) sSHIMADZU

L'automatisation de I'analyse des
« MoSH/MoAH », par couplage LC-GC on line.
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Systeme MOSH/MOAH
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Composition du systeme
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Nexera Serie-40

Nouvelle Serie-40
Intelligence analytigque
Compacité

Robustesse fiabilité J
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Un systéme de pompage optim
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> Amortisseur non nécessaire

> Stabilité du systéme de pompage
> Débit: 0,1uL/min a 10mL/min

> Pulsations < 0,8bar

Technologie pistons en “parallele” :

Débits plus précis et absence de pulsation

Systeme de pompage avec systeme de rincage

Systeme de rincage automatique a l'arriére des
pistons intégrés : augmentation de la durée de vie

des joints de piston

A

Température
Pompe conventionnelle < Pompe LC-40
Pression
{mUmin & Débit
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T mL/min

S 0.5 mL/min

Etat du four

NOT READY
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NEXIS : NEXT INDUSTRIAL STANDARD

Nexis GC-2030

Gestion de la pression en téte de colonne jusqu‘a 10 bars

Compatibilité avec les colonnes « fast » en plus des
colonnes conventionnelles

Analyse rapide grace a un chauffage rapide et linéaire du
four

Boreeet TS Cycle time minimisé avec un refroidissement rapide du
four, passage de 350° a 85°C en ~2min

Débit dans I'injecteur jusqu’a 1 200 mL/min

Ratio de split élevé

INEXTS  GC-2030 w cnmmen

Systeme Click Tek pour un changement de colonnes simple
et rapide

Maintenance sans outils

Nexis GC-2030 _
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Fonctionnement simplifié

Refroidissement du four personnzlisable notamment pour les colonnes polaires

Analysis setting Column Temperature
Column : Rtx-50 (30m x 0.25mmiID df = 0.25 um P Program
Oven Program: 40°C- 300°C (15°C/min) /
Detector: FID 7 After B
/ Bleeding & Noise (Magnified)
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Lampe integrée dans le four

/ Eleédu-wg & Noise (Magnified)

/ SN
/ /
/ .

\"—-‘———_

AFC-2030




£ SHIMADZU

Maintenance simplifiée

Nouvelle solution Click Tek de Shimadzu*

-
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Longueur de la colonne d'insertion

Adaptateur Click Tek reeessssansuass »

Ferrule Click Tek  vemvesevenenss b

Connecteur Click Tek resssssssssnses » '

La longueur dépend de l'injecteur et du
détecteur sélectionné
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Couplage a la masse QP-2020 NX
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Meéthodologie

(MOAH, MOSH... les "méchants" analysés par
LC-GC Online)
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Systeme MOSH/MOAH - Principe

e Heart-cut technique

e LC as sample preparation for GC

LC: High sample capacity—> Clean-up, separation of the matrix
GC: High separation efficiency, selective detectors

e Mostly normal phase LC or SEC for GC-compatible solvents

e 2 mm-columns

Sufficiently high capacity for sample and matrix
Group sizes manageable

Flow rates: 200 - 500 yL/min - optimal GC-transfer rate
Intermediary detector for control

Time or signal-controlled fractionation

e After transfer often back-flush used with polar solvent
Example: direct injection of oil = example: removal of triglycerides
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Systeme MOSH/MOAH - Principe

TRANSFER STARTS

Vapor exit

from HPLC
transfer valve

Deatactor

Cn-column

injector S~ +
|

g

sample ligquid ' :’i
flooded entrance of i
precolumn

10 m x 0.53 mm i.d. ggparation column
uncoated precolumn

vent vapor + low boilers -

= sol
—h (W

high boilers
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Systeme MOSH/MOAH - Principe

SEPARATION OF THE HIGH EOILERS

Vapor exit

Datectar

On-column

injector ]
]

10m x0.53mm i.d. geparation column
uncoated precolumn
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Systeme MOSH/MOAH — séparation LC

Séparation des fractions MOSH/MOAH ave un gradient Hexane/CH,CI,
Détection a 230 nm
2 fractions de 450 pL
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Matrices et automatisatic
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Applications et Validation

