acestuia. Prin aceastd tehnica se

poate obtine o precizie de +0,5%.
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Metoda standardului intern. Aceasta metoda constd in addugarea la amestecul de analizat a
unei substante de referintd (denumita standard) de concentratie cunoscuta Cs (% greutate). In acest
caz concentratia componentului / se calculeaza cu relatia:

C.=(4.f,1 Ay f5)Cg -100% (12)
Substanta considerata standard trebuie sa indeplineasca urmatoarele conditii: sa nu fie continuta in
amestecul de analiza, sa fie complet separata de restul componentilor de determinat si sa nu difere
prea mult ca si concentratie fatd de componentul de determinat.
Cu aceasta metoda se poate obtine o precizie de £0.1%

Metoda aditiilor standard. In aceasti metoda, pentru determinarea concentratiei C; a
componentului /, se va determina aria acestuia, 4;. Se adauga apoi o cantitate cunoscutad din acest
component, de concentratie standard Cs la probi si se determina aria A ; (compusi din A;+A4s) de pe
noua cromatograma. Concentratia C; se determina din relatia:

C/(C+Cs) = A/A ; de unde rezultd C;=CsA/(A ~A4;) (13)

Metoda standardului extern. La concentratia C; necunoscuta a unui component /, din
amestecul analizat 1i corespunde aria picului 4;. Apoi se introduce in cromatograf o proba din
acelasi component dar de concentratie cunoscuta Cs. Se impune urmatoarea observatie: concentragia
standardului extern nu trebuie sa fie prea mult diferitd de concentratia componentului de determinat.
Se constata usor cd aceastd metodd nu diferd in principiu de metoda de calibrare, cu singura
precizare cd in acest caz, pentru componentul de concentratie cunoscutd se face o singura
determinare. Concentratia componentului necunoscut se calculeaza cu relatia:

Ci=A4,Cs/As (14)

4. APLICATII ALE GC-MS iN STUDII DE BIOLOGIE SI MEDICALE
4.1. Analiza cantitativa de compusi bioactivi utilizind metoda ID-MS

Indiferent de metoda de analizd cantitativa adoptatd, ea trebuie validatd privind urmatorii
parametri de validare:

e Liniaritatea — capabilitatea unei metode analitice de-a permite, intr-un domeniu prestabilit
obtinerea de rezultate de testare variabile, direct proportionale cu concentratia analitului in
probd. Liniaritatea este demonstratd prin ridicarea curbelor de calibrare pentru analifii
considerati si calculul coeficientului de corelatie aferent. Se recomanda ca valoare de referinta

0,997 pentru coeficientul de corelatie, dar se admit si valori mai mici, in situatia in care abaterea
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valorii calculate fatd de valoarea de referintd, pentru toate punctele de calibrare, nu depaseste
5% din valoarea efectiva a analitului.

Limita de detectie (LOD), limita de determinare cantitativa(LOQ) — Limita de detectie este
reprezentata de cantitatea cea mai mica de analit care se poate detecta prin metoda considerata.
Cantitatea de analit la limita de detectie trebuie sa fie mai mare decat eroarea asociata
masuratorii (raportul semnal/zgomot= 2 sau 3). Limita de cantitate este reprezentatda de
cantitatea cea mai mica de analit care da masuratori precise, cu un raportul semnal /zgomot =10.
Acuratetea (exactitatea) - reprezintd gradul de apropiere intre rezultatele obginute prin metoda
analitica si valori accceptate ca valori de referintd sau conventional adevarate. Se determina prin
analiza unui material de referinfa certificat sau prin analiza unei probe generatd la nivelul
laboratorului, cu materiale de referintd. Exactitatea estimeazd erorile sistematice Se pot
compara rezultatele metodei cu o metoda de referintd sau se utilizeaza o proba cu concentratie
cunoscutd (MRC=material de referinta certificat). Se utilizeaza matrici cu cantitate cunoscutd de
analit, etaloane sau standarde, in care increderea este deplind. Eroarea este diferenta dintre
valoarea adevarata si cea masurata.

Pentru a exprima eroarea se calculeaza deviatia standard relativa, RSD, cu relatia:

|valoarea.masurata —valoarea.ade var ata|

R.S.D(%) -100 (15)
valoarea.adevar ata
unde valoarea masurata in cazul a » masuratori reprezinta x:
Z Xi
x=+4=— (16)

n

Precizia — reprezintd gradul de apropiere intre rezultatele obtinute prin masurarea unei serii de

probe realizate din aceeasi probd omogend, in conditiile inpuse de metoda. Precizia este

investigata la trei nivele:

o repetabilitatea (precizia pe termen scurt) — se determind prin citirea repetatd, pe termen
scurt, a probei in aceleasi condifii de operare,

e precizia intermediard (precizia In cadrul laboratorului) — se determind variabilitatea
rezultatelor pe termen mai lung, uzual in zile diferite.

e reproductibilitatea (precizia interlaboratoare) — presupune analiza interlaboratoare a
aceleiasi probe omogene, prin aceeasi metoda (transfer direct de metoda).

Precizia 1 reproductibilitatea caracterizeazd concordanta dintre rezultatele mdasuratorilor

individuale sau a seriilor multiple de masuratori. Cu alte cuvinte, precizia este eroarea

statisticd.
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Precizia se exprima cu ajutorul deviatiei standard relative sau a coeficientului de variatie (C.V.)
exprimat in procente:

CV.%=RS.D.(%)=S.D-100/ M (17)

unde S.D. este deviatia standard pentru » masuratori si este datd de relatia:

(18)

unde x este media masuratorilor individuale i si este data de relatia (16).

