Uloha do laboratorniho aséni - Specialni metody

Kapalinova chromatografie ve spojeni
s hmotnostni detekci ( LC-MS )

Analyza bilého vina:
stanoveni organickych kyselin

Teoretickasast ulohy:
v' Chemické slozeni hroarvinné révy a charakteristika stanovovanych arfiakgselina
jablé&na, vinna, citronova, sorbova
v' Zakladni principy hmotnostni spektrometrie, iogizaechniky za atmosférického tlaku —
elektrosprej (ESI) a chemicka ionizace (APCI)

v' Spojeni sepataich technik a hmotnostni spektrometrie

Praktickacast ulohy:
v Priprava pistroje pro ngieni — laéni, kalibrace
v' Analyza standarid— primy nastik a zaznam spekter
v' LC separace sési standard - identifikace neznamého analytu
v" Analyza bilého vina — identifikace andlyvybér z databaze

Hrozny vinné révy a jejich chemické slozeni

Vinn4 réva Vitis viniferg je jednou z nejstarSich uZitkovych rostlin, jepiody
¢loveék vyuziva k pimé konzumaci nebo Kipraw vin a vinnych most Bobule vinné révy
obsahuji celodadu zdravi prosgnych latek, jejichz fitomnost a zastoupeni ouiivje fada
faktoni. Chemické slozeni hro#ne zavislé napklad na odidé vinné révy, klimatickych
podminkach p péstovani a dob sbiru hrozri. Svou roli sehrdva také agob jejich
nasledného skladovanitipadré napadeni plisndi jinymi Skadci. Ve zralych hroznech tvo
vice nez 90 % ve vedrozpustnych latek cukry (zejména glukosa a fruktogejichz
fermentaci dochazi kemené na alkohol a oxid uhlity. Zbytek @ipada na organické
kyseliny a ostatni latky, mezi které padusikaté latky (aminokyseliny, bilkoviny), mingréa
prvky (K, Ca, Mg, P, S, Fe, Mn, Zn), vitaminy (z&na C), fenolické kyseliny, aromatické
latky apod.

Pritomnost organickych kyselin oviiuje kvalitu gipravovaného vina a &uje jeho
organoleptickou kvalitu a stabilitu. K nejvice zagpenym pat kyselina jabléna a vinna,
které maji nej¥tsi podil na kvalit hrozri. Cim jsou hrozny vyzrélejsi, tim je vy3si obsah
kyseliny vinné a naopak, u nevyzralych hropievazuje chtové ostejSi kyselina jabkna.

Z dalSich zastoupenych organickych kyselin Ize jovah nap. Kkyselinu citrénovou,
jantarovouci fumarovou. Celkova koncentrace organickych kysele $aw ze zralych
hrozni se obvykle pohybuje vrozmezi 5 - 10 g/l. Hroznawgst (neboli 100%t&va) se



ziskava lisovanim z rozdrcenych a odmych hrozii a slouzi k pimé spoteb: nebo ke
kvaSeni a nasledné vyrdlina.

Kyselina jabléna pati ve vire k dominantnim organickym kyselinam, jejichz obsah
se Ehem zrani hrozinvyrazré méni. Ve zralych hroznech se jeji obsah uvadi v radre- 4
g/l, behem zrani vSak idZe dochazet k poklesu azkolik g/l tydre. Kyselina jabléna byva
ve virg vnimana jako ostra kyselina a proto je snahoub&réino s jejim nizkym obsahem,
nicméré velmi nizké koncentrace mohou tgpbit plochost a fadnost vyrobenych vin.
Kyselina jabléna byva také lehce zpracovavana mikroorganismy.deoml&nych bakterii
(Oenococcus oenidochazi k jeji fermentaci argmené na kyselinu mlénou, ktera vino
zjermuje a @isobi gizniveé na jeho chtli vani.

Kyselina vinné je metabolicky a mikrobidlistabilni kyselina a jeji obsaltisklizni
zralych hrozi se pohybuje v rozmezi 5 — 10 g/l. &my v obsahu &hem zrani bobuli jsou
pouze malé, ke sniZzovani koncentrace vsakemlochézet napvlivem ¢astych defovych
srazek¢i pritomnosti ®gkterych kationh (nag. Zelezné a #’naté ionty mohou oxidovat
kyselinu vinnou na glyoxyl).

Kyselina citrébnova se vyskytuje jiz v nezralychbbbch hrozii a zranim se jeji obsah
prakticky nergni. Jeji obsah v hroznovém mostu se uvadi 100 1890 u ledovych vin pak
dosahuje hodnotips 600 mg/l. Jedna se o velmi stalou kyselinungjiinglym pridavanim
se zlepSuje kvalita a ctiwina. Dle sotiasné legislativy lze kyselinu citronovotigévat nap.
do stolnich nebo Sumivych vin do maximalni koncecerl g/l.

