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Cil laboratorni tlohy:

Realizovat kvalitativni analyzu sacharidi a aditivnich latek v nealkoholickém napoji
pomoci techniky HPLC-TOFMS a DART-TOFMS

Diléi dkoly:

1.

Provelte HPLC-TOFMS analyzu vzorku ochucené mineralni vody se snizenym
obsahem cukru v pozitivnim a negativnim ESI ioéfigen médu.

Na zaklad hmotnostnich spekter jednotlivych pikletekovanych analytprovefte
s pouzitim softwaru a Tabulky 5 jejich identifikaci.

Material a laboratorni sklo:

Separani analyticka kolona ZORBAX SB-C18 75 mm x 2,3 mm, 3 um (Supelco)
Vzorkovaci tyinky Dip—it® (lonSense)

Vzorkovaci jamky Deepwell Microplates (Life systéme Design)

Sklergné pasteurovy pipety (Poulen & Graf)

10 ml a 20 ml Odrérné baiky

Rozpoustdla a chemikalie:

Deionizovanéa voda (ziskana pomoci purifikéno systému Milipore)
Acetonitril (HPLC-grade, Sigma-Aldrich)

Methanol (HPLC-grade, Merck)

Polyethylen glykol, pimérna M, 600 (Sigma-Aldrich)

Pristroje a zatizeni:

.Rapid resolution* kapalinovy chromatograf série 1200 s autosamplesem
termostatem (Agilent)

ESI iontovy zdroj (Jeol)

DART iontovy zdroj DP-100 (lonSense)

Hmotnostni spektrometr AccuTOF LP (Jeol)

Autosampler AutoDART HTC PAL (Leap Technologies)

Analytické vahy AND, model GR — 202EC (A&D Instruments LTD)

Vzorek: ochucena mineralni voda se snizenym obsahem cukru



A. HPLC-TOFMS

Princip metody:

Sacharidy a dalSi aditivni latkyfitomné ve vzorku jsou na HPLC kokoms reverzni fazi
separovany dle své polarity a molekulové hmotnosti. Eluované analyty 4ol
(electrospray ionization) iontovém zdroji ionizovany a nasleaimalyzovany a detekovany
hmotnostnim spektrometrem. Vigpehu analyzy dochazi k rychlémuagpinani pozitivniho a
negativnino modu ionizace, vramci jedné analyzy tak lze ziskat oba d¢bgpafické
zadznamy i hmotnostni spektra. Na zakladéieni gesné hmoty Ize jednotlivym ioimh
analyt priradit elementarni sloZeni a identifikovat je.

PRACOVNI POSTUP:

Piiprava vzorku:

Vzorek ochucené mineralni vody se odplyni sonikaci (2 minuty). 0,2 ml vzogke\sede do
20 ml odngrné baiky a objem se doplni po rysku deionizovanou vodou. Takted&ay
vzorek se fevede do 2 ml vialky a analyzuje se pomoci HPLC-TOFMS.

HPLC-TOFMS:

Pti HPLC separaci analftse jako mobilni faze pouziva &sacetonitril-voda v poénu
70:30 @/v). Nastikuje se 5 pl vzorku, eluce se provadi izokratickl ppatoku 0,4 ml/min.
Doba analyzy je 10 min. Optimalni nastaveni ESI iontového zdroje a hmohbmostni
spektrometru v pozitivnim a negativnim iorimédm médu je uvedeno v Tabulce 1 a 2.

Tabulka 1. Nastaveni ESI-TOFMS v pozitivhim modu.

Parametr Nastaveni
Mod ionizace pozitivni
Napsti na kapilde 3200 V
Napsti na kore +20V
Teplota zdroje 120 °C
Pritok desolv. plynu 700 I/hod
Desolvaténi teplota 350 °C

Pritok kdbnového plynu 100 I/hod
Napeti na iontové optice +600 V
Napsti na MCP detektoru  —2200 V
Rychlost akvizice spekter 10 spekter/s

Tabulka 2. Nastaveni ESI-TOFMS v negativhim modu.

Parametr Nastaveni
Mod ionizace negativni
Napsti na kapilde 3100V
Napsti na korg -20V
Teplota zdroje 120 °C
Pratok desolv. plynu 700 I/hod
Desolvaténi teplota 350 °C

Pratok kdnového plynu 100 I/hod
Napsti na iontové optice -600 V
Napsti na MCP detektoru  +2200 V
Rychlost akvizice spekter 10 spekter/s




Zpracovani dat:

Pro zpracovani dat ziskanych HPLC-TOFMS analyzou se pouziva softtess Center v
1.3, ktery umot#iuje integraci pik analyti, kvalitativni vySeteni jejich hmotnostnich spekter
a vypaiet elementarniho slozeni.

