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Zsirban oldodo A-, D2-, D3-, E- és K3-vitaminok
meghatarozasa izotophigitassal
és LC-MS/MS miiszeregyilittessel

Kulcsszavak: vizben old6dé és vizben nem oldoédé vitaminok, vitamerek, koenzimek, kofaktorok, napi
beviteli érték (RDI — Recommended Daily Intake), izotéphigitas

1. OSSZEFOGLALAS

Koézleményiink célja élelmiszerekben (buzaliszt, tditd6, pezsgodtabletta) és étrend-
kiegészitbkben alacsony mennyiségben eléfordulé zsirban oldédé A-, D2-,
D3-, E-vitaminok teljes (természetes eredetli és hozzaadott) meghatarozasa
folyadékkromatografias tandem témegspektrometriai (LC-MS/MS) moddszerrel. A
mintakat a célkomponensek izotépjelolt szarmazékaival higitottuk (A-vitamin-d6,
D2-vitamin-d3, D3-vitamin-d3, E-vitamin-d6), majd az extrakciot és szappanositast
kovetéen folyadék-folyadék extrakcioval tisztitottuk azokat. Egy olddszercserét
kévetéen C8-as HPLC oszlopon savas mozgoéfazisok (0,1% hangyasav vizben/
metanolban) alkalmazasaval és LC-MS/MS technikaval hataroztuk meg a vitaminok
koncentraciojat. Taplalék kiegészit6kben fontos lehet a zsirban oldodé K3-vitamin
vizsgalata is, mert a K3-vitamin alkalmazasa human készitményekben jelenleg nem
engedélyezett. A K3-vitamin meghatarozasa soran szappanositasra nincs sziikség,
szerkezetébdl adododan a lugos hidrolizis a K3-vitamin bomlasahoz vezetne, igy ezt
a komponenst egy, a toébbi vitamintdl eltéré moédszerrel vizsgaltuk. A K3-vitamin kis
mennyiségben torténé LC-MS/MS jellegli vizsgalata a K3-vitamin MS késziilékben
mutatott alacsony érzékenysége miatt bonyolultabb, mint a tobbi vitaminé. A K3-
vitamin meghatarozasat ezért L-ciszteinnel, mint szarmazékképzé reagenssel
torténd kémiai szarmazékképzést kovetéen végeztiik, szintén izotéphigitassal és
LC-MS/MS technikaval. A mdédszereket laboratériumon beliili validalasat kovetéen
hazai és nemzetko6zi kérvizsgalatokban sikeresen alkalmaztuk csecsemé tapszerben
és folyékony vitamin készitményben.
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2. Bevezetés

A vitaminok olyan szerves molekulak, melyek az emberi és allati szervezet mikodéséhez elengedhetetlendl
fontosak. Szlikségesek a sejtallomany gyarapodasahoz, illetve fenntartasahoz, bizonyos szervek hibatlan
mUikoédéséhez, a normal anyagcsere fenntartasahoz [1]. A vitaminok dsszetett szerves molekulak, amelyeknek
szerkezete, illetve a szervezetben betdltdtt funkcidja egymastdl nagyon eltérd, ezért a legegyszeribb, ha
oldhatésaguk alapjan csoportositjuk 6ket. Ennek alapjan megkullénboztetliink vizben-, és zsirban oldédo
vitaminokat [1]. Vizben old6dé vitaminok a C-, és B-vitaminok. Ezeket a vitaminokat a szervezet nem képes
sokaig tarolni, tdbbnyire a vizelettel Uriinek a szervezetbdl, ezért sziikséges naponta pdtolni a megfeleld
mennyiségben 6ket. Zsirban oldédé vitaminok: A-, D-, E- és K-vitaminok (1. tablazat).

1. tablazat. A vizsgalt A-, D2-, D3-, E- és K3-vitaminok szerkezete,
trivialis neveik és fontosabb fizikai-kémiai jellemzdjlik.

A vizsgalt vitamin szerkezeti képlete Trivialis név Molelg(;lrl:{t)?meg LogP
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Ellentétben a vizben oldddokkal, ezeket a vitaminokat a szervezet akdr hoénapokig is képes tarolni.
A vitaminokat a valtozatos taplalkozassal tudjuk bevinni szervezetiinkbe.

