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METODI PER LA DETERMINAZIONE
 CHIMICA DELLE TOSSINEPatrizia Ciminiello
 Dipartimento di Farmacia
 Università degli studi di Napoli Federico II
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• Peso molecolare e formula molecolare (HRMS)• Informazioni strutturali (MS/MS)• Scoperta di nuove tossine, analoghi e metaboliti
 •Ampio numero di analiti•Universale e selettivo• Alta sensibilità
 •Ottimo dosaggio•Analisi automatizzate •Determinazione contemporanea di più tossine
 • Peso molecolare e formula molecolare (HRMS)• Informazioni strutturali (MS/MS)• Scoperta di nuove tossine, analoghi e metaboliti
 •Ampio numero di analiti•Universale e selettivo• Alta sensibilità
 •Ottimo dosaggio•Analisi automatizzate •Determinazione contemporanea di più tossine
 INFORMAZIONI E VANTAGGI
 Metodi di analisi: LC-MS
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PelletPelletPelletPellet algalealgalealgalealgalePelletPelletPelletPellet algalealgalealgalealgale
 MeOH/H2O 1:1 (3 ml/106 cellule)
 Sonicazione 3 min(bagno di ghiaccio)
 Centrifugazione(6500 rpm per 10 min)
 Separazione dell’estratto
 Recupero 98%
 ESTRAZIONEMatrice algale
 LC-HRMS
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1g tessuto 1g tessuto 1g tessuto 1g tessuto omogenizzatoomogenizzatoomogenizzatoomogenizzato
 1g tessuto 1g tessuto 1g tessuto 1g tessuto omogenizzatoomogenizzatoomogenizzatoomogenizzato
 MeOH/H2O 8:2 (3 ml)
 Sonicazione 3 min(bagno di ghiaccio)
 Centrifugazione(6500 rpm per 10 min)
 Separazione dell’estratto
 Recupero 80%
 ESTRAZIONEMatrice alimentare
 LC-HRMS
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ESTRAZIONEAcqua di mare
 LC-HRMS
 EluizioneMeOH/H2O a
 polarità crescente
 SPESolid PhaseExtraction
 Recupero %Riproducibilià
 Acqua di mareAcqua di mareAcqua di mareAcqua di mareAcqua di mareAcqua di mareAcqua di mareAcqua di mare
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ESTRAZIONEAerosol marino
 LC-HRMS
 Estrazione con butanolo
 (5x 150 ml)
 Acqua raccolta(150 ml)
 Evaporazione MeOH:H2O 1:1 con 0.2% di acido acetico
 (1 ml)
 (Ciminielloet al., 2014
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FILTRAZIONE
 Gli estratti grezzi ottenuti dalle varie estrazioni devono essere sottoposti a filtrazione in centrifuga mediante
 utilizzo di Ultrafree MC 0,45µm prima di essere analizzati mediante LCMS
 Gli estratti grezzi ottenuti dalle varie estrazioni devono essere sottoposti a filtrazione in centrifuga mediante
 utilizzo di Ultrafree MC 0,45µm prima di essere analizzati mediante LCMS
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Componenti di un sistema LC-MS
 Sistema di iniezione
 del campione
 HPLC
 SORGENTE
 ESITrappola ionica
 Acquisizione dati
 Ad alta risoluzione
 Triplo quadrupolo
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Gemini fast gradient Gemini slow gradient
 a)
 Poroshell isocraticPoroshell gradient
 3 4 5 6 7 8 9
 Time, m in
 OVTXs and pPLTXRt = 6.22-6.33
 Time, min
 OVTX-aRt = 9.62
 OVTX-dRt = 7.78
 OVTX-cRt = 7.10
 pPLTXRt = 6.64
 OVTX-eRt = 8.30
 OVTX-bRt = 8.83
 Kinetex slow gradient
 c)
 d)
 5 6 7 8 9 10 11
 b)
 Time, min
 OVTX-aRt = 11.45
 OVTX-bRt = 11.28