® Robustetea — stabilitatea metodei, ca rezultate analitice, la variatii ale parametrilor operationali.
Se verificad prin inducerea controlatd a unor abateri de la parametrii operationali (intr-un
domeniu realist ales) si verificarea efectului asupra rezultatelor.

e Selectivitatea — capacitatea unei metode analitice de a masura cu acuratete un analit in prezenta
altor analiti $1 a unor posibili interferenti. Pentru procesele cromatografice este asiguratd prin
stabilirea corecta a parametrilor separarii cromatografice iar pentru ICP prin alegerea corecta a
liniilor spectrale, libere de interfernte In domeniul de concentratii ales, comparativ cu alte linii
spectrale. In multe publicatii de specialitate, selectivitatea si specificitatea sunt utilizate ca

sinonime.
4.1.1. Analiza cantitativa prin dilutie izotopica. Curba de calibrare.

Analiza prin dilugie izotopica (ID) este o metodd de analiza cantitativa in care se adaugd o
cantitate cunoscuta de trasor la o cantitate necunoscta de trasat. Dupa atingerea echilibrului izotopic
(in care abundenta izotopica relativa este aceeasi peste tot in sistem iar abundenta izotopica initiald
a trasorului adaugat este diluata), rezultatul abundentei izotopice de masurat este o masura a
cantitatii necunscute de trasat.

Compusul nemarcat contine o cantitate de compus stabil si marcarea inseamna doar excesul
peste aceasta cantitate naturald. Pentru a calcula cantitatea necunoscuta de trasat se utilizeaza
urmatoarea ecuatie de echilibru izotopic:

n.a,+na, =(n_+n)a (19)
unde: n, — cantitatea de trasat (necunoscutd), in moli,
ap— abundenta trasatului (naturald), in procente,
n; - cantitatea de trasor, in moli,

a — abundenta relativa medie a amestecului (n_+n,).
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nx — n] (a] _a) (20)
a-—a,

Metoda dilutiei izotopice este utild pentru a calcula cantitatea unui compus dat “in vitro”. In cinetica
trasorului “in vivo” acest principiu este suprapus cu reactii cu viteze de reactii chimice, fluxuri de
substrat, formari de rezervor, etc
Curba de calibrare

In orice tehnicd analitici se madsoara valoarea unei cantititi y pentru valorile date ale unei
cantititi x. In domeniul spectrometriei de masi, x poate fi concentratia unei solutii care a fost
extrasa ca proba de determinat, iar y poate fi raspunsul la o valoare m/z particulara. O reprezentare a
lui y in functie de x va arata o distributie, obtinindu-se o curba sau o dreaptd. Daca relatia este
liniara, dreapta se poate construi prin metoda celor mai mici patrate. Rezultatul, numit regresie
liniara y/x, este linia dreapta care minimizeaza suma patratelor deviatiilor verticale fatd de aceasta
linie dreapta.

Ecuatia pentru regresie liniara este:

y=y=b(x-x) 1)
unde b este panta sau coeficientulde regresie.

Trebuie sa se stabileascd daca existda o legaturda semnificativa intre cele doud seturi de

rezultate. Aceasta se poate face prin calculul coeficientului de corelatie », dat de:

> ()= X @Y 0)/n o)

e Y omEe-X o)

Corelatie perfectd inseamna r =x1. Dacd r=0, Inseamnd cd x si y sunt complet

independente.

4.1.2 Analiza teofilinei in fluide biologice prin ID-MS

Teofilina este un medicament de importan{a majorda pentru tratarea astmului si a apneei
premature la copii. Atat doza zilnica cat si doza frecventa trebuie individualizata mai ales la copiii
prescolari la care au fost raportate fluctuatii excesive a concentratiei teofilinei in ser. Nivelul
terapeutic al teofilinei in plasma este intre 5-15 pg/ml. Dozele care depasesc acest interval produc
efecte toxice iar cele mai scazute sunt ineficiente.

In acest studiu au fost comparate doud metode de calcul (matricial si cu ajutorul dreptei de
regresie) pentru determinarea teofilinei din fluide biologice. Dacd este urmata o tehnica stricta,
concentratia teofilinei in saliva stimulata nu este cu nimic mai putin relevanta decat masuratorile din
plasma. Metoda este neinvaziva si a fost aplicata pentru optimizarea tratamentului in clinica.

Material si metoda
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A fost utilizat un spectrometru de masa Hewlett Packard 5989B cuplat cu un gaz-
cromatograf HP-5890 in condifiile: energia electronilor 70 eV, emisia electronica 300 pA si
temperatura sursei de ioni 200°C, modul de lucru monitorizare de ion selectat (SIM). Gaz-
cromatograful a utilizat o coloana capilara HP-5MS, 30m x 0,25mm, 0,25pum grosimea
filamentului, programata de la 200°C la 270°C cu 10°C/min, debitul 1 ml/min, cu heliu ca gaz
purtator.

Ca standard intern s-a folosit teofilina marcati cu "N (74,2 atom% teofilini-'°N)
sintetizata la INCDTIM Cluj-Napoca. Puritatea standardului intern s-a verificat prin spectroscopie
IR, spectrometrie de masa si punct de topire. Cloroformul si izopropanolul folosite la extractie s-
au purificat prin distilare.