Megkulonboztetlink természetes, az élelmiszerekben eléforduld vitaminokat és szintetikus, az éleimiszerekhez
adalékolt vitaminokat. Sajnos az utébbiak nem tudnak Ugy hasznosulni, mint a természetes formajuk, illetve
csOkkentik mas tapanyagok hasznosulasat, és a vesét is megterhelik. A mintakhoz adalékolt vitaminok
mellett ugyanis nincsenek a felszivodashoz sziikséges enzimek, koenzimek, kofaktorok, ellentétben az
élelmiszerekben természetesen eléforduldokkal. A 1169/2011/EU rendelet XlIl. melléklete alapjan a felnéttek
szamara ajanlott napi vitamin és asvanyi anyag beviteli referencia értékek A-vitamin vonatkozasaban
800 pg/nap, D-vitamin esetén 5 pg/nap, E-vitamin vonatkozasaban 12 mg/nap és K-vitamin esetén 75 pg/nap
[2]. A K3-vitamint allattenyésztésben alkalmazzak, a takarmanyokhoz adalékoljak [3]. viszont A K3-vitamin
emberi fogyasztasra szant élelmiszerekhez nem keverhetd igy étrend-kiegészitékben sem fordulhat el6 [12]

A vitaminok vizsgalatanal fontos jelezni, hogy az élelmiszerhez adott vitamin vizsgalatardl van-e sz6 vagy
a teljes vitamintartalom meghatdrozasardl. A természetben eléforduld B-vitaminok és vitamerek ugyanis
sokszor kotott formaban vannak jelen a mintaban, melybdl hidrolizissel vagy enzimes el6készitéssel lehet
Oket felszabaditani [4]. Zsirban oldédé vitaminok esetén ugyanakkor a minta-el8készités mindig tartalmaz
szappanositasi 1épést, mely soran felszabadulnak kététt formajukbdl a vitaminok igy leheté8ség nyilik a
teljes vitamintartalom meghatarozasara [5],[6],[71,[8],[9]. Jelen dolgozatban zsirban oldédd vitaminok
meghatarozasaval foglalkozunk.

Elelmiszervizsgalati kézlemények — 2022. LXVIII. évf. 3. szam

3983



A vitaminok vizsgalatat szabvany szerint folyadékkromatografias (HPLC) mddszerrel kell végezni, optikai
detektorral (HPLC-UV). Ezek a szabvanyok magas koncentracioban (>mg/100g) eléfordulé vitaminok
meghatarozasat tartalmazzak. A kisebb koncentracioban (ug/100g) el6forduld vitaminok vizsgalatahoz
vagy hosszadalmasabb és bonyolultabb el8készitésre van szikség, amelynek sordn nagyfoku minta-
tisztitast és dusitast végzink (pl. preparativ HPLC-vel) [5],[6],[7],[8],[9], vagy olyan méréstechnikat
kényszerullink alkalmazni, amely lehetvé teszi a komplex matrixok vizsgdlata soran is a célkomponensek
szelektiv meghatarozasat. llyen kapcsolt technika a folyadékkromatogréafia — tandem témegspektrometria
(LC-MS/MS), melyet izotdphigitassal alkalmazva a vizsgalt vegylletek koncentraciéja nagy pontossaggal
meghatarozhatd. Izotdphigitas soran a mintakat a célkomponensek izotdpjeldlt (H, *C, N, ®0) analdgjaikkal,
mint belsé standardokkal (internal standard, ISTD) adalékolunk és keveriink el homogén modon. Ezen ISTD-k
kompenzaljak a célkomponensek veszteségeit mind a minta-el6készités, mind a mlszeres vizsgalat soran
[4]. Laboratériumunk elkdtelezett az izotdpjeldlt ISTD-k hasznalata mellett, ezért olyan LC-MS/MS médszert
dolgoztunk ki zsirban oldédo vitaminok kismennyiségl meghatarozasara, mely az dsszes izotopjeldlt
analégot (vitaminok deuterdlt vegyuleteit) tartalmazza. A kdzleménylnk célja zsirban oldédé vitaminok
(A, D2, D3 és E) buzalisztbdl, Gdit6bél, pezsgbtablettabdl és étrend-kiegészitébdl t6rténé meghatarozasa
LC-MS/MS mliszeregytttessel, illetve a médszer validalasa és alkalmazasa. Tovabbi célunk volt a K3-vitamin
étrend-kiegészit6kbdl térténé meghatarozasara LC-MS/MS mddszer kidolgozasa, mely soran a megfeleld
érzékenység eléréséhez kémiai szarmazékképzést prébaltunk ki.

