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VYUKOVE CILE LABORATORNIHO CVICENI

1) Prohloubeni teoretickych a praktickych znalosti v oblasti mikroextrakce tuhou fazi, plynové
chromatografie a vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie (SPME-GC-HRMS)

2) Demonstrace analytické metody pro stanoveni furanti v potravinach

3) Vypocet realné koncentrace furanii ve vybranych vzorcich potravin pomoci metody
standardniho ptfidavku

KRITERIA HODNOCENI PRACE

Znalost zékladnich informaci souvisejicich s SPME-GC-HRMS instrumentaci

Praktické provedeni prace

Dodrzeni pravidel pro praci v laboratofi (bezpecnost, Cistota, poradek)

Protokol — piehlednost experimentalnich tidajt, vysledky a zavér

CASOVY HARMONOGRAM PRACE

K v
Cinnost
rok ¢.
1. Vyklad, prozkouseni a diskuse (45 min)
2. Ukézka ptipravy vzorku pro analyzu (10 min)
3. Nastaveni instrumentace GC-HRMS a ukazka vyhodnoceni (60 min)
4. Ptiprava vzork (20 min)
5. Vyhodnoceni a zpracovani dat (60 min)
‘ Ptiprava protokolu (30 min, lze vyhotovit t¢Z mimo laboratof, po domluvé s

asistentem)




STUDIJNI CAST

Furan a jeho methylované derivaty (2 a 3 —methylfuran) jsou procesni kontaminant, které
vznikaji pfirozené¢ béhem tepelného zpracovani potravin z kyseliny askorbové, polyenovych
nenasycenych mastnych kyselin, aminokyselin, sacharidii a dal$ich prekurzorti. Dlouhodoba expozice
furanu z potravin muze vést az k zavaznému poskozeni jater. Nejvice exponovanou skupinou
populace jsou malé déti, které pravidelné konzumuji ptikrmy z konzerv nebo ze ,,zavarenych®
sklenic. Ostatni ¢ast populace je exponovana zejména konzumaci cerealnich produkti a také kavy.

Furan, spole¢né s 2 a 3-methylfurany patii mezi velmi t€kava latky kvtli nizké molekulové
hmotnosti (viz. obrazek 1) a pro jejich stanoveni je tedy vhodna technika mikroextrakce tuhou fazi
(SPME) ve spojeni s plynovou chromatografii (GC) a vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie

(HRMS).
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Obrazek 1: Molekulové struktury furanu, 2-methylfuranu a 3-methylfuranu.

SPME je relativné jednoducha, levna, G¢inna, rychld a ekologicka vzorkovaci metoda pro
tékavé a Castecné tékavé latky. V této technice je pro extrakci vyuZzito vldkno, které je pokryto
polymerem rizného typu (polydimethylsiloxan, divinylbenzen, carboxen, polyacrylate a
polyethylenglycol) nebo smési polymerii (polydimethylsiloxan/divinylbenzen/carboxen) a podle
vlastnosti analyzovanych latek je vybrano vhodné vladkno s odpovidajicim polymerem o piislusné
polarité, tloust'’ce a povrchu. Cely proces vzorkovani se sklada z nasledujicich krok: (i) kondicionace
vlakna — odstranéni nasorbovanych latek z prostiedi, (ii) inkubace vzorku — dosaZeni rovnovéhy
koncentraci latek v ptipadé ,,head space analyzy mezi vzorkem a prostorem nad vzorkem (,,head
space*, (ii1) extrakce vzorku — sorpce analyti na vldkno a (iv) desorpce — desorpce analytl z vldkna
do nastfiku plynového chromatografu (viz. obrazek 2). V pfipad¢ ponofeni vldkna do kapalného

vzorku (,,direct immersion*) odpada krok inkubace.
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Obrazek 2: ukdzka extrakce a desorpce latek pomoci SPME techniky ve spojeni s GC-MS
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PRAKTICKA CAST

Napln a cil prace

Cilem ulohy je seznameni s analytickou metodou pro stanoveni furanu a jeho metylovanych
derivati pomoci SPME-GC-HRMS ve vybranych potravinach. Budete také seznameni s detailnim
nastavenim techniky SPME, GC a také HRMS (viz tabulka 1-3). Vyhodnoceni namétenych dat bude

probihat pomoci metody standartniho ptidavku.

