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Campione incognito

» Che campione &?
» Che tipo di pretrattamenti sono stati fatti?
» In che solvente si trova?

> Quali molecole devono essere rilevate?

> Quali informazioni devono essere ottenute?



Scopo del lavoro

Matrici alimentari

Pre-
trattamento
del campione

Clean-up

UHPLC-QTrap-
MS/MS




Analisi

Approcci aspecifici

!

Spettrofotometro =) { % Folin-Ciocalteu mm)  Contenuto fenolico totale
+* Contenuto di flavonoidi totali

Approcci specifici

!

» Gas cromatografia accoppiata con la
spettrometria di massa (GC-MS)

UV-vis, Diode array detection (DAD)
» Cromatografia liquida ad alte prestazioni

(HPLC) accoppiato con: Mass spectrometry (MS)

Tandem MS (MS/MS) mm) | R\ViS =) Triple quadrupole (QqQ) mmm) | Analisi Targeted‘

> Cromatografia liquida ad altissime TOF Uso di S:;g::gﬂi’;a“t'c' di
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|

MS/MS



HPLC-MS/MS

» Cromatografia in fase diretta

Samples: » Cromatografia in fase inversa
Multiple component

Mixtures
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Cromatografia liquida (LC)

La cromatografia liquida (LC) € una tecnica di separazione condotta fra due fasi - una fase solida (Fase sazionaria) e una fase

liguida (Fase mobile).

Mediante L'LC, un campione da analizzare viene separato nelle sue componenti (o analiti) attraverso l'interazione (via divisione,
adsorbimento, ripartizione o altre interazioni) fra la fase mobile (solvente o miscela di solventi) e una fase stazionaria solida

(particelle sorbenti di silice o silice funzionalizzata impaccate all'interno di una colonna).

High Performance Liquid Chromatography (HPLC):

= Cromatografia di ripartizione in fase diretta (NPC) — la fase stazionaria & polare mentre quella mobile € apolare.

= Cromatografia di ripartizione in fase inversa (RPC) — la fase stazionaria € apolare mentre quella mobile & polare (di solito acqua

(fase A) + un solvente come metanolo o acetonitrile (Fase B), con eventuale aggiunta di additivi, es. acido formico o acido

acetico).



Fasi mobili

Le fasi mobili in HPLC sono usualmente una miscela di uno o piu solventi con queste

caratteristiche:

¢ Proprieta fisiche
= Elevata purezza, basso costo, trasparenza UV, non corrosive, bassa viscosita, bassa tossicita,

non inflammabili, solventi il campione

% Forza
= La forza e correlata alla polarita del solvente; I'acqua € un solvente forte in fase normale ma

debole in fase inversa

¢ Selettivita
= Dipende da interazioni tipo: momento dipolare, dipolo indotto, legame ad H, etc.

= | solventi dovrebbero essere filtrati e degasati prima dell’uso

<|



Colonna cromatografica

E il mezzo in cui gli analiti presenti nel campione vengono separati, ed a seconda dei solventi, gli analiti possono raggiungere

diverse velocita di eluizione, in base anche alla loro composizione.

Il materiale piu impiegato per la costruzione delle colonne per HPLC ¢ |'acciaio inossidabile levigato.

La lunghezza delle colonne € di solito compresa tra 10 e 30 cm, ma € possibile disporre di colonne piu lunghe per particolari

esigenze.

Il diametro interno € compreso tra 2 e 4.6 mm e il diametro delle particelle del riempimento tra 3.5 e 10 um.

Esistono anche modelli di colonne, di recente progettazione, piu corte e sottili che permettono tempi di analisi inferiori e

minor consumo di solvente.

Pre-colonne: colonne di protezione che funge da filtro (piu corte delle colonne analitiche) in cui la fase mobile viene fatta
passare prima di accedere alla colonna analitica. Aumentando cosi la vita media della colonna. Inoltre serve anche per

saturare la fase mobile con la fase stazionaria, minimizzando quindi le perdite di fase stazionaria nella colonna analitica.
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Colonne per HPLC

» Ciascun analita si ripartisce fra la fase mobile e |a fase stazionaria.

» |l tempo di ritenzione degli analiti (t;) sara determinato dalla competizione fra le affinita di ciascun analita per la fase

mobile (FM) e per la fase stazionaria (FS)

C18 Pentafluorophenyl (PFP)
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Particelle Core-Shell

Kinetex Core-Shell Average Efficiency Gain with Kinetex*
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Le particelle core-shell hanno un nucleo di silice non porosa circondato
da un sottile strato di silice porosa.
La diminuzione della superficie interfacciale fra fase stazionaria e
mobile, rispetto alle particelle porose, € compensata dalla diminuzione
del contributo del termine CM nell’equazione di Van Deemter, con

conseguente incremento dell’efficienza. 10



UHPLC - Ultra High Performance Liquid Chromatography

La cromatografia liquida a ultra alta prestazione (UHPLC, Ultra High
Performance Liquid Chromatography) € una recente implementazione che
sfrutta I'avanzamento tecnologico nella costruzione dei componenti strumentali
tipici della classica HPLC, come la possibilita di produrre colonne contenenti una
fase stazionaria con diametro delle particelle molto minore oltre a pompe e
parti meccaniche in grado di operare a pressioni di esercizio ancora piu elevate.

La tecnica UHPLC permette di ottenere una separazione delle sostanze eluite
caratterizzata da una maggiore efficienza e in tempi notevolmente ridotti,
utilizzando come fase stazionaria particelle dal diametro solitamente <3 um e
pressioni che possono superare i 1000 bar (o 14000 psi). Altra caratteristica di
non secondaria importanza e il ridotto volume di campione iniettato (la
sensibilita & nettamente maggiore) e il risparmio di eluente che si ottiene con
questa tecnica. L'unico difetto e che la vita delle colonne si abbassa nettamente.
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Impiego di colonne con fase stazionaria con diametro
delle particelletrai3 ei 10 um

Massima pressione di esercizio 300-400 bar

Contropressione: pressioni massime di 400-600 bar

(HPLC)

Maggiore volume di campione iniettato (sensibilita
minore) e aumento eluente necessario.

Portata di flusso: 0.01- 0.4 mL/min

Volume di iniezione: 5 pL

Minor efficienza

Tempo di analisi maggiore

Intensity, %

HPLC vs UHPLC

* Impiego di colonne con fase stazionaria con diametro
delle particelle <3 um

HPLC UHPLC

 Massima pressione di esercizio >1000 bar

* Contropressione: pressioni massime fino a 1500 bar
(UHPLC)

* Ridotto volume di campione iniettato (maggiore
sensibilita) e il risparmio di eluente necessario.

e Portata di flusso maggiore
* Volume diiniezione: 2 pL
* Elevata efficienza

* Tempo di analisi ridotto
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Kinatex Cora-Shall

HIGH EFFICIENCY HPLC

1 * Il core solido riduce tutti i contributi all’allargamento di banda

in cromatografia liquida a fase inversa (diffusione molecolare

Fully Parous
2and Broadening

ﬂ W __J.f/\”"x.,ﬂfﬁk_

e Particelle di silice totalmente porose

* Basse contropressioni

* Favorisce allargamento della banda in cromatografia liquida a fase
inversa

* Minore efficienza

* Per HPLC

HETP (um)

longitudinale, resistenza al trasferimento di massa e percorsi
multipli)
Maggiore efficienza

Per UHPLC

o Kinetex 1.3um 25 C
4 Kinetex 1.3um55C -
< Kinetex 1.7um 25 C
C Kinetex26um25C
< Kinetex 5um 25 C

1.2

R R R
L . el i
R e
s I ——r S S ——
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
linear velocity (cm/sec)
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Cromatogramma

Un cromatogramma e una rappresentazione della separazione che ha avuto luogo a livello chimico [cromatografico] nel

sistema HPLC. Viene tracciata una serie di picchi rispetto a una linea di base su un asse del tempo.

Come si ottiene il cromatogramma? E necessario un rivelatore!

