Controls de qualitat en taps de suro i
deteccié d’aromes en vins
GC-MS/MS




"Wy~ Evolucié dels analisis cromatografics
e
e Extraccio Solid Liquid e Extraccio SPME
(Mostra triturada) (Mostra real)

1) Extracciéd amb un dissolvent 1) Simulacio de la matriu

2) Pre-concentracié: eliminant el 2)  Pre-concentracio: a la fibra

dissolvent 3) Injeccié amb fibra

3) Clean Upi secat
4) Injeccio liquida al GC-MS




§ Evolucid dels analisis cromatografics
'4'01 " Comparacio Metode SPME vs Extraccio LLE
oo S

* Avantatges:

- Més simple en les etapes de preparacio = Menys errors d’operacio
- Quimica verda ( no s’utilitzen dissolvents)

- Limits de quantificacié més baixos

- Resultats comparables amb limits sensorial (ng/L)

- Analisi de traces ( de ppb a ppt)

e |nconvenients:

- Mostres acuoses o amb solucion etanolica fina al 20%
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L SPME-GC-MS-MS

The Agilent 7000A Triple Quadrupole GC/MS: How it works
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‘o SPME-GC-MS-MS

Que millorem?

- Més especificitat i selectiu ( Matrius complexes: materies
vegetals, aliments, begudes alcoholiques)

- Redueix el soroll de fons

- Limits de quantificacido més baixos ( especialment
avantatjos per aromes)

- Meés sensibilitat === Més Reproduibilitat

- Augment de la fiabilitat dels resultats
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§ SN Analisi Anisols GC-MS/MS
' %'4"’ ' Desenvolupament del metode

i abundant ( SIM de GC-MS)

2,4,6- TCA
2) Analitzar el Product lon de cada 2,3,4,6-TECA 246 244 230
fragme.nt. :a\mb diferents energies PCA 780 265 267
de col-lisié

2,4,6-TBA 346 344 329
3) Escollir la transicié més favorable
per la quantificacid i dues altres
transicions per la identificacio -

2,4,6-TCA
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EC=10

EC=20

EC=30

Analisi Anisols SPME-GC-MS-MS
Desenvolupament del metode

Exemple PCA m/z 280 : Product lon # Energies de Col.lisié

«104 |+El Product lon:1 (25.005 min) CID@10.0 (280.0 -> =) PCA_102030.0
2646

2369

" 145 150 155 160 165 170 175 180 185 180 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275
Counts vs. Mass-to-Charae (m/z)
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104 |+El Product lon:2 (25.006 min) CID&20.0 (280.0 -= =) PCA_102030.0
236.9
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" 145 150 155 160 165 170 175 180 185 180 135 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

%104 |+El Product lon:3 (25.008 min) CID@30.0 (280.0 -> =) PCA_102030.D

il wl wl A A
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Counts vs. Mass-to-Charge (miz)
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Analisi anisols SPME-GC-MS-MS

Metode MRM

Condicions cromatografiques

Condicions SPME

Columna 30 m x 0.25mm x 0.25 pm HP-5MS Ul Mostra 10 ml + patré intern + NaCl
Injeccio Splitless 3 min T2 extraccié 350C
Ramba 552 C 280 9C (302C/min)
P 3min  Total: 7 min Fibra 100 pm PDMS
Flux columna: | Heli 1.2 ml/min

MS

Temps extraccio

30 minuts a 500 rpm

El MRM Transfer line: 2802C
Source: 300 Quadrupole:150°C

Cel-la col-lisid

N, a 1.5 ml/min

x104
45-
4]
354
3
254
7]
1.5
14
0.5

0

Cpd 5: 2,34 6-Tetrachlorcaniscl: +El MEM CID@20.0 (246.0 -» 203.0) 1ppt.D

2,3,4,6-TeCA

2,4,6-TCA

e =

PCA

2,4,6-TBA

i

5 51 &2 53 54 55 5HE 57 BZ 53

Counts vs. Acquisition Time (min)