 OVTX-dRt = 11.07
 OVTX-cRt = 10.90
 pPLTXRt = 10.78
 8 9 10 11 12 13 14
 OVTX-eRt = 11.15
 e)
 Time, min
 OVTX-aRt = 10.92
 OVTX-bRt = 9.79
 OVTX-eRt = 9.04
 OVTX-cRt = 7.51pPLTX
 Rt = 6.94
 OVTX-dRt = 8.36
 6 7 8 9 10 11 12
 7 8 9 10 11 12 13
 Time, min
 OVTX-aRt = 10.95
 OVTX-cRt = 8.90
 pPLTXRt = 8.40
 OVTX-dRt = 9.58
 OVTX-bRt = 10.29OVTX-e
 Rt = 9.77
 Colonna 2.6 m Kinetex C18 (100 Å- 2.1 mm)
 Fasi Mobili A = acqua, B = 95% acetonitrile in acqua, entrambe addizionate di acido acetico 30mM
 Flusso 200 µµµµl/min
 Gradiente 25-30% B in 15 min/ scarico 100% B
 Temp ambiente (circa 21°C)
 V di iniezione 5 µLColonna Poroshell
 Gradiente 28–29 % B in 5 min; 29–30 % B in
 10 min; 30–100 % B in 1 min; 100 %
 B for 5 min
 Isocratica 28 % B
 Condizioni cromatografiche
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• Vantaggi
 – Monitoraggio dell’Analita
 – Alta sensibilità
 • Svantaggi
 – Possibili interferenze
 – Poco selettivo
 Selected ion monitoring (SIM)
 Fixed m/zPass All
 Pass All
 Q1 Q2 Q3
 Ion source
 De
 tecto
 r
 Spettrometro di massaTriplo quadrupolo
 Triple QuadAPI 2000
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Multiple reaction monitoring (MRM)
 • Vantaggi
 – Monitoraggio dell’Analita
 – Elevata sensibilità
 – Elevata selettività
 • Svantaggio
 – Nessuna informazione strutturale“avanzata”
 Fixed m/zPass AllFixed m/z
 Q1 Q2 Q3
 Ion source
 De
 tecto
 r
 Spettrometro di massaTriplo quadrupolo
 Triple QuadAPI 2000
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m/z 1340 [M+2H]2+
 m/z 912 [M+3H+3H2O]3+
 SIM
 m/z 1340
 m/z 912
 m/z 327
 m/z 327MRM
 6.44
 Tempo, min
 4 5 6 7 8 9
 m/z 1331.7 327.1
 m/z 1340.7 327.1
 Palytoxin
 Spettrometro di massaTriplo quadrupolo
 Ciminiello P., Dell’’’’Aversano C., Fattorusso E., Forino M., Magno S., Tartaglione L., Grillo C., Melchiorre N. AnalyticalChemistry(2006) 78, 6153
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1) HR full MS spectra: impronta digitale
 per tutti i composti palitossino-simili
 m/z
 870 880 890 900 910 920
 906.8167
 [M+H+Ca]3+
 901.4951
 [M+H+Mg] 3+876.1584
 [M+3H-3H2O]
 3+
 1331.7436
 [M+2H-H2O]
 2+
 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380
 882.1584
 [M+3H-2H2O]
 3+
 888.1652
 [M+3H-H2O]
 3+
 1322.7385
 [M+2H-2H2O]
 2+
 1313.7332
 [M+2H-3H2O]
 2+1340.7489
 [M+2H ]2+
 1351.7385
 [M+H+Na ]2+
 1359.7219
 [M+H+K ]2+
 x 5
 •Addotti con Ca2+
 •Addotti con Mg2+
 •Ioni Protonati & perdite H2O
 2620 2640 2660 2680 2700
 2680.4929
 2662.4785
 2644.4663
 2626.4568
 [M+H]+
 z = 2+
 •Addotti con Na+
 •Addotti con K+
 •Ioni Protonati & perdite H2O
 z = 3+
 •Ioni Protonati & perdite H2O
 z = 1+
 Gemini C-18
 Slow Gradient
 Time, min
 OVTX-aRt = 11.45
 OVTX-bRt = 11.28
 OVTX-d, -eRt = 11.07
 OVTX-cRt = 10.90
 TIC
 pPLTXRt = 10.78
 8 9 10 11 12 13
 <1%
 >50%
 Spettrometro di massaad alta risoluzione
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850 855 860 865 870 875 880 885 890 895 900 905 910 915
 m/z
 0
 5
 10
 15
 20
 25
 30
 35
 40
 45
 50
 55
 60
 65
 70
 75
 80
 85
 90
 95
 100
 Re
 lative
 Ab
 un
 da
 nce
 896.1541z=3
 910.8292z=3
 890.8282z=3
 901.4850z=3
 897.1571z=3
 865.4946z=3
 905.5032z=3
 911.8322z=3
 880.1697z=3
 894.9383z=?