Ciascun picco rappresenta la risposta del rivelatore per un composto diverso. Il cromatogramma viene tracciato dalla

Intensity, cps

LI e S - T~ TS R U S -
5 5 & 3 & B 3 B L OE B BB B R OE RO OE

Picchi risolti

I \

workstation del computer

4= Picchi non risolti
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Pompa ad alta  Iniettore

Interfaccia
HPLC - Spettrometro di massa

Sorgente
Camera di ionizzazione

* Lavora a pressione atmosferica

* Elevata quantita di solvente in uscita
(campione nello stato liquido)

* Lavoraa 25-50°C

\ 4

Separazione degli analiti
presenti nella miscela di
campione

A 4

Lavora in condizioni di alto vuoto (10-10"7 torr)
Lavora con ioni in fase gassosa

Lavora a 100-350 °C

Molto costosa
Identificazione e
quantificazione degli analiti
analizzati
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Spettrometria di massa: Cos’e?

e La spettrometria di massa € una metodica che consente l'identificazione e la quantificazione di una molecola dalla sua

massa/carica (m/z)
* Uno spettrometro di massa separa gli atomi o le molecole secondo uno dei principi indicati, ma per poter essere separati

atomi e molecole devono avere una carica, devono cioé essere ionizzate. Inoltre, devono essere allo stato gassoso.

Tappe fondamentali del processo d’analisi:

1. ionizzazione delle molecole in esame, cioé la trasformazione in uno o piu ioni, o con carica positiva o negativa (a seconda
della natura degli analiti);

2. accelerazione degli ioni per immissione in un campo elettrico;

3. separazione degli ioni con massa diversa nell’analizzatore;

4. rivelazione dei diversi ioni formati e conseguente determinazione della loro massa.



Low Resolution Mass Spectrometry (LRMS) vs

High Resolution Mass Spectrometry (HRMS)

LRMS

» puo differenziare gli analiti con differenti rapporti
m/z

> fornisce valori di massa con 1-2 decimali

» richiede un'adeguata preparazione del campione
per ridurre le interferenze

» richiede I'uso di standard per identificare i
composti presenti nei campioni (analisi targeted)

HRMS

» puo differenziare gli analiti con la stessa massa
nominale ma diversa composizione elementare

> fornisce valori di massa accurati con 4-6 decimali

» e in grado di rimuovere molte interferenze (specie
isobariche) in base alla massa accurata e consente
di semplificare le procedure di preparazione dei
campioni

» identificazione dei composti residui

» alto potere di risoluzione, alta precisione e alta
sensibilita

» consente l'identificazione di nuovi composti senza
I'utilizzo di standard (analisi Untargeted)
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Risoluzione e Accuratezza

In uno spettro di massa due picchi adiacenti, di intensita simile, si considerano separati se |'altezza (h) della valle tra di loro e
minore del 10% dell’altezza H del picco maggiore.

|| potere risolutivo (R) e quindi la capacita di separare due picchi di massa diversa:

Rz T2 my m, & il valore m/z maggiore

mz—m, Am m, quello minore

Mass

Gli analizzatori si considerano a bassa risoluzione se R & < di 5.000 e ad alta risoluzione se R & > di 5.000.
All'laumentare del potere risolutivo dell’analizzatore aumenta I'accuratezza della misura che indica di quanto il valore di massa
ottenuto o massa misurata si discosta dal valore reale o massa reale, indica cioe 'ampiezza dell’errore insito nella misurazione.

L'accuratezza si indica per convenzione come l'inverso del potere risolutivo

my—m, Am m, il valore di massa esatta
Accuratezza= =

ms m, m, il valore di massa misurata

Per determinare I'accuratezza di un’analisi si effettuano una serie di analisi eseguite nello stesso contesto sperimentale, va
effettuata una calibrazione con una molecola di cui si conosce la massa esatta. 18



Componenti fondamentali:

1. camera diionizzazione per produrre

ioni;

2. un campo elettrico per accelerare gli

ioni prodotti;

3. un analizzatore di massa, che utilizzando

un campo magnetico e/o un campo
elettrico, separa gli ioni di massa diversa
(m/z);

4. unrivelatore, che raccoglie gli ioni
generando un impulso quantificabile e

registrabile.

Orifice plate

QJet lon Guide

®
q @

Spettrometro di massa

Analizzatore Detector

Sorgente

L'analizzatore
serve a misurare
il rapporto m/z
degli ioni prodotti

Il detector serve
a rivelare gli ioni
che arrivano
dall'analizzatore

La sorgente serve
a volatilizzare e
ionizzare il
campione

Detector

Cella di collisione

(Q2)

2

collision-induced dissociation (CID)

Frammenti

Q1 19



Sorgente dello spettrometro di massa: Ionizzazione

Il pre-requisito fondamentale per I'analisi mediante spettrometria di massa e la formazioni di ioni di campione in

fase gassosa (lonizzazione), che avviene in SORGENTE.

La ionizzazione si divide in tecniche «hard» e «soft» in base all’energia utilizzata.

Le nuove tecniche permettono di lavorare sia con campioni in fase liquida che inglobati in una matrice solida.

Il campione, che puo essere solido, liquido o gassoso, viene introdotto in una camera da vuoto mediante un
opportuno sistema di introduzione (ad esempio HPLC).

GC-MS

Tipologie di ionizzazione (piu utilizzata) per GC:

» Tecniche Hard (distruttive):

* Electron Impact ionization (El)

A

LC-MS

Tipologie di ionizzazione (piu utilizzate) per HPLC:

» Tecniche Soft:

* Interfacce atmospheric pressure ionization (API):

1. ElectroSpray lonization (ESI)

2. Atmospheric Pressure chemical lonization (APCI)

20



GC-MS

Colonna GC

Stationary Phase

Fused Silica

3. Injector

Polyimide Coating

MS | Sample inlet

11. Control electronics Detector

=V

9. Detector 8. Mass analyser 7. lon source

6. Interface

Pump 10, Vacuum system |:

2. Pneumatic controls



Modalita di ionizzazione: EI (Electron Impact ionization )

La sorgente
a volatilizzare e
ionizzare il
campione

| Sorgente

nmaenet

) 'Analizzatore

L'analizzatore
serve a misurare
il rapporto m/z
degli ioni prodotti

L

Analyte vapor
From

GC/insertion probe

M+ e

70eV
ﬁ—-ﬁlament

g A
a° AH® A*

Trap

. AW
" Analyteions

R B &
R R e
R T
-
H )
Clreagent gas

> Detector

II detector serve
a rivelare gli ioni
che arrivano
dall'analizzatore

Extraction and
Focusing lenses

MS Analyzer|

0.5-10kV

— M* +2e

Vacuum

La ionizzazione avviene volatilizzando un campione direttamente nella

sorgente, che si trova in un sistema di vuoto, direttamente fissata
all'analizzatore.

La molecola (neutra) € ionizzata per bombardamento con un fascio di elettroni
formato riscaldando una polarizzazione del filamento ad una tensione
negativa rispetto alla sorgente.

Un elettrone colpisce una molecola neutra, rimuovendo un elettrone dalla
struttura e producendo un catione radicale, detto ione molecolare, che
mantiene una addizionale energia residua. Questa energia residua, attraverso
vibrazioni, rotazioni e riarrangiamenti molecolari, produce la frammentazione
della molecola.

Il pattern di frammentazione ¢ specifico e caratteristico per ogni molecola ed
e usato per il fingerprinting della sostanza analizzata.

Lo ione, sotto l'effetto di un potenziale elettrico, raggiunge I'analizzatore.

E una tecnica robusta e riproducibile. 2




Modalita di ionizzazione: ESI (ElectroSpray Ionization)

-

Detector
La sorgemnte serve L'analizzatore Il detector serve
a volatilizzare e serve a misurare  a rivelare gli ioni
ionizzare il il rapporto m/z che arrivano
campione degli ioni prodotti  dall'analizzatore

ESl capillary (2-4Kv) Charged droplets Columbic repulsion MS inlet

—— I AH#*
—T VT LS S5 ) o
Sample solution N\ . L ] ® o il AH
————— et®, SH  mmp -ﬁ“ — Vacuum
— ., = I . .

