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Identificazione e quantificazione di Polifenoli da
mirtillo (integratore alimentare) mediante
estrazione in fase solida (SPE)

Esercitazione
16 Marzo 2023




Attivita biologica
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Composti fenolici

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

Hydroxybenzoic Acid Hydroxycinnamic Acid
R1 R1

(Catechines and Proantocianidines)

OH



Derivativi dei composti fenolici

Aglicone (parte non zuccherina) Glicone (parte zuccherina) OH
HO 0
» glucosides (glycone = glucose) GHIOH o “ﬁﬁ
OH
. HO
» fructosides (glycone = fructose) SH,OH
OH OH 0. OH
I » ramnosides (glycone = rhamnose) CHa
CH,OH
. OH OH OH OH
» galactosides (glycone = galactose) on O) y
Anello benzenico (A) condensato con anello a sei termini > . . _ : OH Ho ot
arabinosides (glycone = arabinose HH o
(C) anello piranico e in posizione 2 ha un anello fenilico (B) (g y ) HHOH
come sostituente. > etc

Aglicone:
Quercetina
Glicone:
Rutinosio
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Flavonoidi

Myricetin-3-glucuronide
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Kaempferol-3,7-diglucoside

Kaempferol-3-glucuronide



Caratteristiche dei composti fenolici

G
fun:-ilg::le Nome Descrizione
—OH ossidrilico - polare e solubile in acqua: tende a
OH formare legami a H
_C;o carbossilico acido debole: tende alla forma -COO"
oM -COOH perdendo uno ione H*
—M’H amminico - base debole: tende alla forma NH3~ O OH
“H NHz acquistando uno ione H”
H aldeidico - o
| polare e solubile in acqua
—C=0 COH . .
: Acido Gallico
~c=0 chetonico polare e solubile in acqua
- =CO
4]
—Ili‘l'—l:l-l fosfato - acido: tende alla forma P03 perdendo
(|)|.I PO3Hz due H” HO O H

OH

Idrofobi

Rutina

OH

Anello benzenico (A) condensato con anello a sei termini
(C) anello piranico e in posizione 2 ha un anello fenilico (B)
come sostituente. -
Idrofili

Quercetina



Solventi

Polarity of Solvents s

Non-Polar
Solvents

:et::l:: Acid /\ Polar P o I a r
! Solvents

thano
Isopropanol
Pyridine
Nitromethane D M F
Diehylamine

Aniline DMSO

Dimethylsulfoxide

Ethylacetate
Dioxane
Acetone

Dicholoroethane

Tetrahydrofuran AC Et one

Dicholoromethane
Chloroform
Diethylether

Benzene
Toluene

Xylene Isopropanol

Carbontetrachloride

Cyclohexane - .
Petroleum ether ACEtonltrlle
Hexane NV Non-polar

Pentane
.

Alkanes
Benzene
Toluene
Acetic acid
Chloroform
Diethyl ether

Ethyl acetate




Campione in esame

Integratore alimentare su base di mirtillo rosso



Estrazione

Polvere di
mirtillo

Pesare 1g di polvere di
mirtillo

Attivazione: 1 mL di MeOH

Condizionamento : 1 mL di H,0:MeOH 90:10 (H,0)
Carico: campione diluito 1:100 in 1 mL of
H,0:MeOH 90:10 (H,0)

Lavaggio: 1 mL di H,0

Eluzione:

1) 1mL di H,0

2) ImL di MeOH

Diluzione 1:10 )
3) 1mL di ACN

Analisi LC-MS/MS |

()

-

Eled

Clean-Up

| 5000 rpm per 15 minuti



Parametri cromatografia liquida accoppiata
alla spettrometria di massa (LC-MS/MS)