64 65 66 67 68 B9




§ oon Analisi anisols SPME-GC-MS-MS
] . Limit de deteccid
R

* La relacio senyal / soroll ( SN) utilitzada en altres métodes cromatografics , no s’utlitiza en GC-
MS-MS

+ MRM (210.0 -> 195.0) 0_2ppt.D Smooth

5’&2 x10 34 *5.166 min.
3 2,4,6-Trichloroanisol
O 254 0.2160 ng/l
12.92
2,
1.5
1 -
0.5+
0,

49 495 5 505 51 515 52 525 53 535 54 545
Acquisition Time (min)

e En GC-MS-MS s’utilitza Minimum Detection Limit (MDL) o Instrument Detection Limit (IDL)
IDL=RSD (%) * T student * Amount
RSD = desv/mitja de 10 replicats

T student= Valor tabulat per n-1 i a= 99%
Amount= Concentracié mitja de les 10 répliques en ng/L



Analisi anisols SPME-GC-MS-MS
S : Limit de deteccid i quantificacid

Disseny: 10 repliques de mostres fortificades
- en 2 matrius: macerat de suro i vi negre
- 6 concentracions ( 0.1 ppt, 0.2 ppt, 0.3 ppt, 0.4 ppt, 2 ppt i 10 ppt)
- 3 dies diferents
30 Resultats per cada matriu i concentracié d’on es calculala RSD ( %)
Representem concentraciod vs RSD
Limit de deteccié ( concentraciéo amb RSD inferior a 10%)
Limit de quantificacid ( concentracié amb RSD Inferior al 5%)

LQi LD TCA

¥ LD TCA<0.2 ng/L
10 LQ TCA< 0.4 ng/L

ORNWRUIOINO WO

0,101 0,202 0,303 0,404 2,02 10,1

—@—RSDvi —=—RSD macerat de suro



" Analisi anisols SPME-GC-MS-MS

+MRM (217.0 -> 199.0) 2 ppt.D Smooth
+ MRM (210.0 -> 195.0) 0_4ppt.D Smooth £ %10 4 *5.153 min.
2 x103] *5.166 min. 3 4 2,4,64DTCA
3 7 2,4,6-Trichloroanisol O 35 281160
S 4 0.4036 ng/l : !
3.5 30.78 3
3 2.5
2.5 2
21 1.5
1.5 14
. ; 0.5
o 0
49 495 5 505 51 515 52 525 53 535 54 545 49 495 5 505 51 515 52 525 53 535 54

Acquisition Time (min)

Acquisition Time (min)

+MRM (210.0 -> 195.0) 2 ppt.D Smooth
£ x104 *5.166 min. + MRM (346.0 -> 303.0) 0_2ppt.D Smooth
3 B 2,4,6-Trichloroanisol 2 %10 271
38 105100 5 3]
0.8 2.0174 ng/ml 38

2.5+
0.6+

0.4+

0.2+

49 495 5 505 51 515 52 525 53 535 54 545 62 625 63 635 64 645 65 655 66 665 67
Acquisition Time (min)

Acquisition Time (min




 Estabilitat del Pendent durant un any:

§ o Analisi anisols SPME-GC-MS-MS
- . Estabilitat del Pendent

Dia Pendent TCA
10-feb-15 1,25560
24-mar-15 1,12770
28-abr-15 1,10030
18-may-15 1,09654

9-jun-15 1,18062
21-jul-15 1,13558
20-ago-15 1,17458
10-sep-15 1,12515
6-oct-15 1,20656
10-nov-15 1,10030

Promig

desvest

RSD

1,15029
0,05272
4,6

RSD < 5%




e Metode en SPE-GC-MS:
- Maceracié amb solucié hidroalcoholica
- Extraccio de 250 ml cartutx HLB.