Solvent evaporation

Heated Desolvation gas [N;)
Nebulization gas (N,)

Atmospheric Pressure

== power supply ==

Adatto per I'analisi di biomolecole,

farmaci e composti organici complessi.

L'Electrospray lonization (ESI) € una tecnica di ionizzazione, basata sulla
nebulizzazione di un campione liquido seguita dalla generazione di ioni a partire
dalle goccioline cariche. Il processo avviene a pressione atmosferica e permette di
ottenere ioni in fase gassosa senza un'eccessiva frammentazione.

Il liquido (campione) viene fatto passare attraverso un capillare sottile con un
debole flusso (circa 1-10 uL/min) e sottoposto a un forte campo elettrico (2-5 kV)
tra il capillare e un contro-elettrodo posto a distanza.

L'azione del campo elettrico induce I'accumulo di carica sulla superficie del liquido
alla punta del capillare, deformandolo fino a formare un cono di Taylor, da cui si
staccano le prime goccioline cariche (dette di "prima generazione").

Le goccioline cariche contengono sia solvente, sia analiti. Man mano che evaporano
e si rimpiccioliscono (gocce figlie), la densita di carica aumenta fino a un punto
critico in cui la repulsione tra cariche uguali supera la tensione superficiale della
gocciolina, provocandone la esplosione coulombiana. Questo processo avviene in
piu fasi, con la formazione di goccioline sempre piu piccole, che portano
gradualmente alla liberazione degli ioni molecolari desolvatati in fase gassosa.

Gli ioni desolvatati vengono guidati da un sistema di fenditure e lenti
elettrostatiche in una zona a bassa pressione, dove vengono accelerati e focalizzati
prima di entrare nell'analizzatore dello spettrometro di massa, che ne determinail
rapporto massa/carica (m/z).
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Modalita di ionizzazione: APCI (Atmospheric-pressure chemical

L'analizzatore
serve a misurare
il rapporto m/z

a volatilizzare e
ionizzare il

campione degli ioni prodotti  dall'analizzatore
Curtai
Gas
1) lnnization prodires 3) The Curtain Gas helps tramsfer
predominantty ons to the mass analyzer
sobvent ions and offects ion declustoring
MNebulizer Gas \\ &\\
a ’:)_\
(:\. If-_\] M (:;-\ \-Q/
) ) e M — =0
X (m) ol at Ao R

9
Corona Dischorge analyte molecules, forming
Meedia chusters

Works equally well in positive and negative ion modes

‘Atmospheric Pressure Chemical lonization
X = solvent molecules, e.g. H,0, NH,, atc

elettroni della scarica a
corona

E——
ioni primari
(aria)
——
ioni secondari
(solvente)
EEE—

II detector serve
a rivelare gli ioni
che arrivano

ioni analita
EEE——

ionization)

L'APCI € una tecnica di ionizzazione, particolarmente efficace per
analizzare composti meno polari e piu volatili rispetto all'ESI. Come I'ESI,
opera a pressione atmosferica, ma il meccanismo di ionizzazione e
differente, poiché si basa su reazioni chimiche in fase gassosa.

Il campione liquido viene iniettato attraverso un capillare e nebulizzato in
un flusso di gas (solitamente azoto).

Il gas trasporta il campione nebulizzato in un riscaldatore (generalmente
a 250-500°C), che evapora completamente il solvente e le molecole
analizzate, trasformandole in fase gassosa.

Un ago a scarica corona (elettrodo ad alta tensione, circa 3-5 kV) genera
una scarica elettrica nel gas di trasporto, producendo ioni reagenti (come
0,%, N2*, H30%).

Gli ioni reagenti trasferiscono la carica alle molecole del campione
attraverso reazioni di trasferimento di protoni o di scambio di carica,
portando alla formazione degli ioni analiti.

Gli ioni generati vengono poi guidati attraverso una serie di lenti
elettrostatiche e aiutati da un Curtain Gas, verso 'lanalizzatore dello
spettrometro di massa, dove vengono analizzati in base al loro rapporto
m/z.




La sorgente serve L'ana atore 1l detector serve

a volatilizzare e serve a misurare a rivelare gli ioni
ionizzare il il rapporto m/z che arrivano

campione degli ioni prodotti  dall'analizzatore

| Sorgente | Analizzatore

Analizzatori

Negli spettrometri di massa la funzione degli analizzatori € quella di separare gli ioni in base al rapporto

massa/carica (m/z). Gli ioni con differente m/z arriveranno al rivelatore in tempi diversi, apparendo nello

spettro a tempi differenti. Cosi come per le sorgenti di ionizzazione, la tecnologia in questo settore ha sviluppato

vari tipi di analizzatori, dotati di caratteristiche diverse, ma con performance sempre maggiori.

Gli analizzatori possono essere classificati in base al modo in due gruppi:

Analizzatori statici:

* settori magnetici a semplice o doppia focalizzazione; (originariamente i campi elettrici e magnetici venivano
mantenuti costanti rispetto al tempo). Sono noti anche come analizzatori di quantita di moto.

Analizzatori dinamici: a loro volta possono essere suddivisi in diversi sottogruppi:

e analizzatori a stabilita di percorso (quadrupolo)

e analizzatori a tempo di volo (TOF=Time Of Fligth)

e analizzatori a trappola ionica (ion trap e FT-ICR= Fourier Transform lon Ciclotron Resonance) >



IONS

La sorgente serve
a volatilizzare e
ionizzare il
campione

source slit

Analizzatore: Quadrupolo

L'amah tore II detector serve

serve a misurare a rivelare gli ioni

il rapporto m/z

degli ioni prodotti  dall'analizzatore

quadrupole rods

resonant ion
(detected)

non-resonance ion
(not detected)

che arrivano

exit slit
(to detector)

TO

DETECTOR
L

L'analizzatore a quadrupolo consiste in un tubo rettilineo in cui sono
presenti quattro barre di metallo parallele (in condizione di alto vuoto
10-3-10 torr), disposte simmetricamente intorno all'asse del tubo, di

sezione circolare oppure iperbolica.

Le barre diametralmente opposte sono collegate elettricamente tra
loro: una coppia al polo positivo e l'altra al polo negativo.

Le barre opposte sono in contatto elettrico tra di loro, mentre tra barre
adiacenti e applicata un voltaggio formato da due componenti: una
corrente continua e una corrente alternata.

Lo ione con carica (+) (oppure -), entra nel quadrupolo muovendosi
lungo l'asse z.

Lo ione viene attratto dalle barre a potenziale negativo (o positivo se e
un anione) e respinto da quelle positive, cambiando traiettoria e
continuando il suo moto verso |'uscita del quadrupolo (ioni con
traiettoria stabile).

Gli ioni con traiettoria instabile andranno a collidere con le barre del
guadrupolo e non raggiungeranno il detector 26



Funzionamento del quadrupolo

* Lacombinazione tra la corrente continua e la corrente alternata
rende stabile la traiettoria di un particolare ione (identificato da
uno specifico rapporto m/z).

* A determinati valori della tensione applicata, solo ioni aventi un
certo rapporto massa su carica (m/z) usciranno dal quadrupolo
stesso.

* Variando nel tempo le combinazioni di corrente continua e la
corrente alternata si puo passare da un’area di stabilita all’altra,
permettendo il passaggio di ioni a crescente m/z. Ottenendo
uno spettro di massa.

Un quadrupolo funziona come un filtro di massa a banda stretta
Trasmette soltanto gli ioni entro un limitato intervallo di valori m/z

Variando la corrente continua e la corrente alternata, tutti gli ioni saranno messi in condizione di uscire (a tempi
diversi) dal quadrupolo.

La risoluzione di questi analizzatori generalmente e nell’ordine di 5-10.000.