ACE C18-PFP
LC System: Shimadzu Nexera XR LC 20 AD system

Colonna: ACE Excel 2 C18-PFP 2.0 um 100x2.1 mm
Flusso: 0.4 mL/min

Fase A: H,0 1% CH;COOH

Fase B: ACN

MS/MS system: Sciex Qtrap4500

lonizazione: ESI (-)

Pentafluorophenyl
(PfP)




Parent ion

Modalita di acquisizione:
Multiple Reaction Monitoring (MRM)

Ql Q2 a3
L ] L ] L ]
® o . -~ * e u

N N
Q2:
Qi: Lo ione precursore
Selezione ione viene frammentato
precursore nella cella di
collisione
/ /

Q3:

Selezione dello ione

prodotto

Q3

Aglicone

Glicone

daughterion




Mass spectrometry parameters:

Infusione dello standard in MS/MS
o [ oo | & | @ | e |Joe [ o | @ [ oo [ & [ @ [ [oe | 0w | a | o | & | @ [ c [ o |
0

2450 240 9.0 107.9 28,5 -5, 89,0 21515 -6,0

Epicatechin/Catechin [wt.l:Ri -850 8.0 Vanillic Acid 1671 -49,0 -11,0 3/4-OH-Benzoic Acid 136,9 -120 90
108,9 -38,5 8.0 151,9 -19.5 -6,5 66,0 -30,0 -100
1340 210 8.0 116,9 -50,0 9.0 102,9 -16,0 -40

Ferulic Acid 192,8 -63,0 -11.0 Apigenin 268,9 -110,0 -40 Trans-Cinnamic Acid 147,2 -50,0 8.0
1778 -18,0 -6,0 151,0 -34,0 -5.0 77,2 -30.0 -6.0
1249 210 9.0 150,9 -34,0 -6,0 356,9 29,0 -11.0

Gallic Acid 168,9 -70,0 -10,5 Myricetin 316,9 -115.0 -50 (Luteolin-8-Glucoside) ECTYAI -105,0 -11,0
96,9 26,0 -6,0 136,9 -36.0 S5 297,0 -43,0 -11.0

1190 19,0 80 1509 350 110 q . 300,9 480 1100
o-Coumaric Acid  [RTEY -50,0 50 284,9 -100,0 80 LPECCLEDETLE 4629 21100 50
117,0 -330 7,0 199,0 -350 -6,0 Galactoside) 2999 -40,0 11,0

1190 -200 90 i mine Ach 1189 -19.0 90 119,0 210 85
p-Coumaric Acid 1628 60,0 50 Trans SOH Cinnaminc Acid YRS -50,0 60 Tyrosol 1370 450 90
1187 -420 90 (m-coumaric acid) 117,0 -330 70 106,9 230 55
151,0 -300 40 228,8 -400 90 136,9 -36.0 -100
Quercetin 300,9 94,0 -10,0 Kampferol 2850 -135,0 -7.0 (-)-Epigallocatechin 305,0 -98,0 -6,5
1788 260 40 159,0 420 40 166,9 28,5 4.5
i 1788 -60,0 -100 1338 -330 70 i \3.b.D. 300,9 -330 11,0 1688 -200 17,0
lsoquercitin (Querc-3-b-D- SR -100,0 90 (-)-Epigallocatechin Gallato LI 1100 70
1608 -240 70 Glucoside) 270,9 -58,0 -100 1249 -40,0 17,0
Rosmarinic Acid 359,0 -78,0 -4,5
197,0 245 45 1909 255 45 1229 220 80
Chlorogenic Acid 353,1 400 7.0 1529 750 7.0
300,9 450 110 160,9 350 60 104,6 -300 7.0
6092 1000 “0 2547 700 90 2558 400 90
Diosmetin (Luteolin-4 299.1 900 40
1819 -19.0 -6,0 methyl ether) 150,9 -40,0 -10,0
Siringic Acid 196,9 57,0 -11.0
1209 220 | 80 592 | 550 | -100 | 2750 | 320 | 90

Declustering Potential (DP): | parametro DP controlla il voltaggio applicato all’orifizio che controlla la capacita di separare i cluster di ioni tra |’orifizio e la guida ionica QJet . E impiegato per ridurre al minimo i
cluster di solvente che possono restare sugliioni campione dopo che questi entrano nella camera del vuoto e, se necessario, per frammentare gli ioni. Maggiore sara la tensione, maggiore sara l'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 di gas e i frammenti.