1. Matrice Alimentaire seche (type riz)
2. Matrice Alimentaire grasse (type huile)

3. Matrice Alimentaire crémeuse (type fromage)
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Matrice seche

Shimadzu LC-20AD solvent delivery pump
Column: Allure Silica 5 pm (250 = 2.1 mm)
Gradient: Start with 100 % n-Hexane (flow
0.3 ml/min), CH2Cl: raised to 35 % within 2
min (hold for 4.20 min), column was flushed
at 6.30 min with 100 % CH.CI; (flow 0.5
ml/min; hold for @ min) and reconditioned to
100 % n-Hexane (flow 0.5 ml/min; hold for 10
min). Flow was decreased afterwards to 0.3
ml/min until next injection.

UV-Detector: Dz-lamp; 230 nm, 40 °C cell
temperature

Guard Columns: Restek MXT Siltek (10 m x
0.53 mm id)

Columns: Restek MTX ®&-1 (15 m = 0.25 mm id
% 0.1 ym df)

Carrier gas: Hydrogen (150 kPa analysis
pressure; evaporation pressure: 87 kPA
MOSH, 85 kPA MOAH

1-10 g de matiere seche

Extraction Hexane/Ethanol 1/1 (+Etalon
interne)

Ajout de I'eau et centrifugation
(2 reprises)

Ajustement du volume a 1 mL

Injection de 50 plL
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Matrice seche

Spaghetti
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Matrice Alimentaire grasse (type huile)

Shimadzu LC-20AD
Column: Allure Silica 5 pm (250 x 2.1 mm)

Gradient: Start with 100% n-Hexane (flow
0.3 ml/min), raised to 35% CH,CI, within 2 min
(hold for 4.20 min), column was backflushed at 600 ulL Extraction Hexane (+Etalon interne)
6.30 min with 100% CH,CL (flow 0.5ml/min;
hold for 9min) and reconditioned to 100%
n-Hexane (flow 0.5ml/min; hold for 10 min).

300 mg d’huile

Epoxidation avec 0,5 mL de mCPBA (200 mg/L

Flow was decreased afterwards to 0.3 ml/min dans I'ethanol) a 40 °C et agitation
until next injection.
UV-Detector: D.-lamp; 230nm, 40°C cell Ajout de 2mL de Na2504 (100g/|_) Fau +
temperature Méth |

ethano
Guard Columns: Restek MXT Siltek (10 m x Centrifugation et récupération de 0,5 mL
0.53 mm id)

Columns: Restek MXT ®-1 (15 m x 0.25 mm id
X 0.1 um df)

Carrier gas: Hydrogen (150 kPa analysis Séchage sur Na,SO,
pressure; evaporation pressure: 75 kPA MOSH,
80 kPA MOAH

Temperature program:

60 °C (6 min) @20 °C/min to 120 °C (0 min) and Injection de 50 pL
followed by 40 °C/min to 400 °C (9 min)
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Matrice Alimentaire grasse (type huile)
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Avant Epoxidation
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Apres Epoxidation
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Comparison entre une epoxidation
manuelle et automatique

Manuelle Automatique
Huile d’olive 11,7 11,7
Huile de mais 7,4 7,8

22
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Matrice Alimentaire crémeuse (type fromage)

3 types de Fromages (a 47% de MG)

5 g de prise d’essai

Extraction avec 25 mL d’hexane (12 heures)

Concentrationa 1 mL

Clean up avec ALOx Epoxidation (mCPBA + Ethanol) = séchage

Analyse MOSH avec 50 pL Analyse MOAH avec 50 plL
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Matrice Alimentaire crémeuse (type fromage)

Sample 1 — Pecorino al fieno — Max fat amount 47*

Sample 1A Sample 1B

Amount g. 5,00 Amount g. 5,02
Hexane for extraction rril 25 mL | Hexane for extraction mlL 25 mL
ISTD (from Restek) ul 20 I5TD [from Restek) ulL 20
Final volume rril 3 Final volume milL 3

Fat content mgful | 0.8 Fat content mg/ul | 0.8
Max injectable volume ulL 25 Max injectable volume ul 25
imax 20 mg of fat) (max 20 mg of fat)

