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(_onsiderato tossico a Partire dal Dagli anni’60 in Poi ne furono riconosciute
1842 fino agli anni ‘50 le Prol:)ricté anticancerogcnc,(*) e il ruolo
essenziale nelle funzioni immunitarie, nella
soPPrcssionc virale, nella fertilita maschile
nonché nella Prcvenzionc di alcune malattie

cardiache e di disordini muscolari

1 range che definisce l’aPPorto necessario & Piuttosto ristretto: Passorbimento
di meno di 0.1 Ug selenio g_' tramite gli alimenti risulta insufficiente, mentre un
consumo regolarc di cibi contenenti Pil‘J di i Ug selenio g_' ha conseguenze
tossiche.

) K. Schwarz, J.G. Bieri, G.M. Briggs, M.L. Scout., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 1957, 95, 631.
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CTC

Selenometionina Selenometilselenocisteina
(SeMet) (SeMeSeCys)
0 0
Se \
~ OH Se OH
NH, NH,

Dagli studi condotti in vivo® e stata valutata l'efficacia di wvari
selenocomposti contro il tumore mammario nei topi e i selenoamminoacidi

sono risultati essere tra i piu attivi come anticancerogeni.

(*)P.D., Whanger. Journal of American College Nutrition. 2002, 21, 3.
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Protocolli analitici basati su:

HPLC-MS i

APLCICE-MS L ALTA SENSIBILITA’
GC-ICP-MS

\ Derivatizzazione
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Derivatizzazione dei selenoamminoacidi:

SeMeSeCys
PrOH / Py

» 1,5 ml di estratto acquoso /\
» Siaggiungono 750 ul di una miscela PrOH/Py (3:1v/v)

» Siagita per 10 minuti

SeMet
Se
/

NH,

HN

O\/\
Derivatizzazione direttamente in estratto acquoso\!)(

P. HusSek, J. Chromatogr., 1991, 289, 552
Cavaliere B., Macchione B., Monteleone M., Naccarato A., Sindona G., Tagarelli A., Anal. Bioanal. Chem., 2011, 400, 2903
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B Compatibile con analiti volatili

B Compatibile con analiti semi-volatili

® Completamente indipendente da solvente
B Consente il prelievo da matrici complesse
B Consente lI'accumulo degli analiti

® Fornisce buone sensibilita

® E’ una tecnica molto semplice

® Puo essere automatizzata

® Non c’e pretrattamento del campione
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Estratto acquoso |
dopo derivatiz. 13 JK
~L/
Ciclo di Adsorbimento Ciclo di desorbimento

20 minuti 10 minuti
INIETTORE GC
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@ Carbowax/polietilenglicole 60 um (CAR/PEG)

@ Polidimetilsilossano 7 um, 30 um e 100 um (PDMS)

@ Poliacrilato 85 pum (PA)

@ Carboxen/polidimetilsilossano 75 um e 85 um (CAR/PDMS)
@ Polidimetilsilossano/divinilbenzene 65 um (PDMS/DVB)

@ Divinilbenzene/Carboxen/polidimetilsilossano 50/30 um

(DVB/CAR/PDMS)
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FIBRE
Poliacrilato (PA)

Divinilbenzene/Carboxen/Polidimetilsilossano (DVB/CAR/PDMS)

Polidimetilsilossano/Divinilbenzene (PDMS/DVB)
Polidimetilsilossano (PDMS)
Carboxen/Polidimetilsilossano (CAR/PDMS)

0
\Se/ﬁ)kOR
HN\.‘ _OR

(6]

(0]

S L
/ ew \OR
HNTOR

MISCELA DERIVATIZZANTE
Metanolo / Metil cloroformiato

Etanolo / Etil cloroformiato

Propanolo / Propil cloroformiato

(@)
Parametri fissati
Concentrazione degli analiti
Temperatura e tempo di desorbimento
Temperatura e tempo di adsorbimento
Condizioni GC-MS
%NacCl



=, UNIVERSITA DELLA CALABRIA

DIPARTIMENTO DI SCREENING DELLE FIBRE

CHIMICA E TECNOLOGIE

CHIMICHE E DEL DERIVATIZZANTE

CTC
2,06406 |
1'85+m i - i n . | ] i - n — n a | ] i - | ] I
(J
1,6E406 -
« DVB/CAR/PDMS
mos e Propil cloroformiato / Propanolo i .
1,2E406 I— —
& uPOMS
g 105405 - I B
a .4 POMS /OVB
I M Polyacrilate
805405 | 1 . DVB/CAR/POMS
W CAR/PDMS
6,0E405 - : -
405405 - . B . i |
ik
T x I
2,06405 | e ,
- . x -
0,05400 - - =
seMet SeMeSeCys SeMet | SeMeSeCys SeMet SeMeSeCys
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Fig. 2. Peak areas obtained for SeMet and SeMeSeCys derivatized with three alkylchloroformates and extracted by immersion mode with five SPME fibers.
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HOW TO FIND THE OPTIMUM?