- Elucié amb Metanol
- Derivatitzacié en fase organica

- Injeccid liquida 1 ul

e Metode SPME in situ:
- Maceracié amb solucié hidroalcoholica
- Mostra + reactiu derivatitzant en medi basic

- Derivatitzacié on fiber
- Injeccié amb fibra




Condicions cromatografiques

Analisi fenols SPME-GC-MS-MS
Fenols (TCP, TeCP, PCP i TBP)

Condicions SPME

Mostra L , .
Injeccid Splitless 3 min a 2502C derivatitzant + patro intern +NaCl
o .
502C ] (4 mln? T2 extraccid 50 eC
Rampa 1502C (92C/min) (0.5 min)
P 260°C (202C/min) (5 min) ,
3 min Total: 20 min Fibra 100 pm PDMS
Flux columna: Heli 1.2 ml/min Temps extraccio 30 minuts a 500 rpm
MS El MRM Transfer line: 2802C
Source: 300 Quadrupole:150°C
Cel.la colisié N, a 1.5 ml/min collision gas
x10 6 |Cpd 5: Pentachlorophenol: +EI MRM CID@10.0 (266.0 -> 230.0) 0_2HP.D
1.34 213 34 415
1.2
1.1 PCP
1 2,4,6-TeCP
0.9
| 2,46-TCP
0.7
0.4
0.3 f 19.842
0.2 “
o 2,4,6-TBP
ol A
165 166 167 168 169 17 174 172 173 174 175 176 177 178 179 18 181 182 183 184 185 186 187 188 189 19 191 192 193 194 195 196 197 198 199 20

Counts vs. Acquisition Time (min)




Analisi fenols SPME-GC-MS-MS
; : Fenols (TCP, TeCP, PCP i TBP)

%"WIEJSJ:O L 3
Resultats Experimentals
Fenols
Macerat de suro Vinegre
2,4,6-TCP 2 ppt 12,3,4,6-TeCP2ppt  PCP 2 ppt 2,4,6-TBP 5 ppt 2,4,6-TCP 2,3,4,6-TeCP PCP 2,4,6-TBP

Replica 1 2,0541 2,0236 1,9845 5,2147 2,1023 1,9854 2,0637 5,2542
Replica 2 1,9547 2,0879 1,9634 5,0978 2,1698 1,9634 2,0417 5,2745
Replica 3 2,0673 2,0579 2,0552 5,0453 2,2078 2,0326 1,944 5,0325
Reéplica 4 2,0524 2,1478 2,0697 4,9578 1,997 2,1455 1,9234 4,8578
Replica 5 1,9658 2,0934 2,1256 4,899 1,8975 2,0475 2,0347 4,899
Replica 6 1,9354 2,251 2,0567 4,9457 1,9634 2,0637 1,7563 4,9356
Replica 7 2,0456 2,1213 1,8569 5,0051 2,1478 2,1563 2,202 4,6895
Replica 8 2,1547 2,1171 1,9758 5,1023 2,0397 1,9634 1,9752 5,1023
Replica9 2,1391 1,9647 2,1664 5,0175 2,0038 1,9547 1,9631 5,2173
Replica 10 2,0894 1,9637 2,0975 5,2639 2,1357 2,0008 1,9785 4,9865
Mitjana 2,0459 2,0828 2,0352 5,0549 2,0665 2,0313 2,5470 5,0249
Desviacio 0,07 0,087 0,091 0,117 0,101 0,073 f 0,114 0,190
RSD % 3,6 4,2 4,5 2,3 4,9 3,6 4,5 3,8




Analisi fenols SPME-GC-MS-MS
. '@‘ : Fenols (TCP, TeCP, PCP i TBP)

 La importancia del ions qualificadors

+MRM (330.0 -> 222.0) 5ppt_1.D Smooth 330.0->222.0 , 330.0 -> 250.0 , 330.0 -> 248.0
£ x10 27 *19.279 min. 2 X102 | Ratio =88.0.
3 164 2,4,6-Tribromophenol 3 1 Ratio = 45.6
S 4 26.00 S
iy 4.9457 ng/l
’ 0.8 |
‘I,
0.84 0.6+
0.6 044 N
0.4-
24
0.2- 0
ol | .
1905 191 19.15 192 1925 193 19.35 194 1945 195 1955 1905 19.1 1915 192 1925 19.3 1935 194 1945 195 1955
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min)

La relacid entra les transicions és molt important que es mantingui dins els criteris
d’acceptacié marcats:

Uncertanity +/- 20%



SPME-GC-MS-MS
Geosmina i MIB

Geosmina MS
Limit percepcio: = 1
En aigua 10 ng/L .
Envi  25ng/L N
(Font: AWRI) o | R W
o ‘ ﬁ1 1‘4\5 IM‘\H\I S\?HM\ ‘\H‘H .““H“. \‘HH ‘\ ‘1\2\1\“ . 1\35‘“ ‘l il L .