Analiza s-a facut pe ionii moleculari m/z 180 si m/z 181, ai analitului si standardului intern,
utilizand pentru analiza cantitativd modul de lucru SIM.

Procedura de extractie

O cantitate de 0,5 ml plasma continand teofilind a fost introdusa intr-o filola cu capac cu
filet de 5 ml si s-au addugat 5 pl standard intern '’N-teofilind, 1 ml solvent pentru extractie
cloroform:izopropanol 20:1 v/v cu adaos de 0,2 g NaClL. Dupa 1 min de amestecare mecanica, proba
a fost centrifugata 3 min si apoi stratul inferior (organic) a fost injectat in GC.

Grupe de studiu:

Au fost alese doua grupe diferite de studiu: grupa A formata din 27 de copii cu astm avand
varsta cuprinsa intre 2-16 ani si grupa B, formata din 13 nou-ndscufi cu apnee prematura, cu varsta
intre 2-10 saptamani. A fost masuratd concentratia teofilinei pentru cei 40 de copii spitalizati si
tratati cu teofilind. Pentru grupul A, a fost utilizatd o dozi de 15 mg'kg™”-24h™. Pentru grupul B,
doza administratd de aminofilind IV a fost de 5 mg/kg si doza de intretinere de 3 mg/kg la fiecare 8
ore.

Rezultate:.

Metoda a fost validatd in domeniul 0-40 pg/ml. S-au analizat probe etalon, ciate doua
extractii din fiecare proba, continand 5, 10, 20, 30, 40 pg/ml teofilind si 10 pg/ml standard intern.
Curba de regresie obtinuta a fost: y = 0,103x - 0,336 cu un coeficient de regresie de 0,998.

Matricea design a fost construitd in primul rand din fractiile molare ale spectrului de masa al
teofilinei naturale, al trasorului si al standardului intern iar cand a fost nevoie prin construirea
sinteticd prin computerizare a spectrului de masa. A fost necesara rezolvarea unui set de ecuatii

liniare simultane fiecare descriind contributiile izotopice de forma:

I,=) AX, (23)

x=i, j
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unde /. reprezintd abundenta relativd a ionului x iar X; este abundenfa fractionald necunoscuta.
Abundenta relativd a ionilor contributori (4;) s-a calculat pentru doi din cei mai intensi ioni,
formand ecuatiile simultane n notatie matriciala:
I =A4X (24)
Solutia celor mai mici patrate a lui X poate fi obtinuta utilizdnd matricea pseudoinversata:
X=(A"4)"4"1 (25)
unde A” este matricea transpusi si X este estimat prin minimizarea sumei pitratelor.
Matricea abundentei izotopice este preferabil sa se determine din spectre de masd masurate

experimental pentru probe de compusi puri si standarde interne.

In tabelul 1. se di un exemplu de matrice construitd in acest studiu metabolic experimental.

Calculul s-a facut in programul Excel.

Tabel.1 Matricea construita (stanga) si matricea pseudoinversata (dreapta) folosite pentru
calcularea teofilinei

teofilina [M] [M+1] teofilina [M] [M+1]
n.a. 0.95 0.05 n.a. 1.07  -0.07
BN 0.27 0.73 BN -0.40 1.40

y =1.1368x - 1.0426
5 [}

Regression curve

5.00 10.00 15.00 20.00 2500 30.00

Matrix calculation(pg/ml)

Fig. 1. Compararea celor doua metode (curba de regresie si matrice)
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Rezultatele obtinute pentru probele de saliva si plasma au dat o bund corelatie folosind cele
doua metode de calcul. Figura 1 reprezinta comparatia celor doua metode de calcul. Coeficientul de
corelatie calculat a fost 0,9985.

Figura 2 prezintd corelatia foarte bunad intre valorile de medicament obtinute din plasma si
saliva pentru cele doua grupe de pacienti. Nivelele de medicament din plasmad si salivd sunt

prezentate in tabelul 2.

Tabel 2. Valorile comparative ale nivelelor de medicament in plasma §i saliva pentru cele doua

grupe de pacienti
Populatia domeniu, pg/ ml  mediat SD, pg/ml
Nivele plasma
Grupa A 1.98 -21.96 7.98 +£5.25
Grupa B 1.62 —27.90 7.76 £5.85
Nivele saliva
Grupa A 1.41-15.06 5.12+3.45
Grupa B 1.02 —18.23 5.51 +4.61
Raportul saliva/ plasma
Grupa A 0.47-0.71 0.60 +0.09
Grupa B 0.43 -0.88 0.69 +0.13
y=0.62x+0.12; r=0.955 y=0.68x+0.07; r=0.972
.20 2
E '
¥ 15 ’ 2 . :
I 10 o Rt H e
= 5 G E /
0 T w w \ “ 2% :
0 5 10 15 20 25 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
. 0 5 10 15 20 25 30
Plasma concen;)ration, pg mL Plasma conccnlt)r)ﬂtion , ng mL"

Fig. 2 Corelatia intre concentratia teofilinei in plasma si saliva in cele doua grupe: a) grupa A, b)
grupa B.