Chemical reaction to be optimized:
find the conditions giving the highest yield

2 variables:

temperature (range 40-80 degrees Celsius)
reaction time (range 20-60 minutes)
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Operator 1:

e 40 degrees, 20 min. 20.6%
e 50 degrees, 20 min. 32.3%
60 degrees, 20 min. 39.9%
e 70 degrees, 20 min. 43.5%
e 80 degrees, 20 min. 43.0%
e 75 degrees, 20 min. 43.7%
e 75 degrees, 30 min. 50.2%
e 75 degrees, 40 min. 52.1%
e 75 degrees, 50 min. 49.5%
e 75 degrees, 45 min. 51.4%

Optimum yield 52.1% (75 degrees, 40 min.)
10 experiments performed
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Operator 2:

40 degrees, 20 min. 20.6%

40 degrees, 40 min. 44.9% ] ® ® ¢
40 degrees, 60 min. 51.0% 2 : | )
60 degrees, 20 min. 39.9% &| T T T
60 degrees, 40 min. 55.1% |

60 degrees, 60 min. 52.1% @ \
80 degrees, 20 min. 43.0% e

80 degrees, 40 min. 49.1%

80 degrees, 60 min. 37.0%

Maximum yield 55.1% (60 degrees, 40 min.)

9 experiments performed
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With the results of Operator ho general knowledge
of the phenomenon can be obtained

The experiments performed by Operator 2 allow the
estimation of the coefficientsof the following model:

Y = by + b X, + bX, + by X2+ BX,% + by X X,

Pareto Chart of the Standardized Effects

¥ (resporse is resp_1_1, Apha= 1)
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Central Composite Design

K factors
| K *

Number of experiments: 2 + 2 k + N
Disegno Puntia Numero di
fattoriale stella repliche
completo nel punto

al centro
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Le analisi SPME sono sensibili ai seguenti parametri:

M — (i scelta

. terwimento

e tempo di adsorbimento

|

Fattori termodinamici

e temperatura di desorbimento

. Qercentuale di sale

. tedesorbimento l

yitlel

e agitazione

e volu Ecampione
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Table 1

Matrix of the central composite experimental design for the optimization of SPME

analysis.
Experiment pH Desorption % NaCl
temperature (°C)

18(C) 5 250 >

6 6.5 238 8

9 25 250 5

- 16(C) 5 250 5

FEREr 19(C) 5 250 5

NiE 13 5 250 0

3 35 262 2

4 35 262 8

15(C) 5 250 5

20(C) < 250 5

b 5 230 5

14 5 250 10

8 6.5 262 8

1 35 238 2

b 270 5

6.5 238 2

7.5 250 5

5 250 5

6.5 262 2

35 238 8
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Pareto Charts

@ s mm ® w o
(3)%NaCiL) 3926746 1 woL i
. 7////////////////// 5 | : oo T
1weL ////// 1458104§ N 1 (2 Desorption Temp. »*‘: =
(2)Desorption Temp. {L) ?/// / Desorption Temp. (@) {3 |- 126261

Effect estimated (absolute value) Effect estimate (absolute value)

Fig. 3. Pareto charts obtained from central composite design for (A) SeMeSeCys and (B) SeMet.
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Fig.4. Response surfaces obtained for (A) SeMeSeCys and (B) SeMet from the central composite design: peak area of derivatized selenoamino acids for desorption temperature
versus pH, % NaCl versus pH and desorption temperature versus % NaCl.

Funzione di desiderabilita (Derringer’s desirability function)

Condizioni ottimizzate: pH = 2, temperatura di desorbimento 270 °C, NaCl 10%.
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N OTTIMIZZAZIONE UNIVARIATA

Le variabili cinetiche sono state valutate in maniera univariata eseguendo le
analisi nelle condizioni precedentemente ottimizzate.
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chiNCh DI MASSA TANDEM (MS/MS)
Spettri in full scan | sopesecys e
: 9,
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Per le analisi in modalita SRM sono state monitorate le seguenti transizioni é
ottimizzate le energie di collisione

Tahla 2
RT: 13.06 - 18.00
A 15.54 16.49 NL: 8.13E4
B TIC F. + ¢ El SRM
- ms2 325.010
90 [187 950-188.050]
] Ms
80+ Estratto_ SRM_100
7 723181630
70 ML: 1.41E4
S ] TIC F: + ¢ El SRM
& 60 ms2 311.010
S 3 {207 950-208.050]
2 504 Ms
@ . Estratto_SRM_100
= ] 723181639
™ 40
€
30+
20
10
| 15 62
= 1428 1454 1470 1512 45 3_“ 1588 4545 | | 1657 1697 17.16 17.60 17.79
T T L] ] I T T T L] I ] 1 1 1 | L] I ] 1 | 1 1 ] ] 1 ] 1 I J ] ] T T | ] 1 ] 1 | 1 ] ] 1 I 1 1 1 L
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SeEt (SI)
SeMet

SeMeSeCys s

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

136 138 14.0 142 144 14.6 148 15.0 15.2 154 156 15.8 16.0 162 16.4 16.6 16.8 17.0

f

"'.f//7f/;,/ l”l

’r“} llllmummm

eSeCys 719 /kg

SeMet 2032 % 434 ug/kg
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E il primo metodo sviluppato per l'analisi di selenoamminoacidi mediante SPME-

GC-MS/MS

L'utilizzo di un metodo di derivatizzazione rapido ed efficiente, compatibile con

"utilizzo delle fibre SPME attualmente disponibili in commercio

Il metodo sviluppato si propone come valida alternativa agli approcci HPLC-ICP-MS

e GC-ICP-MS utilizzati per la determinazione di selenoamminoacidi
Il metodo puo essere applicabile ad altre matrici acquose alimentari

Le buone performance in termini di linearita, precisione, accuratezza e sensibilita

rendono il metodo affidabile.

L'applicazione a campioni di patate selenizzate ha messo in evidenza l'aumento

significativo dei due selenoamminoacidi rispetto alle patate non selenizzate.