Sample 2 — Pepato fresco — Max fat amount 47*

Sample 2A Sample 2B

Amount 2. 5,04 Amount g. 5,09
Hexane for extraction rril 25 mL | Hexane for extraction milL 25 mlL
ISTD (from Restek) ul 20 I5TD (from Restek) ulL 20
Final volume mlL 3 Final volume mL 3

Fat content mg/ul | 0,8 Fat content mg/ul | 0.8
Max injectable volume ulL 25 Max injectable volume ulL 25
(max 20 mg of fat) (max 20 mg of fat)

Sample 3 — Pecorino al fieno — Max fat amount 47*

Sample 1A Sample 3B

Amount g2 5,24 Amount g. 5.19
Hexane for extraction mlL 25 mL | Hexane for extraction mlL 25 mL
ISTD {from Restek) ulL 20 ISTD {from Restek) ul 20
Final volume rril 3 Final volume mlL 3

Fat content mg/ul | 0,8 Fat content mgfuL | 0.8
Max injectable volume ulL 25 Max injectable volume ul 25

(max 20 mg of fat)

(max 20 mg of fat)

24
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Fromage 1A : MOSH
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MOAH : Sans Epoxidation -
MOAH : Aprés Epoxidation .

26
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Matrice Alimentaire crémeuse (type fromage)

Sans Epoxidation
Avec Epoxidation

1A 1B 2A 2B 34 3B
(After AlDx) [After AIOX) (After AlQx)
< 16 1,61 1,39 0,29
C16 - C20 9,37 6,00 2,84
MOSH C20- C25 1,28 1,25 0,75
img/kg) C25-C35 14,94 4,03 2,91
Total €35 - C40 0,03 0,19 0,53
> C40 0,00 0,00 0,00
Sum 27,23 12,86 | 7,32 |
<25 1,71 0,92 0,94
€25-C35 | =" | 1,35 1,01 1,09
MOAH €35 - C40 0,10 0,00 0,00
(me/ke) > C40 0,01 0,00 0,00
Sum 3,17 1,93 2,03
<25 0,53 0,23 0,46
I €25 - €35 0,29 0,12 0,60
Epox | I €35 - C40 0,00 0,00 0,00
me/ke > C40 0,00 0,00 0,00 |
Sum 0,82 0,35 06
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Cosmétique

» Cosmetic raw material

» Cosmetic products _
lip care products, skin creme
Fraction LOQ Uncertainty
[g/100g] | [g/100g] | [%] [Yel

MOSH (C10-Cso) 0.1 5,02
MOAH (C10-Cso) 0.03 0.1 497 9,03

i

For lower LOQ's additional methods

28
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Conditions d’extractions selon type de matrice

homogenize whole

food for surface
contamination with hexane at RT
B dry food over night
milling for whole
MOH determination

w : decand ethanol and
mixing with 5-fold :
— wet food — s EXtract sample with
access of ethanol :
hexane over night

combine hexane and
ethanol, add water,
shake and analyse
hexane phase

to 300mg of sample,
— edible oil/fat e fat is molten at 60°C e 600pL of Hexane are
added
- milk and milk I digestions with conc. extract digested
products HCI sample with hexane

evaporate solvent to
dryness, determine
fat content, use fat as
in edible oil/fat

use whole candy for
surface contamination
extract sample/water
ol sweets and candy with hexane

for whole MOH

29
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Clean up selon les extraits

BN\ OSH/MOAH B NOSH/MOAH —m—

naturally occurring naturally occurring
—— Fat Removal [ammn-Alkanes interferegg Olefines interfere
in MOSH in MOAH
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Conclusion

« Systeme d’analyse et de préparation MOSH/MOAH completement
automatisé

* Derniere génération LC/GC avec la Serie 40 en LC et le NEXIS-2030
« Epoxidation automatigue

« Systeme validé sur trois types de matrices . seche, huileuse et
crémeuse et produits cosmetique

* Logiciel de contrdle et de traitement pour 'ensemble du systeme

« Accompagnement sur la mise au point des meéethodes