Concluzii
Metoda dilutiei izotopice prin spectrometrie de masa (ID-MS) este simpla, precisa si rapida.
Calcularea prin metoda curbei de regresie a dat rezultate similare cu metoda de calcul matriciala. S-

a obtinut o buna corelare intre nivelele de medicament masurate in plasma si saliva.
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4.2.2 Testul cafeinei — metoda de diagnosticare a disfunctie hepatice

Cafeina poate fi utilizatd pentru masurarea capacitatii metabolice a ficatului. S-a observat ca
metabolismul cafeinei este scazut la pacientii cu diferite forme de boala de ficat in functie de starea
bolii. Cafeina are avantajul de a fi bine tolerata cand se administreaza oral, nivelele in saliva fiind in

concordantd cu concentratiile serice, facand posibile teste neinvazive.

Reactivi: Ca standard intern s-a utilizat 15N-teoﬁlina, 74.2 atom % 15N, sintetizata la
INCDTIM Cluj-Napoca. Puritatea standardului intern a fost verificata prin masurdtori IR,
spectrometrie de masa si punct de topire. Cafeina s-a administrat oral la copiii cu diferite disfunctii
hepatice. S-a utilizat pentru injectare o solutie sterild de cafeina - benzoat de sodiu in apa confinand
125 mg cafeind si 125 mg benzoat de sodiu per fiold de 1 ml din farmacie. Toti ceilalti reactivi au
fost de la Merck (Germania).

Aparatura: S-a utilizat un spectrometru de masa Hewlett Packard (Palo Alto, CA, USA) HP

5989B cuplat cu un cromatograf de gaze HP 5890 in conditiile:EI (impact electronic), energia

electronilor 70 eV, emisia electronilor 300pA si temperatura sursei de ioni 200°9C, modul de lucru
monitorizare de ion selectat (SIM). Masurarea prin GC-MS a utilizat o coloana capilara HP-5MS,
30m x 0.25 mm , 0.25um grosimea filmului, programata de la 200 °C la 250 °C cu o viteza de 10
°C/min, debitul de 1ml/min, cu heliu 5.5 ca gaz purtitor. Temperatura injectorului a fost de 200 °C.
Timpul de retinere al cafeinei si al standardul intern- '’N-teofilinei a fost 3.5 min, respectiv 2.8 min.
S-au injectat 3 pl proba. Pentru analiza cantitativa in modul de lucru SIM, au fost masurati ionul
molecular al cafeinei m/z 194 si ionul molecular m/z 181 pentru standardul intern.

Procedura de extractie: S-a utilizat o procedura de extractie foarte simpla. 1 ml plasma
continand cafeind s-a plasat intr-o fiold cu capac cu filet de 5 ml si s-au adaugat 10ul standard
intern "’N-teofilind, 2 ml solvent pentru extractie, cloroform: izopropanol 20:1 v/v si 0.5 g NaCl.
Dupa amestecare mecanicd timp de 1 min, proba s-a centrifugat 3 minute. Stratul organic (stratul
inferior) s-a transferat in alta fiola si s-a evaporat in flux de argon. Reziduul s-a dizolvat in 100 pl
solvent si 3 pl s-au injectat in GC. Sensibilitatea metodei fiind foarte buna, s-a putut lucra fara
concentrarea extractului.

Validarea metodei: Metoda a fost validatd in domeniul 0-20pug/ml cafeind. Probe etalon
(aliquots) de apa distilata contindnd cantitati cunoscute de cafeind 3, 5, 10, 15, 20 pg/mlsi 10 pg
"N-teofilina s-au prelucrat dupa procedura de mai sus. Fiecare proba s-a preparat in duplicat si s-a
masurat de doua ori. Dreapta de regresie, reprezentata ca raportul ariei picului . m/z 194 per m/z181
in functie de concentratia cafeinei, a dat urmatorii parametri de liniaritate: panta 0,1208, ordonata la

origine 0.0926, si coeficientul de corelatie r = 0.98.
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Tabel. 3. Precizia si acuratefea metodei

Concentratia Concentratia DSR Acuratetea
adaugata masurata (%) (%)

(ug ml™) n | (ugmt™)

3 5 3.1 2.96 3.36

5 7 5.5 5.06 10

Grupe de studiu: S-au studiat trei grupe diferite: grupa A, formata din 19 copii cu hepatitd
cu varste cuprinse intre 3-19 ani, grupa B, constand din 5 copii cu ciroza, cu varste intre 5-12 ani, si
grupa C, 10 copii martori cu varste intre 5-15 ani. Doza medie a fost de 4 mg/kg, p.o., pentru toate
grupele. S-au recoltat probe de sange la 0, 30 min, 1, 3, 6, 9 s1 12 h. Probele de sange au fost puse in
tuburi de plastic cu heparind si centrifugate imediat. Plasma s-a pastrat la -20 °C. S-a obtinut
acordul in scris de la parintii fiecarui subiect nainte de Inceperea acestei cercetari.

Mod de calcul: Dreptele de regresie obtinute prin metoda GC/MS in modul SIM au fost
utilizate pentru studiul parametrilor farmacocinetici studiati. Constanta de eliminare a cafeinei s-a
calculat dupa cum urmeaza:

k,=(nC -InC,)/At (26)
unde: C; - concentratia mare de cafeina in sange,
C, - concentratia micd de cafeind in sange
At - timpul dintre douad colectari de probe de sange.