Spettrometria di massa tandem (MS/MS):

Dissociazione attivata mediante collisioni (CAD)
Le sorgenti di ionizzazione soft producono abbondanti ioni, ma scarsa frammentazione, portando a un minor numero di informazioni per

I"identificazione dei composti incogniti.

La spettrometria di massa tandem (MS/MS) permette di selezionare lo ione d’interesse e generare frammenti caratteristici, mediante una
o piu collisioni un gas neutro (N, o Ar), chiamata Dissociazione Attivata da Collisione (CAD, Collision-Activated Dissociation).

Nel processo di collisione, una frazione dell’energia cinetica dello ione e trasformata in energia interna, determinandone la dissociazione in

vari frammenti; 'estensione della frammentazione dipende dal contenuto totale di energia interna dello ione eccitato.

Ci sono due principali categorie di strumenti che permettono esperimenti MS/MS.

1. spettrometri tandem nello spazio, i primi ad essere ideati, all’inizio per assemblaggio sequenziale di due analizzatori a settore e
successivamente di tre quadrupoli (triplo quadrupolo), time-of-flight (TOF) o loro combinazioni (ibridi quadrupolosettore e
guadrupolo-TOF).

2. spettrometri tandem nel tempo, in cui la selezione dello ione e la sua dissociazione avvengono entro lo stesso spazio ma in tempi

successivi; strumenti di questo tipo sono la trappola ionica lineare e la trappola ionica a risonanza di ciclotrone.

> - N, or Ar (collision gas)
_ lonization . Datactor
Attualmente lo spettrometro di massa tandem source Q1 ___Q2 i Q3
e ¢ e { e 2: ¢ : Electron
piu utilizzato e il triplo quadrupolo (QqQ) ‘ ; I e 2 _— | multiplier
o . e Selectm/z Fragmentation Select m/z of
costituito da un Q1, Q2 (cella d collisione) e Q3 for analyte Fragment ion
ie[MH] for analyte
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Analizzatori a trappola ionica

Una trappola ionica € un dispositivo in cui ioni gassosi possono essere trattenuti nel suo interno per prolungati periodi di
tempo mediante I'applicazione di campi elettrici e/o magnetici.

Sono state studiate diversi tipi di trappole, ma queIIe piu comuni sono tre:

E| ttrod Fllamento

1. trappolaionica lineare (piu semplice): \ ‘/ )
> ‘—<£%ﬂ |

Rlvelatore

Generatore e
di RF = =

Processore
di scansione

1. Trappola ionica orbitale (Orbitrap):

2. trappolaionica a risonanza di ciclotrone (piu complessa) 29



Analizzatore a trappola ionica lineare (LIT)

linear ion trap (LIT)

l

@ Qa3 ® () (@)

®

®
L ©
jfﬁs

espulsione assiale

front trapping plate  RF-only multipole  rear trapping plate

~ | —
] [ [ —]
(= = |
+ 15V +15V +15Vv

ov +5V +15V  +5V

,,,_Jl”m estremita della trappola,
generando un potenziale
attrattivo

+5V

a) ion accumulation b) ion slorage c) ion ejection

espulsione radiale

gli ioni vengono espulsi
attraverso una fenditura
applicando una corrente
alternata all'elettrodo, verso il
rivelatore

Section
~ Center

)
) L~ Section
J " Front
Section

Cella di collisione

gliioni vengono espulsi dalle

Una trappola ionica & un dispositivo che utilizza un campo elettrico oscillante per
immagazzinare ioni in uno spazio confinato detto "trappola". Puo essere integrata in
uno spettrometro di massa a triplo quadrupolo (QqQ). Questa combinazione offre
maggiore sensibilita e versatilita nelle analisi MS/MS e tandem in tempo reale.

La LIT e costituita da quattro elettrodi paralleli che generano un campo elettrico
guadrupolare per confinare gli ioni nello spazio. Il confinamento avviene in due
direzioni: Radiale (perpendicolare all'asse), grazie a un potenziale oscillante RF
applicato agli elettrodi quadrupolari; Assiale (lungo I'asse), tramite elettrodi di
estremita che creano una barriera di potenziale. Cosi, gli ioni vengono intrappolati
nella LIT e rimangono sospesi senza toccare le pareti dell’analizzatore.

Una volta intrappolati, gli ioni possono essere analizzati in base al rapporto
massa/carica (m/z).

Per farlo, si applica un potenziale oscillante RF variabile. A seconda della frequenza
del campo elettrico, alcuni ioni diventano instabili e vengono espulsi
sequenzialmente dalla trappola. Ci sono due tipi di espulsione, in base alla
progettazione della LIT: espulsione assiale o radiale (tipico delle LIT ibride).

Gli ioni vengono inviati al rivelatore, che misura l'intensita del segnale per ogni
valore di m/z. Il risultato & uno spettro di massa, che mostra i diversi ioni presenti
nel campione.

Nel caso di analisi MS/MS, gli ioni frammentati vengono immagazzinati
temporaneamente nella LIT. Una volta raccolti, vengono rilasciati selettivamente e
analizzati con una maggiore sensibilita.
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Rivelatori (Detector)

Il detector converte I'energia
mm) cinetica delle particelle in arrivo in

La sorgente serve L'analizzatore 1| détecter serve

a volatilizzare e serve a misurare  a rivelare gli ioni Segnale elettrico.
ionizzare il il rapporto m/z che arrivano
campione degli ioni prodotti  dall'analizzatore

Senza un sistema di rivelazione adatto, I'informazione portata da sorgenti ed analizzatori non potrebbe essere registrata.

La maggioranza dei rivelatori funzionano ad impatto ionico o per cattura ionica. Tutti i tipi di rivelatori richiedono una superficie che raccolga gli
ioni e dove la carica venga neutralizzata sia per la raccolta sia per donazione di elettroni.

Nel rivelatore gli ioni generano un segnale elettrico proporzionale al numero di ioni presenti. Il sistema di elaborazione dati registra questi segnali
elettrici in funzione del rapporto m/z e li converte in uno spettro di massa.

Le caratteristiche di un rivelatore HPLC ideale sono:

* Sensibilita adeguata al problema

* Buona stabilita e riproducibilita

* Risposta lineare al soluto, possibilmente per parecchi ordini di grandezza

* Tempi di risposta rapidi

* Risposta verso tutti i soluti, oppure risposta selettiva verso una o piu classi di soluti

| rivelatori per HPLC piu comuni sono quelli ad: “assorbimento UV”, “fluorescenza”, “conduttimetrico”, “spettrometro di massa”, “indice di rifrazione”, “elettrochimico”

’ U

e “assorbimento IR”.

31
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e Parametri spettrometro di massa

Infusione dello standard analitico in sorgente dello spettrometro di massa MS/MS
| 0o | e o | B [ @ [ o] o |a o |6 [ @l c o] 0o el | & ]| & | ||
24,0 9.0 -6.0

2450 107.9 28,5 50 89,0 -155

Epicatechin/Catechin IR -85,0 8,0 - Vanillic Acid 1671 -49,0 -11,0 3/4-OH-Benzoic Acid 136,9 -120 9.0
108,9 -38,5 8,0 1519 -19.5 -6,5 66,0 -30,0 -10,0
134,0 210 8.0 116,9 -50,0 9.0 102,9 -16,0 -40

Ferulic Acid 1928 -63,0 -11,0 Apigenin 2689 -110,0 -4,0 Trans-Cinnamic Acid 1472 -50,0 -8,0
177.8 -18,0 -6,0 151,0 -34,0 50 772 -30,0 -6,0
1249 21,0 9.0 150,9 -340 -6,0 356,9 29,0 -11,0

Gallic Acid 168,9 -70,0 -10,5 Myricefin 316,9 -115,0 -50 Orientin (Luteolin-8-Glucoside) IECZYA -105,0 -11,0
96,9 -26,0 -6,0 136,9 -36,0 9.5 297,0 -43,0 -11,0