3. Anyag és mdédszer
3.1. Felhasznalt anyagok és eszk6zék

A vitaminok (A, D2, D3, E és K3) analitikai min6ségl standardjait, az izotépjelélt analdgok kdzil a D2-vitamin-
d3-at, D3-vitamin-d3-at, E-vitamin-d6-ot és K3-vitamin-d8-at, az L-ciszteint, aszkorbinsavat, natriumhidroxiot,
az Ascentis Express C8 (100 x 3 mm, 2,7 um) HPLC oszlopot, a HPLC min8ségu olddszereket és a hangyasavat
a Sigma-Merck Kft.-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztik be. Az A-vitamin-d6-ot a Cambridge Isotope
Laboratories-t6l (Andover, MA, USA) rendeltiik. A standardokat (A-vitamin kivételével) és az E-vitamin-d6,
K3-vitamin-d8 belsé standardokat etilalkoholban oldottuk, Uugy hogy koncentracidjuk 1 mg/mL legyen.
Az oldatokat hitében +4 °C-on legfeljebb fél évig taroltuk. A D2-vitamin-d3 (100 pug/mL metanolban) és
D3-vitamin-d3 (1000 pg/mL metanolban) jelzett standardok oldat formaban érkeztek. Az A-vitamint és az
A-vitamin-d6-ot 0,1% (m/v) butil-hidroxi-toluolt (BHT) tartalmaz6 metanolban oldottuk (1 mg/mL) és -18 °C-on
legfeljebb fél évig taroltuk. A kalibracidohoz 10 pg/mL-es standard keveréket (A, D2, D3, E) és 10 pg/mL-es egyéni
K3 standard oldatot készitettiik metanolban és hiitében +4 °C-on 3 hénapig taroltuk. A belsd standardokbdl
20 pg/mL-es ISTD standard keveréket (A-vitamin-d6, D2-vitamin-d3, D3-vitamin-d3, E-vitamin-d6) és
10 pg/mL-es egyéni K3-vitamin-d8 ISTD standard oldatot készitettilk metanolban és hitében -18 °C-on
legfeljebb 3 hénapig taroltuk.

Az LC-MS/MS vizsgéalatokhoz Shimadzu Nexera UHPLC LC-30AD folyadékkromatografids rendszert
hasznaltunk, amely egy SIL-80AC auto samplert, CTO-20AC kolonna termosztatot és egy CBM-20A
communications bus module-t (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) foglalt magaban. Az UHPLC-hez
kapcsolt harmas kvadrupol tomegspektrométer egy lonDrive Turbo V Source ionforrassal rendelkezd AB
Sciex 6500+ QTRAP volt és egy Turbo V Source ionforrassal szerelt 6500 QTRAP készilék (a két rendszert
felvaltva hasznaltuk). A méré szoftver Analyst (1.7.1) és a mennyiségi meghatarozashoz hasznalt szoftver
MultiQuant (3.0.3) volt (Sciex; Warrington, Cheshire, UK).

Az extrakciohoz hasznalt razégép egy CAT S50 flask shaker (M. Zipperer GmbH, Ballrechten-Dottingen,
Németorszag) volt. A mintak beparlasahoz a TurboVap Il (Biotage, Uppsala, Svédorszag) tipusu beparlot
hasznaltunk. A folyékony vitamin taplalék kiegészité korvizsgalati és reggeliz6 pehely minéség ellenérzé
(quality control, QC) mintakat a FAPAS-t6l (Food Analysis Performance Assessment Scheme, Sand Hutton,
UK) rendeltiik, illetve a csecsemétapszer kdrvizsgalati mintat a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonségi Hivataltl
(NEBIH, Budapest, Magyarorszag) rendeltiik.

