VYSOKA SKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE
USTAV CHEMIE A ANALYZY POTRAVIN

Technicka 5, 166 28 Praha 6
tel./fax.: + 420 220 443 18fna.hajslova@vscht.cz

LABORATOR Z ANALYZY POTRAVIN A PRIRODNICH
PRODUKTU

Stanoveni profilu triacylglycerolu technikou
HPLC-TOFMSaDART-TOFMS

pro hodnoceni autenticity olivového olge




Cil laboratorni ulohy:

Na zékladé tanoveni profila triacylglycerola technikou HPLC-MS a DART-TOFMS
pro odliSeni extra panenského oleje a oleje z liskovyclitidki

Diléi alkoly:

1.

Ziskejte chromatografické profily triacylglycetoéxtra panenského olivového oleje a
oleje z liskovych tiska pomoci vysokotinné kapalinového chromatografie (HPLC) a
vysokorozliSovacim hmotnostrspektrometrickym detektorem s analyzatorem doby
letu ionti (HR TOF-MS) s ionizaci elektrosprejem (ESI).

Porovnejte ziskané profily adete chromatografické piky odliSujici oba oleje.

Na zaklad hmotnostnich spekter (aduktovych injednotlivych pik analyti, se
s pouzitim softwaru a nize uvedené Tabulky 3 pokuste identifikovat detekované
triacylglyceroly.

S pouzitim DART iontového zdroje s autosamplerem a vysokorozliSovaciho
hmotnostniho spektrometru s analyzatorem doby letui ilHR TOF-MS) ziskejte
hmotnostni  spektra triacylglycefol extra panenského olivového oleje a
liskoatiSkového oleje.

Ziskané hmotnostni spektra dlgjorovnejte a wete ionty, jejichz relativni intenzity
se vyznamaliSi a jsou tak vhodné pro vzajemné odliSeni obou vizork

S pomoci softwaru dete pravdpodobné elementarni sloZeni vybranychiontetn
chyby nméfeni gesné hodnotyw/'z. Na zaklad informaci uvedenych niZze v Tabulce 3
predkEzne identifikujte sledované ionty triacylglycerol

Material a laboratorni sklo:

Analyticka kolona Spherisorb ODS2 100 mm x 2,3 mmi3(Supelco)
Vzorkovaci tyinky Dip—it® (lonSense)

Vzorkovaci jamky Deepwell Microplates (Life systéme Design)
Sklergné pasteurovy pipety (Poulen & Graf)

10 ml Odnérné baiky

Rozpoustdla a chemikalie:

Chloroform (HPLC-grade, Merck)

Aceton (HPLC-grade, Merck)

Acetonitril (HPLC-grade, Sigma-Aldrich)

Toluen (HPLC-grade, Merck)

Methanol (HPLC-grade, Merck)

Octan amonnyX99%, Sigma-Aldrich)

Vodny roztok amoniaku, 25 %n(m),(Penta)
polyethylen glykol, pimérna M 600 (Sigma-Aldrich)



Piistroje a za‘izeni:

.Rapid resolution“ kapalinovy chromatograf serie 1200 s autosamplerem a
termostatem (Agilent)

* DART iontovy zdroj DP-100 (lonSense)

* Hmotnostni spektrometr AccuTOF LP (Jeol)

= Autosampler AutoDART HTC PAL (Leap Technologies)

= Vahy AND, model GR — 202EC (A&D Instruments LTD)

» Automatickd pipeta FinnPipette 0,2 — 1 ml (Thermo Scientific)

Vzorky: extra panensky a lisktiSkovy olej

A. HPLC-TOEMS

Princip metody:

Triacylglyceroly, hlavni slozky tuka olefi, jsou na HPLC koloxis reverzni stacionarni fazi
separovany dle své polarity a molekulové hmotnosti. Pro charaktgenadtlivych analyd

se pouziva tzv. ECN (equivalent carbon number), které seiitgpdie vztahu ECN = CN —
DB (CN — paet uhliki v mastnych kyselinach triacylglycerolu, DB —¢pb dvojnych vazeb
v molekule). Retence triacylglycetolna kolor se zvySuje s rostoucim ECN. Eluované
triacylglyceroly jsou v ESI (electrospray ionization) iontovém zdmjizovany, dochazi ke
tvorbd amonnych aduktovych ioh{M+NH,]*. Vzniklé ionty jsou analyzovany a detekovany
hmotnostnim spektrometrem. Ziskané chromatografické profilyiSéepto oleje #izného
botanického fivodu a mohou tak poslouzit k jejich odliSeni. Na zaklashotnostnich spekter
jednotlivych piki, resp. pesnych hodnotr/z aduktovych ioni analyti |ze triacylglyceroly
identifikovat.

Pracovni postup:

Priprava vzorku:

0,5 ml vzorku se automatickou pipetoteyede do 10 ml odémné baiky, kterd4 se doplni po
rysku chloroformem. Takto badkny olej se pevede do 2 ml vialky a analyzuje se pomoci
HPLC-TOFMS.

HPLC-TOFMS:

Pii HPLC separaci triacylglycerblse jako mobilni faze pouZiva &snaceton—acetonitril

v poneru 64:36 ¢/v), piicemz acetonitril obsahuje 10 mmol/l octanu amonného pro podporu
ionizace triacylglycerdgi. Nastikuje se Bl vzorku, eluce se provadi izokratickyi pratoku

0,4 ml/min. Doba analyzy je 25 min. Optimalni nastaveni ESI iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru uvadi Tabulka 1.