B. DART-TOEMS

Princip metody:

DART (Direct Analysis in Real Time) je novy typ iontovéhadrge pro hmotnostni
spektrometrii pracujici za atmosférického tlaku. Hlavni vyhodou DABRDje je mozZnost
ziskat informaci (hmotnostni spektrum) analyzovaného vzorku v realfs&m. Vlastni
analyza, kterd se provadi pouhym ugrigh vzorku (pevny, kapaln§i plynny) do prostoru
mezi iontovy zdroj a vstup do hmotnostniho spektrometru, trva potkadiknsekund. Do
iontového zdroje je vh&no hélium, které je dale vedeno do vybojové komory s jehlovou
elektrodou. Na elektrodu je vloZzeno ®Hpo velikosti rékolika tisic volti (3000—4000 V),

v jehoz disledku dochéazi k vyboji a tvatbplasmy (smis kladré a zapord nabitych iond
plynu a nenabitych metastabilnich atonplynu). Nabité ¢astice jsou z proudu plynu
odstrarny a v dalStasti zdroje je zafivan (typicky na 250 az 350°C), kontrola teploty plynu
usnaduje zplyréni/desorpci latek ze vzorkovanych matric.

Pfi pfimé analyze vzorku napoje Ize v hmotnostnich spektrech (v zavislosti nanéawole
ionizasnim modu) pozorovat pseudomolekularni iontMH]*, [M]* nebo M-H]~, [M])
sacharid, unglych sladidel a dalSich aditivnich latek.

Pracovni postup:

Priprava vzorku a roztoku polyethylen glykolu:

Vzorek ochucené mineralni vody se odplyni sonikaci (2 minuty). BebBART-TOFMS
analyzy se pblizn¢ 0,7 ml odplygného vzorku fevede do vzorkovaci jamky. Roztok
polyethylen glykolu (~20@g/ml), pouzivany i DART-TOFMS analyze pro &l vnitrni
kalibrace pi méreni gesné hmoty, sefjpravi nasledovdt do 10 ml odmarné baiky se
pomoci pasteurovy pipety navazilizné 2 mg polyethylen glykolu a B&a se doplni po
rysku methanolem.

DART-TOFMS:

Pii méfeni se pouziva automatickyegmos vzorku s vyuzitim autosampleru, doba desorpce
vzorku ged iontovym zdrojem je 10s. Optimalni nastaveni pardamBBRT-TOFMS
systému pro gieni v pozitivnim a negativnim moédu uvadi Tabulka 3 a 4.

Tabulka 3. Nastaveni param@&DART-TOFMS v pozitivnim médu.

Parametr Nastaveni
Mod ionizace pozitivni
Priatok hélia 2,7 l/min
Teplota plynu 300°C
Napsti na vybojové jehle  —-3000 V
Elektroda 1 +150 V
Elektroda 2 +250 V
Napsti na kore +20V

Napeti na iontové optice +600 V
Napsti na MCP detektoru  —2400 V
Rychlost akvizice spekter 5 spekter/s




Tabulka 4. Nastaveni paramé&DART-TOFMS v negativnim modu.

Parametr Nastaveni
Mod ionizace negativni
Priatok hélia 2,7 I/min
Teplota plynu 300°C
Napsti na vybojové jehle  +3000 V
Elektroda 1 =150V
Elektroda 2 -350 V
Napeti na kore -20V

Napsti na iontové optice -600 V
Napsti na MCP detektoru  +2400 V
Rychlost akvizice spekter 5 spekter/s

Kazdy vzorek se analyzuje véeth opakovanich, na konci kazdé analyzy iiedpontovy
zdroj na vzorkovaci tynce riené umisgn roztok polyethylen glykolu.

Zpracovani dat:

Pro zpracovani dat, tj. kvalitativni zhodnoceni hmotnostnich spekter vzorkweai ur
elementarniho sloZeni ianse pouziva softwaru Mass Center v 1igd”dalSim zpracovanim
je nutné provést korekci pozadi, tj. odstranit ze spektra vzorku vesSkere viomiajici

v disledku kontaminace zdroje nebo ionizace komponent atmosféry a provésthkadibraci

s pouzitim hmotnostniho spektra polyethylen glykolu.

Tabulka 5 Sacharidy a aditivni latky v ochucené mineralnidved snizenym obsahem cukru.

Analyt m/z Typ iontu  Elementérni sloZeni iontu
Acesulfam K 161,9861 M1~ C,H.,NO,S

Aspartam 295,1294 l\ll‘l‘H]+ C14H19N205
Citrénova kys. 191,0192  M-HJ CeH-O;
Glukosa/Fruktosa  179,0556 MEH] CsH1106

Sacharosa 341,1084 MEH]T CioH»1011

Benzoat 121,0290 M1~ C/Hs0,

Sorbova kys. 111,0446  MFHT CeH-O,

Askorbova kys. 175,0243 M-H] CsH-04




Obrazek 1 Typické DART-TOFMS hmotnostni
mineralni vody se snizenym obsahem cukréifemé v pozitivnim a negativnim

ioniza*nim modul.
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