1190 190 80 150,9 350 110 - Py 300,9 480 100
o-Coumaric Acid 163,0 500 50 2849 -100,0 80 7 B 4629 1100 50
17,0 330 70 199,0 -350 vy Galactoside) 2999 -40,0 11,0

o~
o

hed
o

1190 20,0 9.0 innaminc Aci 1189 19,0 9, 119,0 210 85
p-Coumaric Acid [JRRTPY] 400 50 Trans 3OH Cinnaminc Acid YRRl 500 40 Tyrosol 1370 450 90
16,7 420 90 (m-coumaric acid) 17,0 330 70 106,9 230 55
151,0 -30,0 6,0 2288 -40,0 9,0 1369 -36,0 -100
Quercetfin 300,9 -94,0 -10,0 Kampferol 2850 -135.0 -7.0 (-)-Epigallocatechin 305,0 98,0 -6,5
1788 26,0 60 159,0 420 40 166,9 285 45
Caffeic Acid 1788 -60,0 -10,0 1338 -330 7.0 - -3-b-D- 300,9 -33,0 11,0 168,8 -20,0 17,0
lsoquercitrin (Querc-3-b-D- SRy STV 90 (-)-Epigallocatechin Gallato [PIZ) 4100 70
160,8 240 70 Glucoside) 270,9 58,0 -100 1249 -400 17,0
Rosmarinic Acid 359,0 -78,0 -4,5
197,0 24,5 45 1909 25,5 65 122,9 220 80
Chlorogenic Acid 3531 -60,0 -7.0 OH-Tyrosol 1529 750 -7.0
300,9 45,0 11,0 1609 350 60 104,6 -30,0 7.0
6032 | 100 o0 2547 700 90 2558 400 90
Diosmetin (Luteolin-4 2991 90,0 60
1819 -19.0 -6,0 methyl ether) 150,9 40,0 2100

Siringic Acid 196,9 -57.0 -11.0
120,9 220 8.0

o
=)

592 | 550 | 100 | 2750 | 320

Declustering Potential (DP): | parametro DP controlla il voltaggio applicato all’orifizio che controlla la capacita di separare i cluster di ioni tra l'orifizio e la guida ionica QJlet . E
impiegato per ridurre al minimo i cluster di solvente che possono restare sugli ioni campione dopo che questi entrano nella camera del vuoto e, se necessario, per frammentare
gli ioni. Maggiore sara la tensione, maggiore sara I'energia impartita agli ioni. Se il parametro & impostato su un valore troppo alto, potrebbe verificarsi una frammentazione
indesiderata.

Entrance Potential (EP): Il parametro EP ¢ il potenziale in entrata che guida e focalizza gli ioni attraverso I'alta pressione applicata alla regione QO.
Collision Energy (CE): Il parametro CE controlla la differenza di potenziale tra la regione QO e la camera di collisione Q2. E usato solo nelle scansioni di tipo MS/MS. Questo
parametro corrisponde alla quantita di energia che gli ioni precursori ricevono quando sono accelerati nella camera di collisione Q2, dove collidono con le molecole digas e i

frammenti.

Collision Cell Exit Potential (CXP): Il parametro CXP e impiegato solo nelle scansioni di tipo Q3 e MS/MS. Questo parametro trasmette gli ioni nel quadrupolo Q3. 33



Tipi di scansione nel triplo quadrupolo

MRM (MRM): una scansione MS/MS in cui uno ione selezionato dall'utente passa attraverso il quadrupolo Q1 e viene frammentato nella camera di collisione Q2. Il
quadrupolo Q3 quindi seleziona lo ione frammento che entra nel rilevatore. Questa modalita di scansione € usata prevalentemente per la quantificazione.

—_—

I

'®e_®' ! a® e |-
®=11® ®e® 1 | -
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Product lon (MS2): una scansione MS/MS completa dove il quadrupolo Q1 & impostato per trasmettere un determinato ione precursore e il quadrupolo Q3 effettua
una scansione su un intervallo di massa definito. E usato per identificare tutti i prodotti di un determinato ione precursore.
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Precursor lon (Prec): una scansione MS/MS dove il quadrupolo Q3 € impostato a un determinato rapporto massa/carica per trasmettere uno ione prodotto specifico

e il quadrupolo Q1 scansiona un determinato intervallo di massa. E impiegata per verificare la presenza di uno ione precursore, o pitl comunemente per identificare

i composti che condividono uno stesso ione prodotto.
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Neutral Loss (NL): una scansione MS/MS nella quale sia il quadrupolo Q1 che il quadrupolo Q3 effettuano una scansione su un intervallo di massa, mantenendo una

differenza di massa prefissata. Si osserva una risposta se lo ione selezionato dal quadrupolo Q1 si frammenta perdendo il frammento neutro specificato (la massa
prefissata). E impiegata per verificare la presenza di uno ione precursore, o pil comunemente per identificare i composti che condividono una perdita neutra

comune. |' X . = ‘ |
I |
l.‘:’:llo. ® e-®° | @ |

®o=| 1= @® e~ ° | @ o
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Multiple Reaction Monitoring (MRM)
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Product Ion Scan (PI)
Qi1 Q2 Q3
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Precursor ion scan (PIS)
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Neutral Loss (NL)
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Analisi qualitativa e quantitativa

Analisi qualitativa Indica se una specie chimica (analita) e presente o meno in una matrice. Si deduce dal
tR del picco se si usa uno standard analitico (analisi targeted)

o studiando lo spettro MS/MWO standard (analisi sezni—untargeted)

o (]

a

. 1 T
» l :
o A

S, - A

Analisi quantitativa ¢ Indicala quantita di specie (analita) presente (concentrazione).
e Uso di standard di riferimento a diverse concentrazioni (retta di calibrazione)
e Analisi targeted ™

7Z-Flunitrazepami 7 ITAZT AT
\Area: 1.529¢6. Height: 5 7355, AT: 1.07min

"
5§

‘ Conosciamo la concentrazione

dell‘analita nel campione

-
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retta di calibrazione standard Integrazione area del picco
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Definizione di standard e bianco

Standard analitico di riferimento = ¢ una sostanza chimica pura e ben caratterizzata, utilizzata
per calibrare, identificare e quantificare un analita in un campione complesso.

v Elevata purezza (generalmente > 95-99%)

v' Composizione nota e certificata

v’ Stabilita chimica e fisica

v’ Utilizzabile per calibrazione e validazione del metodo analitico

Gli standard vanno possibilmente preparati con la stessa matrice del campione da
analizzare, ma privo dell’analita.
B

cmm b e

Gli standard si sintetizzano in laboratorio o si S
acquistano presso aziende certificate

Bianco =2 éun campione privo dell'analita di interesse, utilizzato

per controllare eventuali contaminazioni, interferenze o rumori di fondo
nel sistema analitico.



Analisi targeted: analisi qualitativa

Condizioni da soddisfare tra picco
standard e picco nel campione X:

> Si usa standard analitico di

ogni molecola che ) mm) | v |dentificazione
v’ Stesse transizioni MRM

cerchiamo nel campione. v Stesso tR
11 Known analytes Standard
lonization N, or Ar: (collision gas) S— ]
source Q1 Q2. i Q3 , Tine
5 e [ e—— Electron ‘ 730 735 740 745 750 7.55 760 785 770 775 780 785 790 785 800 805 810 815 520 8.25
ESl,APCl; . > multiplier |
l Selectm/z Fragmentation Select m/z of
foranalyte Fragmention
i.e [MHJ* for analyte Campione reale
UHPLC Triplo quadrupolo (QgQ)

0 - . - : 7 : - - . v T v - Time
T30 735 740 745 750 755 TEBO V65 70 VS 7E0 TS5 VSO0 795 500 505 810 515 5§20 8525




Analisi quantitativa: Curva di calibrazione

La quantificazione delle molecole viene eseguita attraverso |'uso di standard analitici e, se disponibili, standard interni (sostanze
chimicamente simili all’analita di interesse, spesso marcate isotopicamente, impiegate per correggere variazioni durante

I'analisi), per creare curve di calibrazione per ciascuna delle molecole target nello studio.

La curva di calibrazione o retta di taratura costituisce un metodo indispensabile per la determinazione della concentrazione di

un campione incognito per interpolazione.