Clearance-ul in doud puncte s-a calculat utilizdnd o constanta de volum de distributie (Vg)

de 0.6 litri per kg corp:
Cl=k,V, (27)
si timpul de injumatatire
t,,=In2/k, (28)
Valorile calculate pentru clearance ca raport dozd/arie de sub curba au fost comparabile cu cele in
doua puncte.
Rezultate:

Clearance-ul cafeinei, masurat la pacientii cu ciroza si hepatitd cronica a fost redus iar
timpul de injumatatire a fost marit la copiii bolnavi fatd de cei sandtosi. Descresterea
metabolismului observata la pacientii cu diferite forme de boala hepatica s-a corelat cu starea bolii.

Valorile medii ale celor doi parametri farmacocinetici studiati, C/ si ¢;,, pentru pacientii cu

boli hepatice si martori, arata diferente mari in special intre martori si cazurile cu ciroza. Valorile
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timpilor de viatd medie au scazut iar valorile clearence-lui (vitezei de eliminare) au crescut pentru
pacientii cu disfunctii hepatice comparativ cu martorii. Fig.3. prezintd valorile mari ale
concentratiilor de cafeind ale pacientilor comparativ cu valoarea medie a concentratiei cafeinei

pentru martori (n=10).
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Fig.3. Nivelul cafeinei dupa o ora si 9 ore de la administrare, comparativ cu proba martor
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Fig. 4. Curba de eliminare a cafeinei la subiectii din grupul de control

Metoda prezentatd este simpla, precisa si rapidd, utild pentru analiza xantinelor. Utilizarea
standardului intern marcat izotopic evitd suprapunerea cu diferiti contaminanti. Pentru acest
medicament, in domeniul de interes 0-20png ml”, s-au obtinut liniaritate, precizie, acuratete si limita
de detectie bune.

S-au observat schimbari semnificative (test T-Student, p<0.01) In metabolismul cafeinei la
copiii cu cirozi decompensati. Valorile pentru clearance 0.74+0.49 ml min" kg si timp de
injumatatire 14.73£12.36 h sunt diferite fatda de martor datoritd reducerii “masei de hepatocite

functionale™.
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Pacientii cu boli hepatice necirotice (hepatite) au valori intermediare (Cl = 1.23 £+ 0.45 ml
min™ kg™ si t» = 6.32+ 2.17 h) dar valori mai mari ale concentratiilor cafeinei mai ales in primele
ore dupa doza.

In literatura de specialitate, nivelele pentru martori ale clearance-lui si timpului de
injumatatire au fost 1.3+0.4 ml min" kg si t;»=4.4+1.9 h iar datele noastre au dat 1.28+0.31 ml
min” kg™ si t;,=5.73+1.58 h (n=10).

Concentratiile plasmatice ale cafeinei s-au masurat la 18 pacienti cu hepatita cronica, la
cinci cu ciroza si la zece subiecti sandtosi dupa administrarea cafeinei (4 mg/kg p. o.). Valorile
obtinute penru clearance-ul cafeinei (viteza de eliminare din corp) masurat prin metoda in doua
puncte (timpi de prelevare 1h si 9 h) sau sapte-puncte (timpi de prelevare 0, 0.5, 1, 3,6, 9, 12 h) s-
au corelat foarte bine (r = 0.94, p<0.001), astfel cd nu este nevoie sa se preleveze sange decat la 1
ora si la 9 ore dupa administrarea dozei de cafeind pentru testul cafeinei de diagnosticare a
disfunctiei hepatice. Timpul de Injumatatire (¢;,) al cafeinei a fost semnificativ mai mare pentru
pacientii cu ciroza fatd de celelalte grupuri de studiu iar clearance-ul a fost substantial redus la
acesti pacienti.

Concluzii:

Metoda elaborata este simpla, precisd si rapida, utila pentru analiza xantinelor. Utilizarea
standardului intern marcat izotopic evitd suprapuneri cu contaminanfi. S-au obtinut parametri de
validare buni in domeniul de interes.

S-au observat schimbari semnificative ale metabolismului cafeinei la copiii cu ciroza
decompensata (p<0.01). Valorile pentru clearance si timpi de injumatatire sunt schimbate din cauza
“masei de hepatocite functionale”. Pacientii cu boli hepatice necirotice au prezentat valori
intermediare, dar valori mai mari ale concentratiei cafeinei plasmatice.

Aceste rezultate sugereaza ca parametrii farmacocinetici ai cafeinei pot fi determinati
utilizdnd procedura de prelevare de probe in doua-puncte si determinarea GC-MS, dupa o singura
doza. Testul clearance-lui cafeinei nu a putut distinge diferenta intre functionarea ficatului la
subiectii martor si cei cu hepatitd (p>0.05). Concentratia mare de cafeind observata la prima ora
dupa doza la cazurile cu hepatitd fatd de martor poate fi utilizata ca un test rapid pentru hepatita

cand utilizdm metode foarte precise i exacte de analiza.
4.3. Diagnosticarea de boli metabolice innascute prin GC-MS

4.3.3. Monitorizarea profilelor aminoacizilor pentru diagnosticarea fenilcetonuriei si a

“bolii urinei cu miros de artar”
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Fenilcetonuria (PKU) este o boald ereditard cauzata de deficienta fenilalanin-hidroxilazei.
Catabolismul normal al fenilalaninei (Phe) la mamifere cere conversia ei initiala in tirosind (Tyr) in
ficat. Deficienta enzimei conduce la nivele specifice ale aminoacizilor din plasmd cu cresterea
anormala a Phe sau descresterea Tyr. Boala se manifestd din primele saptdmani de viata. Deficitul
mintal devine evident dupa patru —sase luni. Testul cel mai vechi este reactia urinei cu perclorura de
fier, care da o culoare caracteristica de verde inchis. Ca tratament se recomandad un regim sarac in

fenilalanind. Fenilalanina plasmatica trebuie menginuta sub 2 mg% .