3.2. Minta-elbkészités A-, D2-, D3- és E-vitaminok meghatarozasara

A vizsgalat buzalisztbdl, ditébdl, pezsgbtablettabdl és étrend-kiegészitébdl tértént. 1,00 g homogén mintat
mértink 60 mL-es Uvegcsdvekbe és 50 pL 20 pg/mL-es ISTD oldatot (A-vitamin-d6, D2-vitamin-d3, D3-
vitamin-d3, E-vitamin-d6) pipettaztunk rajuk, majd 20 mL etanolt és 5 mL desztillalt vizet adtunk hozzajuk.
Ezt kévetéen 0,5 g aszkorbinsavat és 5 mL 12,5 M natriumhidroxid oldatot mértiink a mintakra. A mintékat
60°C-on magneses kevertetén kevertettiik masfél éraig. Az extrakcidt/szappanositast kdvetéen a mintakat
hagytuk szobahdmérsékleten leh(ilni, majd 5 mL desztillalt vizet és 5 mL n-hexant adtunk a mintakhoz.
A mintat 1 draig razattuk (700 rpm), majd 10 percig hagytuk a folyadék fazisokat szétvalni. A hexanos
fazisbol 1,0 mL-t lveg beparldcsévekbe pipettaztunk és 40°C-on nitrogén aram alatt szarazra paroltunk.
A mintamaradékot 1,0 mL metanolban oldottuk vissza és PTFE fecskend@szlirén (Gen-lab Kft., Budapest,
Magyarorszag) HPLC vial-ba szlrtik. A minta-el6készités sordn a minta higuldsa 6tszérés volt.
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3.3. LC-MS/MS mddszer A-, D2-, D3- és E-vitaminok meghatarozasara

A vitaminokat C8-as HPLC oszlopon valasztottuk el linedris és binaris gradiens eluciéval (1. abra). A vizes
mozgofazis (eluens A) 0,1% (v/v) hangyasavas viz volt, a szerves mozgéfazis (eluens B) 0,1% (v/v) hangyasavas
metanol volt. Az oldészer gradiensben a B eluens aranya 0 és 3 perc kdz6tt 80%-rol 100%-ra nétt, B eluens
aranya 3 és 10 perc kdz6tt 100% volt, B eluens aranya 10 és 10.1 perc k6z6tt 80%-ra csdkkent és 14 percig
80% volt. Az aramlasi sebesség 0,5 mL/perc, az analizis id8 14 perc volt, az injektalasi térfogat 5 pL, a
kolonna termosztat 30 °C volt. Az MS/MS detektalasi korliiményeket a 2. tablazat tartalmazza. Az ionforras
bedllitasai a kdvetkez6k voltak: kdpenygaz: 45 egység, gas 1 (porlasztd gaz): 40 egység, gas 2 (szarité gaz):
40 egység, szaritdgaz hémérséklete: 350 °C, kapillaris feszlltség: +5500 V.

2. tablazat. Az A-, D2-, D3- és E-vitaminok MRM ionatmenetei és a hozzajuk tartozo fesziiltség értékek.
A mennyiségi értékeléshez hasznalt ionatmeneteket félkévérrel jelbltiik.

Klaszterbonté | Beléps | Utkozési | 'hPO
Anyaion (m/z) | Leanyion (m/z) Komponens fesziiltség fesziiltség | energia fesziiltség

v) v) V) V)
431,4 165,1 E-vitamin1 120 9 40 15
431,4 137,1 E-vitamin2 120 9 68 19
437,4 1711 E-vitamin-d6_1 120 9 40 15
437,4 143,1 E-vitamin-d6_2 120 9 68 19
385,4 90,9 D3-vitamin1 115 5 98 9
385,4 367,4 D3-vitamin2 115 5 21 17
385,4 259,2 D3-vitamin3 115 5 21 17
388,4 90,9 D3-vitamin-d3_1 150 10 46 11
388,4 259,2 D3-vitamin-d3_2 150 10 46 11
269,2 93,1 A-vitamin1 100 11 35 5
269,2 157,2 A-vitamin2 100 11 41 15
269,2 119,1 A-vitamin3 100 11 31 5
275,2 96,1 A-vitamin-d6_1 100 11 35 5
275,2 122,1 A-vitamin-d6_2 100 11 31 5
397,2 69,1 D2-vitamin1 96 10 51 8
397,2 91,1 D2-vitamin2 96 10 83 8
400,2 69,1 D2-vitamin-d3_1 96 10 51 8
400,2 91,1 D2-vitamin-d3_2 96 10 83 8