 916.1604z=3872.9568
 z=?854.9069
 z=1886.1724
 z=3877.5013
 z=3
 888.9206z=?
 902.8221z=3
 908.8032z=3
 870.4915z=3
 859.4910z=3
 898.1565z=3
 918.8186z=3
 912.8335z=3
 881.5072z=3
 864.6525z=6
 867.3164z=?
 1) Molto probabile un errore nell’assegnazione della formula molecolare
 OVTX-a
 OVTX-c
 OVTX-b
 OVTX-c
 OVTX-c
 OVTX-b
 OVTX-b
 OVTX-fPLTXPLTX
 OVTX-d/e
 OVTX-cOVTX-d/e
 PLTX
 OVTX-b
 OVTX-cOVTX-b
 OVTX-a
 OVTX-d/e
 OVTX-a
 OVTX-f
 OVTX-a
 3 4 5 6 7 8 9
 Time, min
 OVTXs and pPLTXRt = 6.22-6.33
 Gemini C-18
 Fast gradient
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1) Molto probabile un errore nell’assegnazione della formula molecolare
 2) Quantificazione in Full HR MS di alcune tossine è impedita
 OVTX-bRt = 11.28
 OVTX-dRt = 11.07
 OVTX-cRt = 10.90
 pPLTXRt = 10.78
 OVTX-eRt = 11.15
 Time, min
 OVTX-aRt = 11.45
 8 9 10 11 12 13 14
 Gemini C-18
 Slow gradient
 890 895 900
 896.1540z=3
 890.8286z=3
 897.1569z=3
 892.1637z=3
 889.8164z=3
 884.8271 901.4774z=3
 898.1576z=3
 OVTX-a895 900 905
 901.4854z=3
 896.1601z=3
 902.4884z=3
 894.9385z=2
 897.4841z=3
 903.4884z=3
 OVTX-d/e
 Mass difference of 5.6 mDa
 Ca adduct
 Mg adduct
 OVTX-bOVTX-c
 OVTX-d/ePLTX
 OVTX-fOVTX-b
 Mass difference of 4.1 mDa
 Mass difference of 5.9 mDa
 Mass difference of 6.2 mDa
 Mg adduct Ca adduct
 896.1601
 896.1540
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310 330 350 370
 (-d
 ) 32
 7.1
 919
 (-e)
 343.1
 869
 (-e)
 1144.6
 156
 (-d)
 1170.6
 229
 (-d)
 1179.6
 263
 (-d)
 1161.6
 172
 (-d)
 1152.6
 128
 (-e)
 1171.6
 307
 (-e)
 1162.6
 249
 (-e)1
 153.6
 208
 x 3 0
 1 1 20 1 1 40 1 1 60 1 1 80
 OVTX –d
 [M+Ca-A moiety-2H2O]2+
 OVTX-e
 [M+Ca-A moiety-H2O]2+
 OVTX-e
 [M+H-B moiety-H2O]+
 OVTX –d
 [M+H-B moiety-H2O]+
 O
 OH
 O
 O
 OH
 O
 OH
 HO
 OH
 OHMe
 O
 HO
 O
 HOMe
 O
 OH
 O
 O
 OHHO
 O
 O
 HN
 O
 NH
 H2N
 OH
 HO
 OH
 OH
 OH
 OH
 OH
 OH
 OH
 OH
 OH
 OHOHHO
 OH
 OH
 Me
 Me OH
 OHHO
 OHOH
 OH Me OH
 OH
 OH
 OH
 Me
 Me
 OH
 HO
 OH
 OH
 OH8
 9
 A moiety
 B moiety
 1) HR full MS spectra: a fingerprint for PLTX-like compounds
 2) Some diagnostic fragments in HRMS/MS spectra: cleavage between C8 and C9
 Gemini C-18
 Slow Gradient
 Time, min
 OVTX-aRt = 11.45
 OVTX-bRt = 11.28
 OVTX-d, -eRt = 11.07
 OVTX-cRt = 10.90
 TIC
 pPLTXRt = 10.78
 8 9 10 11 12 13
 <1%
 >50%
 Structuralisomers
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Time, min
 OVTX-aRt = 10.92
 OVTX-bRt = 9.79
 OVTX-eRt = 9.04
 OVTX-cRt = 7.51pPLTX
 Rt = 6.94
 OVTX-dRt = 8.36
 6 7 8 9 10 11 12Time, min
 OVTX-aRt = 9.62
 OVTX-dRt = 7.78
 OVTX-cRt = 7.10
 pPLTXRt = 6.64
