Labora

stopien

tandem

torium z techniki tgczonej LC-MSIMS dla kierunku InZynieria Farmaceutyczna drugi

Oznaczanie nieorganicznych form selenu w suplementach diety

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z mozliwo$ciami zastosowan nowoczesnej

owej spektrometrii mas oraz techniki tagczonej LC-MS/MS, nabycie podstaw analizy

1 interpretacji widm mas oraz wykorzystania techniki do analiz jakosciowo-ilosciowych.

Uwagi:
1.

Czesé

Zagadn

Wszelkie operacje zwigzane z obstuga aparatury moze wykonywaé wytacznie osoba
prowadzaca zajecia, ze wzgledu na wysoko skomplikowany charakter urzadzen
1 oprogramowania sterujacego.

Spektrometr mas dziata przy wlaczonym wysokim napieciu (M. in. napigcie
przyspieszenia, napiecie przytozone do kapilary) i w zwigzku z tym nalezy unikad
bezposredniego kontaktu z odstonigtymi podzespotami elektronicznymi, przewodami,
itp.

W czasie wykonywania ¢wiczenia nalezy zachowac¢ ostrozno$¢ w zwigzku z gorgcymi
powierzchniami komory zrédta jonow typu ESI.

Nalezy pamigta¢ o noszeniu rekawiczek ochronnych oraz okularéw i fartucha.

W czasie ¢wiczen obowiazuja ogdlne zasady bezpieczenstwa pracy w laboratorium

chemicznym.

pierwsza ¢wiczenia — wykonanie widm mas i ich interpretacja

ienia do przygotowania:

Zasada

dziatania zrodta jonow typu electrospray oraz tandemowego spektrometru mas

Aparatura: Spektrometr mas APl 4000 QTRAP (Biosystems, MDS Sciex, USA), pompa

strzykawkowa, strzykawka szklana, pipety automatyczne, probowki eppendorf 1,5 mL




Odczynniki: wzorzec selenianu(V1) i selenianu(lV) sodu, metanol, woda destylowana, woda

amoniakalna

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Zapoznanie si¢ z budowg spektrometru mas oraz konstrukcja zrédta jondéw typu
electrospray.
2. Omowienie i prezentacja techniki wprowadzania probek bezposrednio do spektrometru
mas — strzykawka.
3. Wykonanie widm:
e selenianu(VIl) i selenianu(lV) w roztworze  wodno-metanolowym
oraz amoniakalno-metanolowym,
e wykonanie widma fragmentacyjnego dla zwigzku selenu (jednego z dwoch).
4. Interpretacja otrzymanych widm mas z obserwacja rozkladu izotopowego zwigzku
zawierajacego selen.

5. Omoéwienie danych uzyskanych na podstawie widma fragmentacyjnego.

Przygotowanie sprawozdania:

1. W opisie ¢wiczenia nalezy poda¢ dane dotyczace przebiegu ¢wiczenia, uzyskane wyniki
oraz wszelkie wydruki otrzymane droga mailowa od prowadzacego ¢wiczenia.

2. Prosz¢ zinterpretowa¢ widma mas oraz widma fragmentacyjne zwigzkow selenu
(wskaza¢ jon pseudomolekularny, obwiedni¢ izotopowa tego jonu, zaproponowac

struktury powstatych fragmentow w widmie fragmentacyjnym).

Cze$¢ druga ¢wiczenia — identyfikacja | wyznaczenie zawartosci selenu

w suplemencie diety

Zagadnienie do przygotowania:

Zasada dziatania tandemowego spektrometru mas z jonizacja typu ESI, ogdlne informacje
dotyczace chromatografii cieczowej (faza ruchoma, faza stacjonarna, budowa aparatu, elucja
izokratyczna, elucja gradientowa, podstawowe parametry  wykorzystywane

w analizie jako$ciowej i ilosciowe;j).




Aparatura: Chromatograf cieczowy potaczony z tandemowym spektrometrem mas API 4000
QTRAP
Odczynniki:
e zlewki o pojemnosci 25-50 mL,
e kolby miarowe o pojemnosci 1 mL,
* pipety,
e fiolki o pojemnosci 1,5 mL,
e metanol,
e woda amoniakalna,
e roztwory wzorcowe selenianu(V1) i selenianu(lV),
e strzykawki lekarskie z igtami,
o filtry strzykawkowe,
e mozdzierz,
e myjka ultradzwigkowa,
e wirowka laboratoryjna,
e waga analityczna,

e suplement diety.

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Przygotowanie roztworéw wzorcowych:
Z roztworu wzorcowego zawierajagcego po 5 pg/mL selenianu(V1) i selenianu(lIV)
przygotowac seri¢ roztworow wzorcowych o st¢zeniach: 0,05 pg/mL; 0,1 pg/mL;
0,25 ng/mL; 0,5 pg/mL oraz 1 pg/mL.
Rozcienczenia powinny uwzglednia¢ sktad fazy ruchomej stosowanej do rozdzielania
chromatograficznego (99% 5 mM NHsgq 0raz 1% metanolu).
2. Przygotowanie suplementu do analizy:
A. Zwazy¢ tabletk¢ na wadze analitycznej.
Utrze¢ tabletke¢ w mozdzierzu.
Odwazy¢ utartg tabletke.
Zala¢ odwazong probke utartej tabletki 10 mL wody destylowanej.
Umiesci¢ probke na okres 15 minut w myjce ultradzwickowe;.