3.4. Minta-el6készités K3-vitamin meghatarozasara étrend-kiegészit6bél

60 mL-es tvegcsdvekbe 1,00 g homogén mintat mértiink és 100 pL 10 pg/mL-es K3- vitamin-d8 ISTD oldatot
pipettaztunkrajuk, majd 20 mL etanoltés 5 mLdesztillalt vizetadtunk hozzajuk. Amintakat szobahémérsékleten
1 6raig razégépen extrahaltuk (700 rpm), majd 15 mL desztilldlt vizet és 5 mL n-hexant adtunk hozzajuk. A
mintat 1 6raig razattuk (700 rpm), majd 10 percig hagytuk a folyadék fazisokat szétvalni. A hexanos fazisbdl
1,0 mL-t Uveg beparlécsédvekbe pipettaztunk és 40 °C-on nitrogén aram alatt szarazra paroltunk. A
mintamaradékot 0,5 mL metanolban oldottuk vissza és 0,5 mL frissen készilt 0,2% (v/v) hangyasavas
L-cisztein (1 mg/mL-es) oldatot adtunk hozzajuk. Vortex-kevertetést kdvetden fél 6raig hagytuk allni a mintakat
szobahdémérsékleten, mig a reakcio lezajlott, majd Ujabb kevertetést kdvetéen hidrofil PTFE fecskend8sz(irén
(Gen-lab Kft., Budapest, Magyarorszag) HPLC vial-ba sz(rtik a mintakat. A minta-el8készités soran a minta
higulasa 6tsz6rds volt.

3.5. LC-MS/MS mddszer K3-vitamin meghatarozasara

A K3-vitamint szarmazékképzés utan C8-as HPLC oszlopon valasztottuk el linedris és binaris gradiens
elucioval (2. abra). A vizes mozgdfazis (eluens A) 0,1% (v/v) hangyasavas viz, a szerves mozgoéfazis (eluens
B) 0,1% (v/v) hangyasavas metanol volt. Az oldészer gradiensben a B eluens aranya 0 és 1 perc kdz6tt 20%
volt, B eluens aranya 1 és 5 perc kozott 20-rél 70%-ra nétt, B eluens aranya 5.1 és 8 perc kéz6tt 95% volt,
majd 8,1 percnél 20%-ra csdkkent a B eluens aranya és 12 percig 20% volt.
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Az aramlasi sebesség 0,45 mL/perc, az analizis id6 12 perc volt, az injektalasi térfogat 10 pyL, a kolonna
termosztat 30 °C volt. Az MS/MS detektalasi kdrilményeket a 3. tabldzat tartalmazza. Az ionforras beallitasai
a kovetkezOk voltak: kdpenygaz: 45 egység, gas 1 (porlasztd gaz): 40 egység, gas 2 (szarit6é gaz): 40 egység,
szaritdé gaz hémérséklete: 350 °C, kapillaris fesziiltség: +5500 V.

3. tablazat. A szarmazékolt K3-vitamin MRM ionatmenetei és a hozzdjuk tartozo feszliltség értékek.
A mennyiségi értékeléshez haszndlt ionatmeneteket félkéveérrel jeléltiik.

Klaszterbonté | Beléps Utkozési }égﬁg?
Anyaion (m/z) | Leanyion (m/z) Komponens fesziiltség fesziiltség | energia e <
fesziiltség

v) V) V) )
2941 122,1 K3-vitamin1 51 10 13 14
294 1 1731 K3-vitamin2 51 10 21 20
2941 105,1 K3-vitamin3 51 10 47 12
294 1 205,1 K3-vitamin4 51 10 17 24
2941 77,1 K3-vitamin5 51 10 77 34
294 1 1151 K3-vitamin6 51 10 67 12
301,1 122,1 K3-vitamin-d8_1 51 10 13 14
301,1 180,1 K3-vitamin-d8_2 51 10 21 20
301,1 109,1 K3-vitamin-d8_3 51 10 47 12
301,1 2121 K3-vitamin-d8_4 51 10 17 24
301,1 120,1 K3-vitamin-d8_5 51 10 67 12

3.6. lonatmenetek optimalasa

0,1% (v/v) hangyasavas metanollal higitott 1 pg/mL-es egyéni standard oldatokat infuziés fecskenddbdl
fecskendé pumpaval juttatunk a tdmegspektrométerbe és az automata optimalé szoftver segitségével
minimum 2 ionatmenetet allitottunk be mindegyik komponens esetén, kivéve a K3-vitaminndl. K3-vitamin
esetén a standard oldatbdl (10 pg/mL) 0,5 mL-t szarmazékoltunk 0,5 mL L-cisztein oldattal és a szarmazékot
optimaltuk 6 ionatmenettel a témegspektrométerben, hogy megtaldljuk azokat az atmeneteket, melyekkel a
mintaban eléfordulé matrix vegylletek nem rendelkeznek a K3-szarmazék retencios idéablakan belll.