“Boala urinei cu miros de artar” (Maple syrup urine disease - MSUD), apare prin reducerea
activitatii alfa-cetoacid-decarboxilazei (se refera la izoleucind, leucind, valind). Este o boald de
metabolism cauzatd de un defect de gend, in care corpul nu poate rupe anumifi aminoacizi
ramificati. Boala conduce la formarea unor proteine in sange §i se caracterizeaza prin simtome
cerebrale si eliminare de urind cu miros asemanator siropului de artar. Dacd nu se pune
diagnosticul, copilul moare in cateva luni. Tratamentul consta in administrarea unor regimuri care
sa evite cel trei aminoacizi.

Scopul acestui studiu a fost dezvoltarea unei metode precise si rapide de analiza cantitativa
si screening prin SIM-GC/MS pentru diagnosticul de certitudine a fenilcetonuriei (PKU) si a
MSUD.

Parte experimentala

Reactivi si probe

Au fost comparate doua metode diferite de extractie si derivatizare.

Subiectii de la care s-a facut recoltarea au avut varsta cuprinsa intre 3 si 10 ani. Recoltarea
sangelui s-a facut prin 2 metode. Prima a fost punctia venoasa iar ce-a de-a doua, care a avut mai
mare pondere, a fost recoltarea de sange capilar, cu aplicarea picaturii de sange rezultate pe hartie
de filtru cu spoturi delimitate la 8§ mm diametru, respectiv la o cantitate de 20 ul de sange. Extactia
din spoturile de singe s-a facut, dupa decuparea acestora, in sticlute cu capac, initial 1 ora la 4°C,
apoi 1 min intr-o baie cu microunde, cu metanol 0.1% HCI, rezultatele fiind identice. S-a adaugat
standard intern ’N-Ile (25ug/ml sau 0.5pg/spot de sdnge) pentru metoda dilutiei izotopice.

Metoda 1. Aminoacizii s-au purificat pe o rasind schimbatoare de ioni Dowex S0W-X8, pe o
coloana de 2x40mm si au fost eluati cu 4M NH4OH. S-a aplicat o procedura de derivatizare in doua
etape: esterificare cu butanol- clorura de acetil (4:1 v/v) timp de 1 h la 110°C pentru esterificarea
grupdri carboxil, si trifloracetilare cu 200 pl anhidrida trifloracetica la 60°C pentru 30 min, pentru

acetilarea grupdrii amino.
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Metoda 2. Sangele a fost plasat intr-un flacon cu capac cu filet cu 200 ul metanol/HC1 0.1%
si extractia a fost obtinuta fie la 1h la 4°C sau prin sonicare 1 min. 100 pl de extract au fost plasati
in alt flacon si derivatizati dupa adaugarea standardului intern. Aminoacizii din probele de sange
sau din probele etaloane au fost derivatizate ca esteri butil trifloracetici. Derivatizarea a fost facuta
in doua etape, 1n flacoane cu capac cu filet. Probele uscate au fost esterificate cu 100l ml butanol:
clorura de acetil, 4:1, (v/v) pentru 30 min la 100 °C. Excesul de reactiv a fost indepartat in flux de
azot. Gruparea amino a aminoacizilor a fost trifloracetilatd cu 100 pl anhidridd trifloracetica
(TFAA) la 60 °C timp de 30 min. Dupa racire, excesul de reactiv a fost indepartat cu azot la
temperatura ghetii si s-a adaugat acetat de etil.

Ca biomarkeri s-au folosit aminoacizii din tabelul urmator:

Tabel. 4. Aminoacizii utilizati ca biomarkeri

Aminoacid Simbol Ioni (SIM)
Valina Val m/z 168
Leucina Leu m/z 182

PN-Glicina PN-Gly m/z 155

"N-Isoleucina PN-Ile m/z 183
Prolina Pro m/z 166
Phenilalanina Phe m/z 91,148
m/z 203, 260,316,
Tirozina Ba m/z 107,164,220
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Fig.5. Cromatograma separarii prin SIM-GC-MS a aminoacizilor de interes pentru diagnosticarea
PKU si MSUD

in modul de lucru SIM au fost utilizati ionii cei mai importanti din spectrele de masi ale
aminoacizilor derivatizati ca trifloracetil butil esteri: m/z 168 pentru Val, m/z 182 pentru Leu, m/z
166 pentru Pro, m/z 91, 148 pentru Phe, m/z 203,260,316 pentru Tyr complet derivatizata (Tyr-
ditrifroacetl butil ester) si m/z 107, 164, 220 pentru Tyr-monotrifroacetl butil ester.

Rezultate:

Analiza cantitativa a celor cinci aminoacizi (valina, leucina, prolina, fenilalanina, tirosina) in
probe de sange prin doud metode diferite de extractie, derivatizare si analiza, au dat rezultate
asemanatoare. Coeficientul de regresie pentru compararea valorilor aminoacizilor prin cele doua
metode de extractie a dat r=0.91 (n= 4).