Al fine di poter interpretare i dati sperimentali € necessario che vi sia una relazione lineare tra la concentrazione e la risposta

dello strumento. La dipendenza lineare e infatti indispensabile per ottenere risultati significativi in una curva di calibrazione.

Detta x la concentrazione dell’analita e della y la risposta dello strumento e necessario ottenere una retta di equazione y=mx+c

essendo m il coefficiente angolare e n 'intercetta.

A tale scopo si preparano alcune soluzioni (almeno 7 punti a concentrazione crescente) a concentrazione nota dette standard

Concentration Ratio

.
d i I avoro Cotbraon o Puriazepa: y = 0.4009 x + L00RZ8 (1 = 0.98721) (weighing:1/x2)
. 13000

2 e




Analisi quantitativa: Validazione

La validazione ¢ il processo mediante il quale si dimostra che un metodo analitico & adatto allo scopo per cui e stato sviluppato.
In ambito regolatorio garantisce accuratezza, precisione e riproducibilita.

Per validare un metodo analitico si seguono linee guida specifiche internazionali, ad es.

- Food and Drug Administration (FDA) per analisi di composti bioattivi in matrici alimentari
- SANTE/11312/2021 per analisi di contaminanti (es. Micotossine o pesticide)

- European Medicines Agency (EMA): per analisi in ambito farmaceutico o bioanalitico

Alcuni parametri di validazione da soddisfare sono:

eRecupero: Misura |'efficienza con cui un analita viene estratto dal campione. Si calcola confrontando la quantita recuperata
con quella teorica.

eEffetto Matrice: Influenza della composizione del campione sulla misurazione dell'analita, che puo alterare il segnale
(positivamente o negativamente).

e Accuratezza: Quanto il risultato medio di un metodo si avvicina al valore vero o teorico.

ePrecisione: Quanto i risultati di un metodo sono coerenti tra loro, cioe la loro ripetibilita.

¢LOD (Limite di Rilevamento): Minima concentrazione di analita che puo essere rilevata, ma non necessariamente
qguantificata.

¢LOQ (Limite di Quantificazione): Minima concentrazione di analita che pud essere misurata con precisione e accuratezza.
eLinearita: Capacita di un metodo di fornire risultati proporzionali alla concentrazione dell'analita in un intervallo definito.



Caso studio: Validazione di un metodo analitico mediante UHPLC-MS/MS

1)

2)

$

Linearita: viene costruita una curva di calibrazione a circa 9 punti (0.1-100 ng/mL) usando gli standard
di riferimento + solvente (Es. Metanolo). Analisi in triplicata + calcolo del coefficiente di determinazione

(R?)

Recupero (Rec) ed effetto matrice (ME): vengono valutati fortificando il campione (QC) a 3 livelli finali
diversi: 1, 10, 100 ng/mL. La fortificazione viene eseguita sia prima della procedura di estrazione (QCi)
sia alla fine dell’estrazione, proprio prima dell'analisi strumentale (QCf).

Gli standard di riferimento (QCr) vengono preparati nello stesso solvente di estrazione del campione.

Ogni QC viene preparato in quintuplicato (n=5). 0c;
Recupero ed Effetto matrice vengono calcolati con le seguenti formule: Rec = ac; x 100
C
e = 2 100
Qc;

3) LOD (limite di rilevabilita) e LOQ (limite di quantificazione) vengono calcolati tramite il rapporto
segnale/rumore (S/N) su campioni aggiunti; S/N=10 viene considerato per il LOQ, mentre il LOD viene

calcolato considerando S/N=3.
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Per valutare la precisione e lI'accuratezza del metodo, vengono testati diversi campioni (QC), fortificandoli
a tre livelli di concentrazione (1, 10 e 100 ng/mL) con standard di riferimento, analizzati in duplicata in 3
diversi giorni.

X,— U

4) L'accuratezza viene calcolata come % di errore (bias%), secondo la seguente formula: Bias% = —— x 100
1L

Xi € la media della concentrazione misurata nei campioni (sperimentale).
1 corrisponde alla concentrazione teorica del campione (in questo caso: 1, 10 e 100 ng/mL)

T
5) La precisione viene calcolata come deviazione standard relativa (RSD) con la seguente formula: RSD = — x 100
L

o ¢ la deviazione standard dei valori misurati.
Xi e la media della concentrazione misurata nei campioni (sperimentale).

* Per migliorare l'accuratezza e la precisione dei risultati, nella validazione dei metodi analitici, si usa anche lo standard interno
(1S), compensando errori come perdite durante I'estrazione, fluttuazioni strumentali e altri errori sistematici.

* LIS € una sostanza sintetica, non esistente in natura, chimicamente simile all’analita di interesse, spesso marcata
isotopicamente (solitamente con 3 deuteri al posto di 3 H).

* Lo standard interno viene aggiunto in quantita nota ai campioni di analisi, cosi come agli standard di riferimento, prima
dell'estrazione, in modo che possieda lo stesso trattamento e le stesse condizioni di analisi degli analiti.



Determinazione e quantificazione di polifenoli da

OH
Hq}_rpH o OHG  {
— * OH
HO ‘:_:.,._ ;3 &N Gﬁu}_
A = oM
‘-—C:l r::-_:‘
OH
~
_Jf ). 4{ } j {R ; []H
)0
LOD
RO
Galllc Acid y=33173,6x+1020,749 0996 0,152
H-::—{f’y 7.0033e5x+(-26722.935) 0999 0,028
) GC y=3560,063x+55 861 0999 0117
HO T el V=19736,786x+143573 | 0999 0,007
Y =1, 12834e5%+15559,497 0999 0,030
o e y=50971,3x+8181,320 | 0999 0,109
D O =12405,638x+3577,657 | 0998 0,109
D E I =14330334x+1714946 | 0,999 0,012
DR /=16968775x+750152 0999 0018
BT -35241 9x+25503,728 0999 0,109
BRI Tl -24621,013x+21543749 | 0,999 0,008
IS =22424,120x+(-520027) | 0999 0,023
DT =1 6634,461%+17676,918 | 0,999 0,025
D T =1 24696x+15816,219 | 0,998 0,002
T il =58308,6x+10945917 0999 0,005

Dati di validazione

\ 4

matrici vegetali mediante UHPLC-MS/MS

O 505

O 080
0,391
0,023
0,099
0,365
0,362
0,041
0,061
0,365
0,028
0,076
0,084

0,008

0,016

54-89%
53-87%
62-75%
73-88%
65-74%
76-87%
65-74%
75-90%
72-108%
26-58%
75-98%
65-81%
65-83%
72-82%
67-88%

(-10) -

15) -
(-14) -
(-14) -
(-14) -
(1) -
(11 -
(-14) -

(-8) -

13% Tyrosol y=52347 4x+54168
11% EOE O]y [eTi[o Yol [s MM \=84547 3x+33834

19% I L I /=21530,109x+8964,522
19% I L o B =7 667,519x+(-167,135)
15% I /=21890,647x+2235 413
19% RO R et T =1 94640x+21060,674

13% I Byl ([ Yol [ B Y =169 145x+46421,9

10% y=15115,474x+-57325,5)

15% Luteolin y=114859x+36881,7

F14) - 7% R L 1= 5143 6+ (-6078,729)

F12) - 16% [ O Yl v=11186,465+5169,6716
(-13) -
) - 7%
4)-
(-12) -

1% y=114868x+36880,8

y=41446,3x+24903,63

13% Kaempferol y=3665,510x+590,554

15%

nLegL Matrix effect ANALYTE EQUATION “

0,998
0,999
0,999
0,999
0,999
0,999
0,999
0,995
0,999
0,999
0,999
0,999
0,999
0,999

LOD
ng/mL

nLeQL Matrix effect

62-78% (-14) - [-17)%

0,122 040
0,025 0083 76-95%
0018 0081  72-84%
0040 0133  67-77%
0037 0124 7587%
0023 0075 79-103%
0027 0089  85-96%
0029 0096  45-65%
0006 0019  63-72%
0009 0031  5574%
0035 0117 79-103%
0005 0015  53-66%
0,003 57-64%
0060 0201  55-69%
on 3=