3.7. Modszer-validalas

A zsirban olddédé A-, D2-, D3- és E-vitaminok buzaliszt, (dit6, pezsgdtabletta és étrend- kiegészité
mintakbdl t6rténé meghatarozasat laboratériumon bellli validalassal érvényesitettik. A vizsgalt analitikai
teljesitményjellemzék az kdvetkez8k voltak: szelektivitas, azonositas (ion aranyok), visszanyerés 0,5 és
5 mg/kg-os szinteken 10-10 parhuzamos minta vizsgalataval, ismételhetéség és reprodukalhatdsag.
Amennyiségi meghatarozas hatarat (LOQ) a jel/zaj aranybdl hataroztuk meg. A K3 vitamin étrend-kiegészit6bdl
toérténd meghatarozasat azonos eljaras alapjan validaltuk 0,1 és 1,0 mg/kg-os szinten 8-8 ismétléssel.
A kalibraciot hétpontos mérégorbe illesztéssel vizsgaltuk a pontok: 0,01 pyg/mL, 0,05 pug/mL, 0,10 ug/mL,
0,50 pg/mL, 1,0 ug/mL, 5,0 pg/mL és 10,0 pg/mL volt. Az ISTD-k koncentracioja 0,2 pg/mL volt.

4. Eredmények és értékelésiik
4.1. LC-MS/MS mddszer zsirban oldodo vitaminok meghatarozasara

A zsirban oldédd vitaminok apolaros jelleglikbél addéddan atmoszférikus nyomasu kémiai ionizacioval
(APCI), mint ionforrassal vizsgalhatok LC-MS mérések soran [10]. Az altalunk hasznalt készilék ugyanakkor
electrospray (ESI) forrassal is nagy érzékenység mellett ionizalta a vitaminokat, igy APCl-ra nem volt szikség.
Az ionatmenetek optimalasat kévetéen a kromatografias elvalasztast C8-as HPLC oszlopon prébaltuk, mert
az A-, D2-, D3- és E-vitaminok lipofil jelleglkbdl (1. tablazat) adéddan a C18-as kolonnan tul nagy visszatartast
mutatnak. Ezenfelll sok minta tartalmaz nagy mennyiségben természetes eredetli és/vagy hozzaadott béta-
karotint, amelynek hidrofdbicitasa még nagyobb, igy C18-as kolonnardél csak hosszu mosast kévetéen lehet
eludlni. C8-as oszlopon a vitaminok visszatartasa jelentésen csokkent a C18-as kolonnan mutattakhoz
képest (1. abra). A savas kémhatasu eluensek hasznalatat a pozitiv ionizaciés méd miatt valasztottuk.
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1. abra. A-, D2-, D3- és E-vitaminok (1 ug/mL) elvalasztdsa C8-as HPLC oszlopon.

A Ki1- és K2-vitaminokhoz képest a K3-vitamin nativ formaban nehezen ionizalhatd, igy LC-MS-sel nehezen
vizsgdalhatd. Yuan és munkatarsai kémiai szarmazékképzést javasoltak K3-vitaminra, ami utan mar megfeleld
érzékenységgel detektalhato ez a vitamin is MS késziilékkel [11]. Az altalunk alkalmazott szarmazékképzés
alapja Yuan és munkatarsai moddszere, melyben ciszteaminnal reagaltatigk a K3-vitamint azonos
kordlmények kdzott, amelynek soran egy Michael addicids reakcié megy végbe [11]. Mi nem ciszteaminnal,
hanem L-ciszteinnel végeztik a reakciot. A szarmazék hidrofobicitasa a cisztein bevitelét kovetéen joval
alacsonyabb, mint a nativ K3-vitaminé (4. tablazat) és visszatartasa is ez altal csokken a C8-as oszlopon
(2. abra).

4. tablazat. A szdrmazékolt K3-vitamin anyaionja (294,1 m/z)

és leanyionjai LC-ESI(+)-MS/MS mtiszeregylittessel régzitve.

Anyaion/leanyion m/z

OO A(K 294 1

Hs/ﬁ)J\OH 1221

CHs

A tablazat a kbvetkezd oldalon folytatddik!
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Anyaion/leanyion m/z

CHj
<

N 115,1
CH
HS 0
Naryt
CH 105,1
OH

Intenzitas, cps

9,065 1 294,1>122,1 m/z

4,5e5

L

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0

1d6, perc

2. abra. Szarmazékolt K3-vitamin (1 ug/mL) elvadlasztasa C8-as HPLC oszlopon.
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A K3-vitamin és az L-cisztein kozti szarmazékolas végbemenetelérdl tdmegspektrum felvételével
bizonyosodtunk meg. A 3.4. szakaszban leirtak alapjan 5 pg/mL-es szarmazékolt oldatot készitettiink és a
szarmazék tdmegspektrumat Q1 scan médban vettik fel 200 — 400 m/z tartomanyban pasztazva (3. abra).
A feltételezett szarmazék kvazi molekulaionjanak (protonalt molekulanak) [M+H]* monoizotépos témege

294,1 Da, amelynek jele meg is jelent a spektrumban (3. abra).