Tabulka 1. Nastaveni ESI-TOFMS systému pro analyzu triacylglyéerol

Parametr Nastaveni
Mod ionizace pozitivni
Napsti na kapilde 3500 V
Napsti na kore +20V

Teplota zdroje 120 °C



Pritok desolv. plynu 900 I/hod
Desolvaténi teplota 400 °C
Pritok kdbnového plynu 100 I/hod
Napeti na iontové optice +1000 V
Napsti na MCP detektoru  —2200 V
Rychlost akvizice spekter 5 spekter/s

Zpracovani dat:

Pro zpracovani dat ziskanych HPLC-TOFMS analyzou se pouziva softtess Center v
1.3, ktery umoi#iuje integraci pilk analyti, kvalitativni vySeteni hmotnostnich spekter
triacylglyceroli a vypa@et elementarniho slozeni.

Obrazek 1 Typicky chromatogram triacylglyceribkextra panenského liskiidkoveho oleje
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B. DART-TOFEMS

Princip metody:

DART (Direct Analysis in Real Time) je novy typ iontovéhadrge pro hmotnostni
spektrometrii pracujici za atmosférického tlaku. Hlavni vyhodou DABDje 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 ®tHpo velikosti rekolika 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 zaftvan (typicky na 250 az 350°C), kontrola teploty plynu
usnaduje zplyréni/desorpci latek ze vzorkovanych matric.

Pii piimé analyze rostlinnych olejjsou v hmotnostnim spektru pozorovany &
pseudomolekularni ionty vechtifomnych triacylglycerdl [M+H]*, v pritomnosti par
amoniaku pak jejich aduktové iontfNH,]". Sowkasre dochazi ke tvorbdalich ioni o
nizsi hodnat Nz, které vznikaji fragmentaci iaintriacylglyceroti odS€penim jedne&i dvou
molekul mastnych kyselin. Tyto hmotnostspektrometrické profily triacylglycerdlmohou
poslouzit k odliSeni oléjs iznym sloZzenim triacylglycerol



Pracovni postup:

Piiprava vzorku a roztoku polyethylen glykolu:

Do 10 ml odnérné baiky se pomoci automatické pipetyepede 0,2 ml vzorku, objem se
doplni po rysku toluenem ailea se dkladre prottepe. Pro &el DART-TOFMS analyzy se
piiblizné 0,7 ml vzorku pevede do vzorkovaci jamky. Roztok polyethylen glykolu
(~200ug/ml), pouzivany p DART-TOFMS analyze prodel vnitini kalibrace g méreni
piesné hmoty, seffpravi nasledovér do 10 ml odmirné baiky se pomoci pasteurovy pipety
navazi piblizné 2 mg polyethylen glykolu a ti&a se doplni po rysku methanolem.

DART-TOFMS:

Pfi méfeni se pouZziva automatickyegmos vzorku s vyuzitim autosampleru, doba desorpce
vzorku pred iontovym zdrojem je 30s. Pro zvySeni efektivity ionizace tighmerola
(tvorba aduktovych iofits amoniakem) se pod vystup z iontového zdroje umisti 2 ml vialka
naplrtna vodnym roztokem amoniaku. Optimalni nastaveni paranm@&RT-TOFMS
systému uvadi Tabulka 2.

Tabulka 2. Nastaveni param@&DART-TOFMS systému pro analyzu triacylglycérol

Parametr Nastaveni

Mod ionizace pozitivni
Priatok hélia 4,0 I/min
Teplota plynu 350°C
Napsti na vybojové jehle  —-3000 V
Elektroda 1 +150 V
Elektroda 2 +250V
Napsti na korg +20V

Napsti na iontové optice +1100 V
Napsti na MCP detektoru  —-2400 V
Rychlost akvizice spekter 5 spekter/s

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

Zpracovani dat:

Pro zpracovani dat, tj. kvalitativni zhodnoceni hmotnostnich spekteli alepgeni
elementarniho slozeni se pouziva software Mass Center vig®B.dRISim zpracovanim je
nutné provest korekci pozadi, tj. odstranit ze spektra vzorku vesSkeré iontyajicni
v disledku kontaminace zdroje nebo ionizace komponent atmosféry a provéttkadibraci

s pouzitim hmotnostniho spektra polyethylen glykolu.

Tabulka 3 Hlavni triacylglyceroly extra panenského olivového a liglkakmveho oleje.

Triacylglycerol  m/z Elementarni slozeni iontu M+NH,]*
000 902,82 67H 108N Os
LOO 900,80 GH10eNOg
LLO 898,79 GH10ANOg
LLL 896,77 G7H102NOg
POS 878,82 65H 108N Os
POO 876,80 €sH10eNOg

PLO 874,79 GsH104NOs



PPO 850,79 63H10NOg
POPo 848,77 §H;|_02N06

Zbytky mastnych kyselin v iontech triacylglyceiglsou oznaeny dle néasledujici
legendy: O = olejova kys.; L = linolova kys.; P almitova kys; S = stearova kys.;
Po = palmitoolejova kys.



Obrazek 2 Typické DART-TOFMS hmotnostni spektrum extra panenského olivového oleje ails&koeho oleje.
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