Priprava vzorku

o Stanoveni furanu a jeho metylovanych derivatii v tuzemaku
Do 10 ml vialky se navazi 1 g NaCl a napipetuje se 1 ml vzorku. Vialka se uzavie
magnetickym plynotésnym vickem tak, aby se vicko neprotacelo. Takto se pfipravi vzorek ve
ctyfech opakovani. Do jednoho vzorku se piida pies vicko hemiltonovou stiikackou 50 pl
standard furanu a jeho metylovanych derivatl o koncentraci 0,004 mg/ml a do druhého vzorku
se prida 100 pl stejného standardu.

o Stanoveni furanu a jeho metylovanych derivatii v kavé
Do 10 ml vialky se navazi 0,1 g vzorku kavy a napipetuji se 2 ml nasyceného roztoku NaCl.
Vialka se uzavie magnetickym plynotésnym vickem tak, aby se vicko neprotacelo. Takto se
pfipravi vzorek ve Ctyfech opakovani. Do jednoho vzorku se ptida pfes vicko hemiltonovou
stfikackou 150 pl standard furanu a jeho metylovanych derivati o koncentraci 0,004 mg/ml a

do druhého vzorku se ptida 200 pl stejného standardu.

Zpracovani namérenych dat

V prvnim kroku je nutné vypocitat ptesné hmoty stanovovanych analyt. V knihovné NIST
vyhledejte spektra jednotlivych latek, urc¢ete kvantifika¢ni a konfirmacni hmoty a vypocitejte presné
hmoty. Ur€eni reten¢nich Casi analytli proved’te pomoci ,,extracted ion chromatogram (EIC)* za
pomoci pfesnych hmot. Poté proved'te dekonvoluci a v seznamu detekovanych latek najdéte cilove
analyty v ur¢enych retenc¢nich casech. Po kontrole integrace jednotlivych hmot nakopirujte
vypoctenou plochu analyti do souboru MS Excel a provedte vypocet koncentraci metodou

standardniho ptidavku dle nasledujici rovnice:

Ai "Cq " VS
Ci =
(Ais(V; = V5) — 4 - V)
ci—hezndma koncentrace Ai—plocha peaku cs—znama koncentrace piidaného standardu

Vs—objem piidaného standardu Ais—plocha peaku s pfidanym standardem  Vi—objem vzorku



Chemikalie, spotirebni material a pomucky

Deionizovana voda (Milli-Q, Millipore, USA)
NaCl (Penta Praha, CR)
Helium 6.0 (Siad, CR)

Bézné vybaveni laboratote (kddinky, Pasteurova pipeta, navazovaci lodicka, 1zi¢ka na chemikalie,
10 ml SPME vialky, ...)

Predvazky AND HF-1200 (A&D Instruments, Japonsko)
Automatickd pipeta FINNPIPETTE 1 — 5 ml (Thermo Scientific, USA)

Instrumentace

GC-HRT (LECO Corp., USA)

e Automaticky nasttikovy systém MPS (Gerstel, Némecko)
e Programovatelnd pec Agilent 7890B (Agilent Technologies, USA)
e VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometr Pegasus HRTOF (Leco Corp., USA)

Pouzité softwary

MS Search v2.0 (2011, Agilent Technologies, USA)
ChromaTOF (v 5.10., Leco Corp., USA)
Microsoft Office Excel (2013, Microsoft, USA)

Instrumentalni metoda

Tab. 1 Parametry SPME:

Vlakno polydimethylsiloxan/divinylbenzen/carboxen
Teplota extrakce a | 540

inkubace

Doba inkubace 10 min

Doba extrakce 5 min

Doba desorpce 1 min

Tab. 2 Parametry plynové chromatografie chromatografie:

Kolona HP-INNOWax (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm; Agilent Technologies)
Nosny plyn: Helium
Pritok plynu 1 ml / min
Typ nastiiku Splitless (1 pl)
40 °C po dobu 1 min; 0,5 °C/min do 45 °C, 40 °C/min do 240 °C

Teplotni program pece (10 min)

Teplota transferline 220 °C




Tab. 3 Podminky hmotnostné-spektrometrické detekce

Ionizace EI

Teplota zdroje 230°C

Hmotnostni rozsah 25 000 FWHM

Akvizi¢ni rychlost 5 spekter/s

Hmotnostni rozsah 40 — 550 m/z
PROTOKOL

1) Uvod — skupina, studenti

2) EIC vzorku s positivnim nalezem furant

3) Vypocet a koncentrace furani v jednotlivych vzorcich
4) Zaver (cca jeden odstavec)