Przenies¢ zawiesing do probowki wirowkowej.
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Odwirowac probke przez 15 minut.




H. Przesaczy¢ roztwor nad osadem przez filtr strzykawkowy o $rednicy porow
0,45 um, a nastepnie jeszcze raz przez filtr strzykawkowy o §rednicy poréw
0,22 pm.

I. Na podstawie danych o zawartosci selenu w suplemencie obliczy¢ objgtosé
probki jaka nalezy pobra¢ do analizy chromatograficzne;.

Uwaga: w obliczeniach prosze zalozyé, Ze teoretyczna zawartosé zwigzku

selenu w probce do analizy powinna wynosic¢ 0,25 ug/mL.

Obliczong objetos¢ ekstraktu prosze uzupetni¢ do 1 mL fazg ruchoma.
3. Wykonanie oznaczenia technikg LC-MS/MS:
Prowadzacy ¢wiczenie umiesci probki w autosamplerze i uruchomi proces ich

oznaczania metoda, ktorej warunki opisane sg ponizej:

Warunki rozdzielania chromatograficznego

Rozdzielenia chromatograficznego mieszaniny zwigzkow selenu dokona¢ na kolumnie
chromatograficznej Luna C18, jako faz¢ ruchomg zastosowaé¢ mieszaning 5 mM roztworu
wodnego wody amoniakalnej i metanolu. Przeptyw fazy ruchomej przez kolumng ustawié
0,20 mL/min. Rozdzielanie prowadzi¢ w temperaturze 35°C.

W Tabeli 1 zebrano parametry pracy chromatografu cieczowego.

Tabela 1. Warunki rozdzielenia chromatograficznego

Element ukladu pomiarowego Parametry pracy ukladu

Chromatograf cieczowy UltiMate 3000 RSLC, Dionex
Luna C18 C18 RP (150 mm x 2,1 mm i.d.),
Thermo Scientifix

A:H20 + 5 mM NHz

Kolumna chromatograficzna

Faza ruchoma

B: MeOH
Natezenie przeplywu fazy ruchomej 0,20 mL/min
Czas [min.] % A % B
0 99 1
Gradient 1,5 99 1
2,5 0 100
3 0 100
Czas trwania analizy 3 minuty

Warunki detekcji MS/MS
Detekcji z wykorzystaniem MS/MS analitow dokonaé stosujac jonizacje w trybie
ujemnym. Probke jonizowaé przez elektrorozpylanie. Szczegétowe warunki pracy

spektrometru mas przedstawiono w tabeli 2.




Tabela 2. Warunki pracy detektora masowego

Element Parametr pracy

Sposob jonizacji ESI

Tryb pracy ujemny
Temperatura [°C] 550
Gaz ostonowy [psi] 30
Cisnienie gazu W rozpylaczu [psi] 40
Gaz suszacy [psi] 40

Napiecie przytozone do kapilary [V] -4500

Na podstawie widm fragmentacyjnych wykonanych dla wzorcow selenianow(VI) i (IV)
wybrane zostaly charakterystyczne pary MRM, ktore postuzyly do wykonania analiz
ilosciowych. Nastepnie dla tych par zoptymalizowano takie parametry pracy spektrometru mas
jak: potencjat fragmentacji i energi¢ kolizji, majace wptyw na czuto$¢ i selektywnos¢ analizy
ilosciowej 1 jako$ciowej. W tabeli 3 przedstawiono parametry pracy spektrometru mas

stosowane do oznaczen jakoSciowo-ilosciowych zwigzkow selenu.

Tabela 3. Optymalne parametry pracy MS/MS dla zwigzkéw selenu

Jon Potencjal Energia
Zwiazek pseudomolekularny | fragmentacji MRM1 kolizji

[M-H] V] [Vl

Se|er;:)'vgé (V1) 145 -50 145 — 128 -28

seler;%r; (V1) 143 -50 143 - 126 -28

selery%r; (V1) 147 -50 147 — 130 -28
selenian (IV

8°Se( ) 129 45 129 — 112 -32
selenian (IV

788e( ) 127 45 127 -5 110 32

seleryzegr; (V) 131 -45 131 - 114 -32

4. Na podstawie otrzymanych wynikow dla roztworéw wzorcowych oraz probki

suplementu dokona¢ identyfikacji zawartego w suplemencie zwigzku selenu.




5. Wyznaczy¢ zawarto$¢ selenu w badanym suplemencie (zastosowac technike krzywe;j
wzorcowe] lub technike wielokrotnego dodatku wzorca — decyzje podejmuje

prowadzacy zajecia).

Przygotowanie sprawozdania:

1. Poda¢ oznaczong forme chemiczng selenu w suplemencie.

2. Wyznaczy¢ zawarto$¢ zwigzku selenu w tabletce suplementu.

3. Przeliczy¢ zwiazek selenu na zawarto$¢ pierwiastka (selenu).

4. Poroéwnac¢ otrzymang zawarto$¢ selenu oraz jego forme chemiczng z podang przez

producenta.