Intenzitas, cps

Scan, ESI+
8, 5e4 1

4, 0e4

I

294,1

0
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
1 12 22 33 43 53 65 76 86 98 108 119 129 139 149 161 171 183 193 207 217

m/z, Da

3. abra. Szarmazeékolt K3-vitamin (5 ug/mL) témegspektruma.
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Tehat a reakcio feltételezhetéen L-ciszteinnel is végbement, amit product ion spektrum felvételével is
igazoltunk (4. abra).

Production scan, 294,1 m/z 1731
2960
[72]
o
o
@
=
S
o 1400
£
205,1
105,1 1221
77 115,1
0 50 60 70 80 90 100110120130140150160170180190200210220230240250260270280290300
1 2 3 7 11 12 13 16 18 19 23 27 30 36 38 40 44 45 46 47 48 49 50 54 55 57
m/z, Da

4. abra. Szarmazékolt K3-vitamin (5 ug/mL) product ion spektruma.

A product ion spektrumban a 294,1 m/z iont fragmentaltuk 15 V Utkdzési energiaval, a fragmenseket a
4. tablazat tartalmazza. A 115,1 m/z és 205,1 m/z ionok egyértelm(ien a K3-vitaminhoz tartoznak, Yuan és
munkatarsai altal kozolt K3-vitamin fragmensek szerkezeteit igazolja [11]. A 173,1 m/z fragmens megfelel a
K3-vitamin protonalt molekuldjanak, a 122,1 m/z fragmens pedig az L-cisztein protonalt molekulja.
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4.2. A mddszerek validalasa, korvizsgalat

A moddszerek validalasa soran a vakmintakban nem volt interferald jel a célkomponensek retencids idéablakain
bellil és a mintakban detektalt célkomponensek ion-aranyaik megegyeztek a kalibralé oldatokban szamolt
ion-aranyokkal, igy az MS/MS azonositas feltétele teljesilt. A kalibracié 0,01 és 1,0 yg/mL koncentracié
kozott volt linearis, felette (1,0 — 10,0 pg/mL) kvadratikus jelleglvé valt a gérbe. Az ISTD-vel korrigalt relativ
visszanyerési értékek teljesitették a 80-120%-o0s kritériumot és a precizitas értékek (RSD%) se haladtak meg

a 10%-ot (5-9. tablazat).

5. tablazat. A-, D2-, D3-, és E-vitamin reprodukalhatdsagi vizsgalata buzalisztbdl
0,5 és 5,0 mg/kg-os szinten.

0,5 mg/kg A-vitamin D2-vitamin D3-vitamin E-vitamin
Atlag (mg/kg) 0,504 0,511 0,509 0,476
S (mg/kg) 0,008 0,008 0,016 0,062
RSD% 1,63 1,64 3,11 13,0
Visszanyerés% 101 102 102 95,2

5,0 mg/kg A-vitamin D2-vitamin D3-vitamin E-vitamin
Atlag (mg/kg) 5,12 5,21 5,05 5,16
S (mg/kg) 0,237 0,008 0,113 0,174
RSD% 4,63 1,64 2,24 3,38
Visszanyerés% 102 102 101 103

6. tablazat. A-, D2-, D3-, és E-vitamin reprodukalhatdsdgi vizsgalata idit6bdl
0,5 és 5,0 mg/kg-os szinten.

0,5 mg/kg A-vitamin D2-vitamin D3-vitamin E-vitamin
Atlag (mg/kg) 0,504 0,505 0,508 0,531
S (mg/kg) 0,013 0,010 0,013 0,054
RSD% 2,55 2,03 2,49 10,1
Visszanyerés% 101 101 102 106

5,0 mg/kg A-vitamin D2-vitamin D3-vitamin E-vitamin
Atlag (mg/kg) 5,07 5,05 5,07 5,30
S (mg/kg) 0,107 0,068 0,092 0,085
RSD% 2,11 1,35 1,81 1,61
Visszanyerés% 101 101 101 106

7. tablazat. A-, D2-, D3-, és E-vitamin reprodukalhatdsagi vizsgdlata pezsgdtablettabol

0,5 és 5,0 mg/kg-os szinten.