Kyselina sorbova nepatmezi kyseliny, které by se ve vinnych hroznec¢imogere
vyskytovaly, byva vSakimlavana jako konzer¢ai prostedek k zabrahdruhotného kvaseni
zejména u vin, obsahujicich zbytkovy cukr. Jejietméana koncentrace u zkvaSeného
hroznového mostu by netta presahnout 200 mg/l.
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Zakladni principy hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometridviass SpectrometryMS) nachazi uplatmi v analytické
chemii @i identifikaci a charakterizaci molekul. Jeji paatsiu je separace iantatek na
zéklad jejich pongru relativni molekulové hmotnosti ku elektrickém@boji (m/2 a
nasledna detekce (zaznamenani hmotnostniho speldréferém je podle m/z zobrazeno
zastoupeni jednotlivych ioix

Zakladni usptadani hmotnostniho spektrometru se sklada z iohtovédroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Zpravidla§e uzaieno v prostoru, ve kterém je
pomoci systému pump kontinudladrzovano vakuum.

iontovy zdroj analyzitor detektor
&’ vstup vzorku |
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K ionizaci vzorku nize dochazet za atmosférického tlaku nebo za srivetigku.
Zpasohi ionizace vzork je nékolik a voli se podle vlastnostigfenych latek a kompatibility
s analyzatorem. RozliSujeme mezi tzv. tvrdymi telctimi ionizace, i kterych je dodana
vyS8Si energie a dochazi vetsi mie k fragmentaci iorit (elektronova ionizace El) a
meékkymi techniky s nizkou ionizmi energii (elektrosprej ESI, chemicka ionizace za
atmosfeérického tlaku APCI, laserové desorpce/iarézaa dasti matrice MALDI apod.).

Po gevedeni vzorku na ionty dochazi v analyzatoru ikhejseparaci podlen/z
Z bézre¢ pouzivanych analyzatbrmiuZzeme jmenovat ndjklad kvadrupélovy analyzator,
praletové analyzatory, iontové pasti, magneticky sektebo ion-cyklotronovou rezonanci.
Pro zvySeni citlivosti a selektivity se mohotkteré analyzatory také kombinovat.

V poslednim kroku dochazi k dopadu ibmia detektor. Poskytnuty signal je &nmy
poctu dopadajicich iofit a je zaznamenavan jako elektricky proud, kteryiké&rpiimym
dopadem iorit nebo pomoci elektronového nasahikdy sekundarni emisi elektéodochazi
navic k zesileni primarniho signalu.
rozliSeni Resolution a spravnost stanoveni hmotnostiaés Accuracy P nizkém rozliSeni
dochéazi k nedostateému prokresleni izotopovych obalek, coize znesnadnit identifikaci
latek. RozliSeni a tim i kvalita zaznarse |iSi v zavislosti na typu pouzitého analyzatoru

Spravnost ufeni stanovené hmotnosti udava relativni rozdil meangifenou a
vypoétenou hodnotou m/z vztazenou k vypené hodnat Jednd se o bezrozmou veltinu,
vyjadienou v jednotkach ppm. Pro moznostemi elementarniho sloZzeni se jako minimum
uvadi spravnost stanoveni m/z 5 ppm s externidegilhhmotnostniho spektrometru.

(zmérena hmota — kalkulovana hmota) X 1,000,000

= ppm
kalkulovana hmota

Pro pedstavu, je-li hmota 1000 Da stanovena s chybouD®5 pak se jedna o
spravnost stanoveni + 500 ppm. Je-li chyba 0,0)jdoma se o spravnost stanoveni = 10 ppm.



Elektrosprej

zmlzovac
Pri ionizaci elektrosprejem
(ElectroSpray lonizationESI) je vzorek, znlzovaci l l
rozpusény ve vhodném rozpousitle, plyn d
pfivadén do zmlzovée pomoci kovové susici
kapilary, na kterou je vloZzeno vysoké plyn

napiti (kV). Roztok je sprejovan, postupn

dochazi kodp@mvani rozpouddla a  zmlieny X

nasledujici  desorpci iolt Bghem vzorek e o |
odpdaovani se kagky zmenSuji, zvySuje JN ; .—l
se hustota povrchového néaboje, dochazi ke
coulombickym  explozim a dalSimu
zmen3ovani kapek, az se nakonec uvolni
protonovany molekularni ion. Podle
polarity vkladaného na&pi na kapilaru
vznikaji kladré nebo zaporh nabité ionty. Naslednjsou ionty elektrodami ustmény do
vstupu do analyzatoru. Proud suSiciho plynu slokibidstragni par rozpougtel a
neutralnich molekul.