O OH
,_.;_}_ s

HT —{u

HO  OH

(12) - 5%
(16) - 11%
(6] - 1%
(17)- 8%
(9) - 20%
(13) - 8%
(-18) - 3%
(-14) - 5%
(13)- 1%
(13) - 14%
(15) - 12%
(12) - 7%
(-12)-13%3'_":'”
oM



Phenolic Compounds

Phenolic Acids C,-C, Lignans C,,H,,0; Stilbenes C ,H,,

Hydroxybenzoic Acid Hydroxycinnamic Acid
R1 R1

(Catechines and Proantocianidines)

OH



Targeted: MRM (M. koenigii leaves)

Bl G of -MRM (81 pairs): 178.800/122.800 Da ID: Caffeic Acid | from Sample 81 (Cumy_B} of 20201018_Sangue + canapa prec e neutral wiff (Turbo Spray)

1.0e7
2.0ee ]
20ee ]
= 4. 0es 4
20ee ] aas
L] f\
as
o'a o= s B =% == = Y= P == e == = s = = = == B o= oo
Time. min
Nl 3IC of -MRM (81 pairs): 188.5. Max. 1.3e5 cps. - HIC of -MRM (81 pairs): 152.9. Max 1 8ed4 cos. El C of -MRM (81 pairs): 355.0 Max. 1. Sed cps. - HKIC of -MRM (81 pairs): 353.1 Max 4 TeS cps. El  C of -MRM (81 pairs): 138.9. Max. 1. .4ed cps.
1.28e5 =2.z0 . . 1.8e4 =02 1.Be4 == 4. 7eB =T 1. 4e8
-+ ooee ] Gallic Acid 1504 OH-Tyrosol e EGC P Chlorogenic Acid 3/4-OH-Benzoic Acid
a a8 a a8 2 0es a 1.0e8
= = o= =  1.0e4 = = s.7a
= ] = = =S Z.0ec =
2 sooes g . Z E £ soes
= = = S000.0 = = 3.87
1 oee
o 00. o0 o0 o0 oo
z T T z o T T T z o T T T z o a T T T z o a z 1 T z o
Time. min Time. min Time. min Time. min Time. min
B SOC of MR (81 pais) 178.800/122.800 O NMax. 1.606 ops. B GC of MR (81 pais) 196.200/181.900 O Max. 2.024 ops. Bl GC of MR (81 pais). ©05.200/200.900 O Max. 4.625 cps. B SOC of MR (81 pairs). 452.000/200.500 Da. Tax ©9ec ops
P T— a2 T ase . arr :
1.5ae Caffeic Acid 2004 Siringic Acid 4.8e5 Rutin e.ses Hyperoside
P come]
= o 15es = =
= 1.0ee | =3 =3 3.0e5 s
- - - L coee ]
= = = =
= = 0 Z Lo =
£  soes £ o000 2 .. 2  zoec
o CI. o0 o0 o u.
z Py z 3 i 3 z Py z s % 3 z 3 z 3 % z P z 3 B
Time. min Time. min Time. min Time. min
B 5OC of RN (81 pairs): 192.8 Mas. 2.125 cps. B S0C of MRM (1 pairs) 200.9) Mas. 1.5e8 cps. B OC of MRM (81 pairs) 2991 Mas. 1.124 cps. W0 of AR (1 paire) 255 e SE50.0 ops. B OC of MRM (81 pais) 205.0 rax 2.9e4 ops
w01 Ferulic Acd? e . esn s . . 7z _ sos . a0
erulic Aci Luteolin 1.00e4 Diosmetin =000 Quercetin s Kaempferol
= 2.0e5 2 4 ges & =o0oo0.00 = =
= = = 4000 = zo0eas
E  z0es4 = = eoo0.00 = =
g g £ s000.00 g g 2o0es
E | pes] £ 5= = £ =000 =
2000.00 1.0es
o CI’ oo o.00 e o o0
T P z P o a T T z P o a S T z P o a T T z P o a T T z B B
Time. min Time. min Time. min Time. min

Time, min

Gallic Acid OH-Tyrosol EGC Chlorogenic Acid 3/4-0:;;“10“ C:\Lfizlc Siringic Acid Rutin  Hyperoside Isoquercetin O-CZ:;Ea”c Ferulic Acid | Rosmarinic Acid = Luteolin = Quercetin = Diosmetin 'Kaempferol
M. koenigii
17,73 <LoQ <LoQ 14,22 14,44 0,10 1,50 6,09 3,58 19,6 0,36 26,10 0,18 14,97 0,28 0,34 ug/g (ppm)
leaves (A)
M. koenigii Y
126,20 0,09 0,66 10510 16,31 73,81 0,09 0,77 6,92 3,78 33,14 1,38 <LOQ 0,20 14,20 0,25 0,14 ug/g (ppm)
leaves (B)
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Antal
Carmagnola
Kompolti
Kc-Virtus
Tiborzallasi
Villanova
Ferimon
Gran sasso
Kush
Finola
Carmagnola
Lemon
Pineapple
Futura 75

Antal
Carmagnola
Kompolti
Kc-Virtus
Tiborzallasi
Villanova
Ferimon
Gran sasso
Kush
Finola
Carmagnola
Lemon
Pineapple
Futura 75

Gallic Acid

OH-Tyrosol

Chlorogenic
Acid

Catechin

3/4-OH-
Benzoic Acid

Targeted: MRM

Caffeic Acid

Epicatechin

Siringic Acid

Rosmarinic

Hyperoside | Isoquercetin = Ferulic Acid Acid Luteolin Vanillic Acid Apigenin Diosmetin

0,654 0,728 1,87 262 9,82 27,2 <LOQ 0,795 17,2 ug/g
0,501 0,471 1,63 421 18,9 <LOQ 137 0,785 9,03 ng/g
0,612 0,684 1,46 270 5,88 0,848 217 0,764 10,1 ug/g

0,6 0,653 2,01 434 <LOQ 1,1 39.9 0,681 12 ug/g
0,717 0,804 2,53 491 1,15 5,27 125 0,744 8,21 ug/g
0,452 0,571 1,58 957 <LOQ 14,5 51,9 0,725 6,99 ug/g
0,684 0,73 1,43 1030 <LOQ 15,2 105 0,766 16,4 ua/g
0,469 0,494 1,02 193 7,09 9,64 <LOQ 0,767 20,2 ng/g
0,481 0,528 1,27 402 16,8 <LOQ <LOQ 0,728 4,6 ug/g
0,861 0,883 1,26 486 11,4 28,6 401 0,751 14,9 ng/g
0,559 0,546 1,19 182 13,5 17,4 59,8 0,726 11,5 pna/g
0,524 0,591 1,58 344 22,4 29,7 107 0,802 28.2 ng/g

Seaweeds

C. sativa L.

o - 3/4-OH-Benzoic Caffeic Vanillic Siringic . 3-OH-Cinnamin p-Coumaric
Chlorogenic Acid Tyrosol Acid Acid Acid Acid Rutin Acid Acid
:Lgs:: 0,1823 167.7 30,57 0,1002 5,276 0,001641 |0,000872 2,556 0,2235 Hg/g
?llgrlll? <LOQ 13.71 2,425 <LOQ 1,549 0,01237 10,001056 0,2633 0,0272 Ha/g




Analisi “semi-untargeted” ., Combinazione di un’analisi mirata (targeted) con una non
mirata (untargeted) nello stesso esperimento.

Si puo effettuare mediante spettrometria di massa a bassa risoluzione (ad es. mediante |'uso di uhplc accoppiato ad un triplo
qguadrupolo ibrido con trappola ionica lineare).

* Quando effettuare un’analisi semi-untargeted?

Quando si vuole analizzare un campione che contiene analiti di cui non abbiamo gli standard analitici.