0,5 mg/kg A-vitamin D2-vitamin D3-vitamin E-vitamin
Atlag (mg/kg) 0,514 0,509 0,493 0,526
S (mg/kg) 0,015 0,007 0,013 0,012
RSD% 3,01 1,46 2,59 2,19
Visszanyerés% 103 102 98,5 105

5,0 mg/kg A-vitamin D2-vitamin D3-vitamin E-vitamin
Atlag (mg/kg) 5,20 5,22 5,49 5,68
S (mg/kg) 0,214 0,184 0,217 0,135
RSD% 3,98 3,43 3,87 2,31
Visszanyerés% 104 104 110 114
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8. tablazat. A-, D2-, D3-, és E-vitamin reprodukdlhatdsagi vizsgdlata étrend-kiegészit6bdl

0,5 és 5,0 g/kg-os szinten.

0,5 mg/kg A-vitamin D2-vitamin D3-vitamin E-vitamin
Atlag (mg/kg) 0,520 0,521 0,505 0,515
S (mg/kg) 0,024 0,019 0,012 0,039
RSD% 4,58 3,58 2,30 7,54
Visszanyerés% 104 104 101 103

5,0 mg/kg A-vitamin D2-vitamin D3-vitamin E-vitamin
Atlag (mg/kg) 5,33 5,63 5,49 4,87
S (mg/kg) 0,322 0,387 0,211 0,134
RSD% 5,98 6,80 3,87 2,67
Visszanyerés% 107 113 110 97,5

9. tablazat. K3-vitamin reprodukalhatdsdgi vizsgalata étrend-kiegészitébdl
0,1 és 1,0 mg/kg-os szinten.
0,1 mg/kg K3-vitamin 1,0 mg/kg K3-vitamin

Atlag (mg/kg) 0,0931 Atlag (mg/kg) 1,083
S (mg/kg) 0,0041 S (mg/kg) 0,0835
Visszanyerés% 93,1 Visszanyerés% 108
RSD% 4,40 RSD% 7,71

A meghatarozas alsé hataranak (LOQ) az alsé kalibraciés pontot hataroztuk meg, mely a minta 5-sz6ros
higulasa miatt igy 0,05 mg/kg-nak felel meg. Az LOQ-t kisebb mintahigitassal vagy az injektalasi térfogat
novelésével lehetne tovabb cstkkenteni. A médszer pontossagat hazai és nemzetkdzi kdrvizsgalatokban
torténd részvételekkel igazoltuk. A NEBIH altal szervezett programban a csecsemé tapszer A- és E-vitamint
tartalmazott; a mintahoz rendelt értékek A- és E-vitamin vonatkozasaban 0,495 és 13,6 mg/100 g voltak.
Az altalunk detektalt értékek: 0,465 és 13,6 mg/100 g, ami -0,3 és 0,0 Z-score-nak felelt meg. A sikeres
korvizsgalat feltétele a -2 < Z < 2. A FAPAS szervezésében a masodik kérvizsgdlati mintaban egy folyékony
vitamin étrend-kiegészit§ D3-vitamin tartalmat vizsgaltuk és 0,206 mg/100 g D3-vitamint detektaltunk.
Acélérték 0,211 mg/100 g volt, amire a szamolt Z-score -0,2, igy az elfogadhaté. Korvizsgalati eredményeinket
a 10. tablazatban foglaltuk dssze.

10. tablazat. Kérvizsgalati eredmények.

Matrix Komponens Mért érték Mintahoz rendelt | Z-score érték Ertékelés
(mg/100 g) érték (mg/100 g)
Csecsem6 A-vitamin 0,465 0,495 ‘0,3 Megfe|e|6
tapszer E-vitamin 13,6 13,6 0,0 Megfeleld
Folyekony vitamin | - g\ i4amin 0,206 0,211 0,2 Megfelel
étrend-kiegészit6

5. Kovetkeztetések

Jelen dolgozat célja egy Uj LC-MS/MS mddszer kidolgozasa volt zsirban oldédé vitaminok meghatarozasara
élelmiszer és étrend-kiegészitd jellegli mintakban. A vizsgalatot izotophigitassal kombinalva sikerilt nagy
pontossagu és magas precizitasu moédszert fejleszteni, melyet laboratériumon belll validaltunk, illetve hazai

és nemzetkdzi kdrvizsgalatokban sikeresen alkalmaztunk.
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