Pri ionizaci elektrosprejem dochazi k minimalnimu kayjtsl fragmeni, prevazri se
tvoii adukty siontem vodiku a naopak dochazi k tvoviicekrat nabitych iorit Tato
ionizatni technika proto poskytuje moznost analyzy latekaekulovou hmotnosti ¥adech
kDa (analyza biomakromolekul, proteomicka analyZa)pickou vlastnosti je také tvorba
adukti nag. se sodnymi, draselnymi ionty nebo se slozkanpoaztdla.

Elektrosprej pat k negasgji pouzivanym ionizénim technikam pro spojeni s HPLC.
Vyuziva se pro stanoveni fetire polarnich az iontovych latek v Sirokém rozmezi
molekulovych hmotnosti.

vstup do
analyzatoru dielektricka kapilara

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Chemicka ionizace za

atmosférického tlakuAtmospheric Pressure  ¥Stup z HPLC -zmlzm e

Chemical lonizationAPCI) se v porovnani _

s elektrosprejem vyziigje vySe zmlzovaci plyn vyhiivani
energetickou ionizaci a proto se mohou ve zona
spektru casgji vyskytovat fragmenty o oy
stanovovanych latek. Roztok vzorku nebo e
eluat z LC je sprejovan do viillané ¢asti plyn
iontového zdroje (typicky 250 az 400 °C), _ | korona

kde dochazi k odpavani. Vznikajici ionty _ E 3

v plynné fazi jsou ionizovany pomoci '

koronového vyboje, ktery se realizuje na "St“ll'flo dielektrick:
elektrod (jehle), na kterou je vloZzeno analyzatoru kapilara

vysoké napti (3 — 4 kV). lonty jsou dale
pomoci elektrického pole usmmény do vstupu analyzatoru. SusSici plyn slouzi k itbzb
pripadnych klastt.

APCI se pouziva kionizaci nepolarnich a%edt® polarnich latek, &Sinou pro
ionizaci molekul do molekulové hmotnosti cca 20QBnoziuje ionizaci nepolarnich latek
z nepolarnich rozpou&tel. Po elektrospreji se jedna o druhou nejpouZjgamechniku pi
spojeni s HPLC.



Spojeni separd&nich technik a hmotnostni spektrometrie

Smyslem spojeni hmotnostni spektrometrigglgarou ze sepataich technik (nap
GC, LC, CE) je moznost odiit jednotlivé analyty a zaroweje identifikovat v péibéhu jedné
analyzy. Zpoéatku bylo technicky slozité ipvedeni latek z kapalinového chromatografu,
pracujiciho za atmosférického tlaku do prostoru tmostniho analyzatoru, pracujiciho za
vysokého vakua (IDaZz 10 Pa). K dalsim probléim poté pailo také odstraéni velkého
nadbytku mobilni faze.

V dnesni dob pati k nejliEzngjSim spojeni LC/MS s ionizaci za atmosférickéhéit]a
které umo#uje pouziti piitokd mobilni faze az 2 ml/min afpkteré se mobilni fazetfmo
Gcastni procesu ionizace.u@Zitou roli hraje také vydy mobilni faze, kterd musi byt s MS
kompatibilni. Podminkou je pouzivanékavych puffi jako p@isad mobilni faze (octan
amonny, kyselina trifluoroctovd nebo mrawgn Soli netkavych anorganickych pufr
(fosfatovy, boratovy apod.) mohou krystalizovat reeiiStovat, Fipadreé i ucpavat iontovy
zdroj hmotnostniho spektrometru.

Prakticka ¢ast ulohy

Pristroje a zaizeni
* 6224 Accurate-Mass TOF LC-MS system (Agilent Treadbgies)
» Multimode iontovy zdroj (MMI) — kombinace ESI &£l ionizace
* kdScientific infazni pumpa
* kolona Phenomenex Luna C18 (250 x 3 mm, 5um)
* ultrazvukova laze
* injekéni stikacka (Hamilton)
» odnmerné baky a dalSi BZné laboratorni vybaveni

Chemikalie
» methanol pro LC-MS
* kyselina mraves#i
« standardy nasledujicich andlyt
kyselina jablén&
kyselina vinna
kyselina citrbnova

Schéma fistroje Agilent 6224 TOF LC/MS

—/\ T
// \\

o

\

/ \
U %EHHEJ.':D‘% %

- ~ H_JH_/

iontovy zdroj iontova optika tvarovani letova trubice
paprskuiontu s detektorem

L Spl

{




Priprava pristroje ped vlastnim @enim

Ladéni a kalibrace — pied vlastnim réfenim je pateba zkontrolovat nastaveni
pristroje. Bhem la@ni dochazi ke kontrole fudkosti gistroje, dochazi k optimalizaci
nastaveni iontové optiky, aby bylo dosaZzeno maxifhél genosu ioni do systému, tj. co
nejlepSich intenzit signalu a co nejlepSiho romliisé/ procesu kalibrace pak dochazi ke
kontrole a optimalizaci nastaveni osyz pomoci kalibraniho roztoku o zndmém sloZeni
latek. Kalibrace se provadi pomoci perfluorovaniatiek, které diky své vysokékiavosti
udrzuji nizké pozadi v systému. Po provedenénacd kalibrace je vyexportovan report,
sumarizujici vSechny sledované parametry.