OBIETTIVO:

Essere in grado di identificare in un campione tutti gli analiti appartenenti ad una specifica classe (es. Polifenoli) a livello
PUTATIVO, quando non si € a disposizione di:

 standard analitici (non tutti sono in commercio)

» spettrometria ad alta risoluzione (in grado di identificare analiti senza usare standard grazie alla massa accurata = Modalita
untargeted).

N.B. I'identificazione si pio definire sicura solo quando si usa uno standard di riferimento.



Sviluppo di un metodo “semi-untargeted”

QqQ

Ibrido QqQ-LIT

Confronto tra diverse modalita di
acquisizione:

Es.

* Precursor lon + Neutral loss scan
* MRM + Precursor lon Scan

* Etc.

Doppia acquisizione
dello stesso
campione

1) Survey scan:

Ad es. MRM o NL o PI (si sceglie a seconda del tipo di
analita che abbiamo, es. Se e coniugato con uno
zucchero). Si usa come trigger per selezionare I'analita di
interesse.

2) Information Dependent acquisition (IDA): seleziona in
tempo reale i segnali rilevanti in survey scan e attiva
acquisizioni aggiuntive, determinando lo switch del Q3 in
LIT.

3) Enhanced Product lon (EPI): | frammenti che arrivano
nella LIT vengono raccolti e analizzati. La LIT esegue una
scansione degli ioni, generando uno spettro di
frammentazione dettagliato (EPI).

vl N\

Unica acquisizione dello stesso campione

Metodo + sensibile e rapido
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Experimental work : Glycoside derivatives

Aglycone (non sugar part)

Benzene ring (A) condensed with six membered ring (C)
pyran ring, which in the 2-position carriers a phenyl ring (B)
as a substiuent

Aglycone:
Quercetin

Glycone (sugar part) OH
. HO 0
> glucosides (glycone = glucose) GHOH oy HO -
OH
o HO
» fructosides (glycone = fructose) h0H
OH OH 0 OH
» ramnosides (glycone = rhamnose) <C“ﬂ >J
CH,OH
. OH)—0_OH OH COH
> galactosides (glycone = galactose) oH ’
H —OH
> arabinosides (glycone = arabinose) OH St o
OH H

> ...etc

Glycone:
Rutinose



Flavonoids

I OH

[} OH
HyC o.
OH
HO' OH
OH
Myricetin-3-glucuronide
Quercetin-3-rutinoside Kaempferol-3-glucoside
‘ OH
OH
OH
! HO (s}
HO (o]
Quercetin-3-0-glucoside \
OH
OH
& o )
OH 0]
Quercetin Kaempferol

HO

Kaempferol-3-glucuronide

HO

Quercetin-7-rhamnoside
o]

be

H
OH

HO

OH

OH
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Quercetin-3-glucuronide Myricetin-3-neohesperidoside Kaempferol-3,7-diglucoside



Precursor Ion scan: Selezione dell’'aglicone

301 m/z 285 m/z

Quercetin-rhamnoside

OH OH

Isorhamnetin-glucoside

Kaempferol-rutinoside

Obiettivo: Rilevare la struttura coniugata, a partire dal solo aglicone
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Glucose and galactose

MW= 180,157 g/mol

Arabinose

H
H +~—0H
‘HH oH or
HO OH
OH H

MW= 150,130 g/mol

Rutinose
OH

HQ
HO
HaC o

o]

HO 0
Ho OH

OH
MW= 326,297 g/mol

Rhamnose

OH
MW= 164,160 g/mol

Neutral Loss: Sugar moiety

Obiettivo: Rilevare la struttura coniugata, a
partire dallo zucchero perso (molecola neutra)

/ ﬁg 3
Ty A
(

/

-[ 162 Da ]

MW= 18,0153 g/mol

Xylose e oH
HO 4 >

( \Q; q%q HO °

HO— o) — MF v — [ 132 Da ] "o o

\ 3\ 7

HO OH J H,C 0 [M-H-146-308]
\ HO
MW= 150,130 g/mol MW= 18,0153 g/mol / HO o
Sophoroside
- [beta-D-gluco-hexopyranosyl-(1->2)-alpha-D-gluco-hexopyranose] [ 146 Da ] or [ 308 Da ]J

(N3 ! -

'y AN

—> [ 308 Da ]

o}
4 o
0 "%
£ )r“ HO OH

N

MW= 18,0153 g/mol

MW= 18,0153 g/mol

-

~

Neohesperidoside
[rhamnopyranosyl-glucopyranoside]

Sambubioside \
[B-D-xylosyl-(1->2)-B-D-glucose]

0. ,.OH_~_JOH
HO --.,O/A\/ID:OH [M-H-132-162]

OH OH

132 Da ]Or[ 162 Da ]J




Curry leaves: semi-untargeted by Precursor Ion and Neutral Loss scan

(QqQ)

/ Name: \

Diosmetin 7-o-rutinoside (Diosmin)

Molecular Weight:
608.5 g/mol

\ Te: 4.76 /

Precursor Ion Scan

| [M-H-308] |

[ 299 m/z ] T:4.76
) Ll l ” | \| \llw ‘ m‘ 1 “ ‘m .sn ”lh i m ” ‘ | 'm ¢ \’ ll I\ ']

o
&
S

Rutinoside 326.297 g/mol ]

[MW—H20=308 Da]

Y 4
Neutral Loss Scan
T, 476

Che

OH

6071
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Sviluppo di un metodo semi-untargeted mediante:
UHPLC-QqQ-LIT-MS/MS

N

Cercare il Canonical SMILES di ogni

- polifenolo (Pubchem) Predizione in Silico dello spettro Creazione Database
. S( MS/MS
) l MS/MS spectrum

Ricerca in letteratura dei OCFNHD L1l -I-I-LIL-

polifenoli non presenti
nella target list \_/

] SEMI-UNTARGETED ANALYSIS by UPLC-QqQ-LIT-MS/MS j

Se lo spettro e simile e ci sono
/\ frammenti in comune:

Comparazione del nostro
spettro MS/MS con Identificazione putativa \/
quello ottenuto in silico | dell’analita

o con quelli trovati in
database e letteratura

4 .




[ SEMI-UNTARGETED ANALYSIS by UPLC-QqQ-LIT-MS/MS “)

Puo essere effettuata andando a sfruttare una tra le diverse modalita di acquisizione del QqQ come SURVEY SCAN:

s

MRM
| (Survey Scan) |

v

r .
Precursorion
| (Survey Scan) |

v

®o— G0 = (@D

| (Survey Scan) |

Fixed neutral loss

) 8y — -
eo® _

(am)

Spettro MS/MS dell’analita rilevato = Informazioni strutturali

1.00e8 4

9.00e5 4

8.00e5 1

7.00e54

8.00e5

5.00e5 4

4.00e5

2.00e54

2.00e51

1.00e5

0.00M—t

|

247.0

347.2

Enhanced Product
lon (EPI)

147.8
e7.9 1120, 1927

IO T TN O o VPP I |

€0

80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 200 320 340 260

So = GO = (@0 = GO
— GOl

-

Time min

e

Information
Dependent
acquisition (IDA)

)

Q3 switching to Linear lon
Trap (LIT)
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Semi-untargeted: NL-IDA-EPI
oo %I( i v ed
NL ‘Z;\? _— % - O

(Survey Scan)  esotm |

= &-dib - B - G

HO
HO
I HC 0 I
L ) ° {
oW AM= [M,-H] - [M,-H] HO 0
— =[609-H]" - [301-H]= 308 Da HO OH
OH

[ Rutinoside unit (308 Da) ]

. O (Criteria)

- \
4.5es Om{j
OH Q 301 m/z \\ iR 463 m/z
2.0e5 HaiC O o
HO
2 5e5 HO
OH 462.0
2.0e5
2.5e5

Intensity, cps

EPI 1.;5: 255.0
(Dependent Scan) l T

141.0 1789

S.
r91 _r1 99.0
99"7 .. N Ill A i
200

|
100 150

1168.9.

250 200 250 400 450 =00 550
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