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

B C of -MRM (72 pairs): 147.200/102.800 Da ID: Trans-Cinnamic Acid from Sample 25 {50 ppb) of 20201214_Mirtillo & Canapa 10.wiff {Turbo Spray) Msx. 6000.0 cps.
I .
1.8e8 4
total ion current
1.6e8 4
1.4e8 4 —
(TIC=Total lon
1.2e84
o 1.0e8 4 C t
S urren
£ &.0e5
5.0e54
4.0e5 4
2.0e54
0 ~l04 0.81 0.81 1.80 535 545 578 25 752, T84 78S 8.14 8.35 8.81 £.848.08 2.35 E7 8.72 1012 .10.30
0.0 0.5 1.0 8.0 75 8.0 85 9.0 2.5 10.0 10.5
B C of -MRM (72 pairs): 178.800/132.800 Da ID: Caffeic Acid | from Sample 25 (50 ppb) of 20201214_Mirtillo e Can... Msx. 3.524 cps. B C of -MRM {72 pairs): 288.900/245.000 Da ID: Catechin/Epicatechin from Sample 25 (50 ppb) of 20201214_Mirtill... Msx. 5.124 cps.
pes 425 Caffeic Acid . Catechin 422 Epicatechin
3.0e4
4.0e4
Correnté lonica E
OFFG_@tE onica Estratta g
- 2.0e4 " 2.0e44
\ E Z
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Time, min Time, min
B C of -MRM (72 pairs): 192.800/124.000 Ds ID: Ferulic Acid | from Sample 25 (50 ppb) of 20201214 _Mirtillo & Can... Msx. 3.8e5 cps. W C of MRM {72 pairs): 462.000/200.800 Da ID: Isoguercitrin {Querc-3-b-0-Glucoside) from Sample 25 (50 ppb) of 2... Msx. 6.2e5 cps,
5.08 Ferulic Acid - Isoquercetin
3.5e5 8.0e5 4
£.0e5
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» 28254 w  6.0e5 ]
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 55 8.0 8.5 7.0 7.5 80 8.5 9.0 9.5 100 10.5 0.5 1.0 1.5 2.0 30 3.5 4.0 4.5 50 55 8.0 8.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 100 10.5
Time, min Time, min