Pozn. pro fipad nasi analyzy bude provedencifdgpouze na negativni médu MMI

Analyza standand

PiFimy nasfik jednotlivych standard — pomoci externi pumpy je vhodmaedny
roztok standardu veden do iontového zdroje a pa@lemst toku ioni v systéemu je
zaznamenano jeho hmotnostni spektrum. Pggemi gimého nastku pouzijte nejprve
metodu s nazverspec_direct APClneg.m po prongieni zngite typ ionizace a proéite
standardy metodo&®pec_direct ESIneg.m Fxi prepnuti metody je pteba vykat cca 10
minut pro genastaveni paramétionizace. Mezi jednotlivymi analyzami je peba gistroj
proplachnout, nejlépe mobilni fazi nebo pouzityngamickym rozpoustlem (v nasSem
piipadt pouzijeme @pravenou mobilni fazi). Zasobni roztoky vybranyehalyti maji
koncentraci 10 mg/l, pro analyzu pouZzijte roztokkamcentraci 1 pg/ml a davkujte pomoci
infuzni pumpy rychlosti 2 ml/min.

kyselina kyselina kyselina kyselina
jableéna vinna citrénova sorbova

sumarni vzorec C4HgOs C4HgOg CeHgO- CeHgOo
prumerna 134.0874 150.0868 192.1235 NERDES
hmotnost

monoizotopicka

134.0215 150.0164 192.0270 112.0524
hmotnost

LC-MS separace s#ni standard

LS-MS analyza standamd — po nagiku smesi standartél organickych kyselin a jejich
separaci na kolanje eluent veden do iontového zdroje a analyzo¥an. analyzu pouZijte
metodu Spec_LCMS_ESIneg.m Snes kyselin je pipravena v koncentraci 10 pg/ml,
injektované mnozstvi je 10 ul, doba jedné anatjmdl2 minut. Po analyzefistroj promyjte
alespa 5 minut mobilni fazi do odpadu.

Identifikace neznamého analyty v zaznamu separace &nstandard je ukryt neznamy
analyt, pomoci softwarové analyzy a databaze @jtitikujte.



Analyza bilého vina

Analyza bilého vina- provelte LC-MS analyzu 1000xiedného vzorku bilého vina
(Rulandské Sedé, Znovin, 2011). ®pouzijte metoduSpec LCMS_ESIneg.m dobu
analyzy nastavte na 20 minut. Po sk&m analyzy systémua#tladrne promyjte mobilni fazi.
Pomoci softwarové analyzy a databaze identifikpjteomné analyty. V fipadt nedsgsneho
softwarového ufeni vyhledejte hledané analyty pomoci extrahovanyiomtovych
chromatograrni. Urcete, zda byla ve vépritomna kyselina sorbova.

Vypracovani protokolu

Ladéni a kalibrace— pxilozte k protokolu vytvéeny report a zvyrazite, jakého nejvyssiho
rozliSeni bylo Bhem lagni dosazeno a jaké hnd¢dbto rozliSeni fislusi. Zarova zvyrazrite
chybu, s jakou sefiplizné pohybovalo stanoveni vaSich analyt

Analyza standard — vyexportujte nagiena spektra a prowee jejich interpretaci. Uuite
spravnost stanoveni hmotnosti vSech aialyjednotkach ppm. Jsou ve spektrech patrné
n¢jaké fragmenty?

LC-MS separace s#si standard — srovnejte zaznamy z UV a MS detektoru, z
chromatografického zaznamu celkového toku torftotal ion chromatogram — TIC
vyextrahujte hmotnostni spektra pro jednotlivé amatografické piky a porovnejte simym
nastikem, dale provéte vyhodnoceni zaznamu a s pomoci databaze kysimtifikujte
prometené analyty. ldentifikujte neznamou organickou kysev analyzovaném vzorku.

Analyza neznamého vzorkd podobg jako v gredchozim fipac vyextrahujte ze zdznamu
celkového toku iorit hmotnostni spektra pro pozorované piky. Pokuste igentifikaci piki
pomoci databaze spekter. Byla ve vzorkitomna kyselina sorbova?
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