Metodele au fost validate utilizdnd 15 aminoacizi etalon, respectiv 5 aminoacizi. Etaloanele
au urmat aceeasi procedurd de extractie, derivatizare i analizad (n = 3) ca si probele. Precizia a dat
valoare mai mica decat 19.81% pentru deviatia standard relativa (R.S.D.), cu exceptia aminoacizilor
au obtinut injectand solutii etalon contindnd aminoacizi in concentratii de 5, 10, 15, 20 si 40 pg/ml
cu 20 pg/ml °N-Gly addugati la fiecare solutie etalon (metoda 1).

Prin a doua metoda, liniaritatea s-a calculat reprezentand raportul ariei picului selectat
pentru aminoacid per standard intern in functie de concentratia aminoacidului etalon (in pg/ml).

Dreptele de regresie s-au obtinut injectand solutii etalon contindnd aminoacizi cu concentratiile 1, 5,
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10, 20, 30 si 40 pg/ml cu 25 pg/ml °N-Ile addugat la fiecare solutie etalon, respectiv, per ml proba

de sange.
Tabel.5. Valorile RSD (%) pentru precizie §i acuratete (metoda 2)
Precizie Precizie
Amino acid Acc. RSD(%) Acc. RSD(%)
RSD(%) RSD(%)
(n=4) 30 ug/ml 40 pg/ml
30 pg/ml 40 pg/ml
Val 9.02 12.82 3.75 0.65
Leu 12.90 6.73 0.15 1.66
Pro 11.73 8.68 13.33 2.11
Phe 9.70 18.60 24.67 1.76
Tyr 7.92 8.22 30.44 5.54

S-a obtinut o buna precizie pentru acelasi copil (R.S.D. mai mica decat 10.4 %). Rezultatele
obtinute din numai 20 pl spot de sange au ardtat ca diagnosticarea PKU ar putea fi testata calculand
raportul Phe/Tyr. Diagnosticarea bolit MSUD se va obtine calculand raportul dintre aminoacizii
alifatici si aromatici in probe de sange. Rezultatele unor pacienfi PKU prin metoda 2, sunt
prezentate in Tabelul 4.13.

Valorile raportului Phe/Tyr obtinute pentru martori si pacienti ciagnosticati cu PKU 1n unele

din cazurile studiate sunt prezentate in Fig.6.
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Fig.6. Valorile raportului Phe/Tyr pentru spoturi de sange pentru PKU (o) si
martori (®) prin SIM/GC/MS.

Concluzii:
GC/MS este o metoda sensibild si rapidd pentru determinarea cantitativa a aminoacizilor din

probe de plasma sanguina.
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Metoda folosita este utild pentru diagnosticarea bolilor de eroare de metabolism prin
determinarea cantitativd a unor aminoacizi.

Se impune monitorizarea tuturor nou-ndscutilor prin aceastd metoda.

Diagnosticarea si tratarea bolii urinei cu miros de artar si a fenilcetonuriei in primele 3
luni de viata este vitala.

Masuratorile efectuate pe aminoacizi din plasma au aratat cd GC-MS este o metoda potrivita
pentru diagnosticarea PKU in probe de sange la nou nascuti, fie prin screening fie prin analiza
cantitativa a unor aminoacizi (din raportul Phe/Tyr).

Metoda este o metoda minim invaziva prin utilizare de cantitati foarte mici de sange.

Raportul dintre concentratiile aminoacizilor alifatici i cei aromatici poate indica alte

dezordini ale metabolismului cum ar fi MSUD.

5. CONCLUZII

Concluziile cele mai importante care reies din rezultatele experimentale obtinute sunt enumerate

dupa cum urmeaza:

1. Cuplajul GC-MS intruneste calitatile deosebite ale celor doud aparate, separare ideala prin gaz-

cromatograf si identificare ideala prin spectrometru de masa.

2. Selectivitatea si specificitatea foarte bund a spectrometrului de masa dau precizie si siguranta
foarte ridicatd analizelor. Prin identificarea de mare precizie a componentilor la timpul de elutie
cromatografic al analitului (analitilor), prin testarea permanenta in timpul analizei a identitatii

componentilor, metoda spectrometriei de masa este unica, extrem de pretioasa si de neinlocuit.

3. Este necesar controlul continuu si obiectiv al rezultatelor analitice prin validarea metodelor de
analiza cantitativa atat pentru a demonstra ca metoda este corecta si corespunde scopului propus

cat si pentru a verifica daca analistul a lucrat corect.

4. S-a stabilit o metoda de analiza cantitativa utilizand dilutia izotopica-spectrometria de masa
pentru analiza teofilinei. Pentru a corela nivelele de medicament in plasma si salivd au fost
comparate doud metode de calcul: matricial si cu ajutorul dreptei de regresie. Ca standard intern

a fost utilizata teofilina marcatd cu "N, sintetizatd la INCDTIM Cluj-Napoca. Metoda a fost
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validatda in domeniul 0-40 pg/ml. S-a obtinut o liniaritate buna, r=0,99, precizia, acuratetea si
reproductibilitatea au dat coeficienti de variatie foarte buni.

-Rezultatele pentru probele de saliva si plasma au dat o buna corelatie intre cele doua metode de
calcul, r=0,997. S-a obtinut o buna corelare si intre nivele de medicament masurate in plasma si
saliva cu r=0,955 respectiv 1=0,972 pentru cele doud grupe de studiu alese.