Analisi quantitativa di composti fenolici

Retta + Set di campioni

Corrente ionif
dell’Epigallo
(EGC

E E M~ T ‘Y Al Sample Types v e %' ﬁ Q i
Index Sample Name Sample 1D ‘ SampleType‘ IS ‘ Component Nm‘ 1S Name m ‘ Rgal:;u Cmﬁulladlim Area ‘ IS Area ‘ Area Ratio ‘ Height ﬁm{ ‘ R?:Em a‘:rg:)t;" ‘Signal!Nnise‘ Used ‘ Cm ‘ Accuracy i
125 |1 Standard [0 EGCI (Mo IS} 1.0000 24574 NiA Ni& 6.020e3 NJA 282 0.07 610 1.012e0 10117
R Standard O EGCI (Mo 15) 1.0000 21944 NiA NiA 41373 MIA 281 0.08 619 8536e-1 8536
[ 225 |5 Standard [0 EGCI (Mo 15) 5.0000 1.005e5 HiA NiA 23724 MIA 282 0.07 2N 45460 58.92
[ |35 |5 Standard [0 EGCI (Mo 15) 5.0000 8.974ed NiA Ni& 1.807ed NIA 280 0.07 2733 4.385e0 27.69
25 |10 Standard [0 EGCI (Mo 15) 10.0000 1.927eb NiA NiA 49704 MIA 282 0.06 3678 9.746e0 97.46
[ 4% |10 Standard [0 EGCI (Mo IS} 10.0000 1.916eb NiA Ni& 3.853ed NJA 281 0.08 4889 9.650e0 96.30
| |45 |25 Standard O EGCI (Mo 15) 25.0000 4.887e5 NiA NiA 1.195e5 MIA 282 0.07 693.1 251681 10063
[ 545 |25 Standard [0 EGCI (Mo 1S} 25.0000 47125 NiA Ni& 94874 A 280 0.07 11311 24251 57.00
[ 605 |50 Standard O EGCI (Mo 15) 50.0000 1.092e6 NiA NiAs 2.555e5 MIA 282 0.07 9783 5.656e1 11313
BEERRE Standard [] EGCI (Mo 15) 50.0000 3.034e5 [ NiA 1.801e5 MIA 280 0.08 22878 46761 9352
G I L L L . S 2 2 2 N L
785 | 100 Standard [0 EGCI (Mo 15) 100.0000 .784e6 NiA NiA 3.655eh MIA 280 0.07 34483 9.261e1 52,61
ERERR Unknown [0 EGCI (Mo IS} /A 5.108e3 NiA Ni& 1.81%e3 NJA 247 0.08 202 1.855e-1 /A
ERERE Unknown O EGCI (Mo 15) MiA 9.963e3 NiA NiA 2.00%e3 MIA 247 0.08 267 2.300e-1 NiA
EEREED Unknown [0 EGCI (Mo 15) HIA 12204 HiA NiA 27213 MIA 247 0.07 318 J464e-1 HiA
[ 1025 [v_2B Unknown [0 EGCI (Mo 15) A 1.267e4 NiA Ni& 27833 NIA 246 0.07 369 3710e1 NiA
IREREED Unknown [0 EGCI (Mo 15) NiA 8.442¢3 NiA NiA 1.508e3 MIA 246 0.0% 224 1.508e-1 NiA
[ 1145 [V 3B Unknown [0 EGCI (Mo IS} NiA 1.153e4 NiA Ni& 2.284e3 NJA 247 0.08 357 31181 /A
| 1205 |v.aa Unknown O EGCI (Mo 15) MiA 7.841e3 NiA NiA 16773 MIA 247 0.07 194 1.185e-1 NiA
|| 1265 [V 4B Unknown [ EGCI (Mo 1S} NiA 9.377e3 NiA Ni& 1.5%4e3 MIA 246 0.09 293 [ | 19961 NiA v
4 b e a3 ke = [=|Regresson | I Q =
@ g r Calibration for EGC |- y = 19202 54142 x + 5545 54871 (r = 0.99557) (weighfing: Mong) .
Gaussian Smooth Width: 1.0 points ﬁ_;ﬁﬂ?ﬁ;ﬁm’ﬁﬁmﬁf&ﬁmﬂmhmrL@ ﬂ ?;g
Expected RT: 2.82 min 45e5 4 1.8s6
RT Half Window: 30.0 sec <82 1.7e6
Update Expected RT: 1o sl 166
1.5e6
¥ Report Largest Peak 25e5 | 146
Min. Peak Width: 3 points 1.3e6
Min. Peak Height: 0.00 3.0eb 1.2e6
Integration Parameters J = 1.1e6
Moise Percentage: 40.0 E %\ 2.5eb =z 1.0e8
Baseline sub. Window: |2.00 min ;‘E 2065 :gzz
EE a_K Splitting ,27 points . 7065
1.5e5 | 6.0e5
Ca estratta o el i cali '
. | o Retta di calibrazione
catechina sout] 20 . )
o | - 10 . Epigallocatechina (EGC)
20 50

)

50
Concentration
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