 OVTX-eRt = 8.30
 OVTX-bRt = 8.83
 5 6 7 8 9 10 11
 P. Ciminiello, C. Dell’Aversano, E. DelloIacovo, M. Forino, L. Tartaglione LC-HRMS of palytoxins in mussels. Anal. Bioanal. Chem. (2014) Submitted
 Poroshell
 gradient
 Poroshell
 isocraticLOD 2.7 um Poroshell EC-C18 (100 × 2.1 mm)
 Mobile Phases H2O/ACN 30 mM CH3COOH
 Flow 200 ml/min
 Isocratic28% B
 Gradient28-29% B over 5 min
 29-30% B over 10 min
 30-100% B in 1 min
 hold 5 min
 0 200 400 600 800 1000 1200
 0 .0
 5.0e+6
 1.0e+7
 1.5e+7
 2.0e+7
 2.5e+7
 M F curve
 M M cu rveR
 2 = 0.9993 y=23318 .9638x-100226 .4219
 R2
 = 0 .99997829 y=14318.8145x-260084.1891
 P LT X ng/m l
 Matrix MatchedStd
 LOD = 14 ng/mL
 LOQ = 44 ng/mL
 LOQ exp = 47 ng/mL
 R2 = 1
 Matrix Free Std
 LOD = 4 ng/mL
 LOQ = 11 ng/mL
 LOQexp= 8 ng/mL
 R2 = 0.9993
 Workingrange= 4-1000 ng/mL
 LODExtraction+LC-HRMS = 70 µµµµg/kg
 LODExtraction+SPE+LC-HRMS = 15 µµµµg/kg
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850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400
 1331.7421
 906.8159
 monoisotopic 906.4815
 C129
 H224
 N3
 O54
 Ca
 RDB= 19.5, ∆ = -1.421
 m/z
 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350
 906.8157
 monoisotopic 906.4810
 C129
 H224
 N3
 O54
 Ca
 RDB= 19.5, ∆ = -1.972
 m/z
 La palitossina putativa è un isomero della palitossina, che eluisce a diverso tempo di ritenzione
 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
 Time, min
 PLTXRt = 9.38
 pPLTX
 Rt = 6.96
 XIC
 a)
 Poroshell
 isocratic
 Putative palytoxin
 Palytoxin (fromP. tuberculosa)pPLTX
 PLTX2 min
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Unpublished
 Metodo con derivatizzazione
 Selwood et al. Toxicon 2012;60:810-20
 Scissione ossidativa palitossinaLC-MS/MS
 Estrazione metanolo/acqua 1/1
 Clean-up su Strata-X SPE
 Ossidazione
 Solutions of palytoxin or ostreocin-D (950 mL) were mixed
 with 50 mM periodic acid (50 mL) in 1.8 mL septum sealed
 glass vials and held at room temperature for 30 min before
 LC-MS analysis.
 LC-MS/MS
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Unpublished
 Conclusioni
 � LC-MS è un metodo universale, sensibile e altamente selettivo per
 l’analisi chimica delle tossine
 �Le analisi possono essere effettuate in modalità SIM e MRM su triplo
 quadrupolo
 �Le condizioni cromatografiche devono consentire la completa
 separazione di tutti i composti per ottenere un’affidabile
 identificazione e quantificazione delle tossine
 �In alternativa si possono effettuare esperimenti di massa/massa su
 spettrometri ad alta risoluzione
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