-Metoda este utila si in cazul unor testari de medicamente noi cu continut de teofilind cu actiune
retardatd, mult studiate pe plan mondial, avand efecte benefice in caz de criza.

-De asemenea, metoda este utila in studii farmacocinetice si poate fi utilizata ca metoda de

control a unor metode de rutina, fiind o metoda de precizie foarte ridicata.

S-a stabilit o metoda rapida si precisd prin CG-MS pentru stabilirea nivelului §i a parametrilor
farmacocinetici ai cafeinei in sange la copiii suferinzi de boli hepatice. Metoda a fost testata pe
un spectrometru de masd Hewlett Packard HP 5989B cuplat cu un cromatograf de gaze HP
5890. S-a utilizat o coloana capilara HP-5MS, 30m x 0,25 mm, 0,25 pm grosimea filmului,
programata de la 200 C la 250 C cu o viteza de 10 C/min, cu heliu 5,5 ca gaz purtdtor avand
debitulde 1ml/min.

-Ca standard intern s-a folosit '°N teofilini sintetizati la INCTIM Cluj-Napoca.

Metoda a fost validatd in domeniul 0-20 pg/ml cafeina. S-au preparat probe etalon de apa
distilatd contindnd cantitdti cunoscute de cafeind 3, 5, 10, 15, 20 pg/ml si 10 pg *N-teofilina.
Dreapta de regresie obtinuta a dat coeficientul de corelatie r=0,98.

-Acuratetea a prezentat valori de deviatie standard relative mai mici de 10%. Limita de detectie
a fost de 0,1 pg/ml cafeind in probele de sange, la un raport semnal/zgomot de 4:1.
-Concentratiile plasmatice ale cafeinei s-au masurat la 19 pacienti cu hepatitd cronica, la 5 cu
ciroza si la 10 subiecti sanatosi dupa administrarea cafeinei (4 mg/kg p. o.). Valorile obfinute
pentru clearance-ul cafeinei masurat prin metoda in doua puncte ( 1h si 9 h) sau sapte-puncte (
0, 1/2, 1, 3, 6,9, 12 h) s-au corelat foarte bine (r = 0.94, p<0.001), fapt de demonstreaza ca
pentru simplificarea metodei este suficientd prelevarea in doud puncte pentru testul cafeinei de
diagnosticare a disfunctiei hepatice. Timpul de injumatatire (¢;,,) al cafeinei a fost semnificativ
mai mare, iar clearance-ul a fost substantial redus pentru pacientii cu ciroza fatd de celelalte
grupuri de studiu. Testul cafeinei nu a putut distinge diferente intre functionarea ficatului la
subiectii martor si cei cu hepatita (p>0,05). S-au observat schimbari semnificative ale
metabolismului cafeinei la copiii cu ciroza decompensata (p<0.01). Valorile pentru clearence si

timpi de Injumatatire sunt schimbate din cauza “masei de hepatocite functionale”.
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6. S-a elaborat metoda de analiza a aminoacizilor minim invaziva din cantitate minima de sange
(20 ul), monitorizarea de copii martori si pacienti diagnosticati cu fenilcetonurie, teste prin
metode spectroscopice comparative pentru diagnosticare. S-au colectat spoturi (n=6) de sange a
20 pl de la un numar de 63 copii, 53 probe martor si 10 probe de la pacienti suspecti de
fenilcetonurie (PKU). S-a elaborat metoda de analiza minim invaziva, utilizand spoturi de sange
din deget, pe hartie speciala. S-a utilizat ca standard intern pentru dilutia izotopica glicina
marcatd cu "N si izoleucina marcati cu '°N. Metoda de analizi minim invaziva s-a aplicat la un
numar mare de cazuri (n=53) obtindndu-se raport pentru fenilalanina fata de tirosind de 0,70
(n=53) fatd de media valorilor pentru bolnavi PKU de 12,26 (n=10). Rezultatele obtinute prin
SIM GC/MS pentru probele pacientilor bolnavi au dat valori pozitive si prin metoda clasica
(BIA). Comparatia amprentald a evidentiat valori crescute ale fenilalaninei in cazurile
pacientilor PKU prin RMN. Metoda poate fi utilizata pentru monitorizarea nou nascutilor in
scopul diagnosticarii a doud boli de eroare de metabolism, fenilcetonuria (PKU) si boala urinei
cu miros de artar (MSUD).

-In etapa a doua a studiului s-a urmirit compararea metodei minim invazive (spoturi de singe de
20 pl) cu metoda GC-MS prin dilutie izotopica utilizand cantitati mai mari de sange (1 ml) in
urma efectuarii recoltarii prin venepunctie la martorii cu varsta cuprinsd intre 3 si 10 ani.
Compararea valorilor aminoacizilor determinati prin cele doud metode de analiza au dat valori
apropiate, obtinandu-se un coeficient de regresie de r=0,91.

-Liniaritatea s-a calculat prin reprezentarea raportului concentratiei fiecdrui aminoacid fata de
standardul intern. S-au obtinut coeficienti de regesie buni pentru cei doi aminoacizi marcati

("’N-Gly si "°N-Ile ) folositi ca standard intern.

7. Tehnicile ID-MS si ID-GC/MS, utilizdnd compusi marcati cu izotopi stabili, sunt tehnici fizice

ege ey e

aplicative interdisciplinare. Folosirea compusilor marcati cu izotopi stabili face posibila evitarea

contaminangilor prezenti in probe.
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