(mainlib) 4a(2H)-Naphthalenol, octahydro-4,8a-dimethyl-,(4a,4aa,8aR)}

x105 |Cpd 2: GESOMINA: +EI MRM:3 (11.644-12.197 min, 180 Scans) CID@10.0 (112.0 -> **) Geosmina.D
34

28
26
24
22

MRM
16

14
12 830

08
06
04
0.2

8 835 8 845 85 855 g6 865 87 875 8 85 8 85 90 905 of 915 9 85 93 935 94 945 95 985 9% 965 97
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)



SPME-GC-MS-MS
Geosmina i MIB

Z-VIETNYS0DOTE0L

Mass Spectrum

2-Metilisoborenol

100

w
S

Limit percepcio:
En aigua 15 ng/L
En vi 30 ng/L .

(Font: AWRI) s, % . JI
|‘I ﬁl

Relative Intensity
@
2

.
=3

50 60 70

a5 0
= 5| 57 | . N S |94 o7 121
o L1 [N I Y DAY Y D Xt R Y1
40 80 20 100 110 120 130

m'z

10 |Cpd 3: 2:MIB: +EI MRM:4 (11.709-18.611 min, 2233 Scans) CID@" (95.0 > ) Mib.D

375
325
2751 530
MRM
225

175
15
125

0.75.

0.25

55 555 56 565 57 575 5 585 50 505 6 605 61 615 3 625 6 635 A 645 3 655 6 665 67
Counts vs. Mass-to-Charge (mz)
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Condicions cromatografiques

SPME-GC-MS-MS

Geosmina i MIB

Condicions SPME

Columna 30 m x 0.25mm x 0.25 um HP-5MS Ul Mostra + sal
Mostra
Injeccid Splitless 3 min a 2502C
502 C (1 min) T2 extraccid 80 eC
2002C (102C/min) (1 min)
Rampa 220°C (202C/min) (1 min) - i
B —-/min min Fibra DVB/Carboxen 50/30 pum ( grisa)
Total: 19 min
Flux columna: Heli 1.2 ml/min Temps extraccio 30 minuts a 500 rpm
MS El MRM Transfer line: 2509C
Source: 300 Quadrupole:150°C
Macerat de suro
Cel.la colisio N, a 1.5 ml/min collision gas Geosmina 2-MIB
Replica 1 5,2145 4,8001
Réplica 2 5,1203 4,9233
Replica 3 5,4789 5,0147
Réplica 4 5,123 5,0032
Recta lineal de 0.5 a 40 ppt Replica 5 5,3691 5,3378
Réplica 6 4,9678 5,0251
Replica 7 5,3247 5,5478
LD 2 PPT Replica 8 5,3671 5,637
Réplica9 4,8222 5,2223
LQ 5 PPT epliea ' '
Réplica 10 4,9678 5,3937
Mitjana 5,1755 5,1905
Desviacio 0,21 0,28
RSD % 4,1 5,4




g“*i;:-:i%:-:;.% GC-MS-MS
- >
2 Conclusié

La cromatografia de gasos masses-masses ( o analisis target ) ens
permet detectar qualsevol compost volatil o semivolatil a nivells de
guantificacio més baixos, amb més seguretat i selectivitat.

Aplicacions:

- Deteccio compostos aromatics a nivell de traces
- Seguretat alimentaria en mostres de matrius complexes

( aliments, vins o begudes )

- Augment de |a precisio i reproduibilitat en els analisis realitzats
mitjancant SPME



GRACIES PER LA VOSTRA ATENCIO

| si teniu qualsevol dubte
aoliveras@icsuro.com




