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2. Bevezetés

A D-vitamint az 1920-as években izolaltak el6szor hossza kutatasok utan Adolf
Windaus és munkatarsai, ezt a munkajukat kés6bb Nobel dijjal jutalmaztak [1]. Mar
kordbban kideritették azonban, hogy ennek a taplalék-Osszetevonek a hidnya vezet az
angolkor kialakulasahoz. A D-vitamin eldsegiti és fenntartja a megfelel6 kalcium és foszfat
koncentraciot a szervezetben, ezaltal hozzajarul a csontok normalis asvanyianyag-
tartalmdnak megdrzéséhez. Ez a vitamin kiemelt szerepet jatszik az immunrendszer
megfelel6 mikodésében is és csokkenti bizonyos rakfajtak kialakulasanak esélyét. A D-
vitamin nem a sz6 szoros értelmében vett vitamin, hiszen a napfényben levé UVB sugarzas
(a napfény kozepes hullamhosszi ibolyantuli sugarzasanak) hatasara a bdriinkben is
képzddik. Manapsag azonban az emberek nagy tobbsége D-vitamin hianyban szenved a
napkeriilé életmod miatt. Ezért kiemelt fontossaga a D-vitamin megfelelé taplalékokbdl,
illetve taplalékkiegészit6kbol torténd felvétele. Ez egyben azt az igényt is felveti, hogy a
kiilonb6zé élelmiszerek D-vitamin tartalmat mérni tudjuk. A D-vitamin meghatarozasa
analitikai szempontbdl nehéz feladat, mivel altalaban nagyon alacsony koncentracioban van
jelen az élelmiszerekben. Mind a minta-elokészités, mind a mérési technika komoly
szaktudast kivan.

Dolgozatom célja, hogy bemutassa egy analitikai modszer fejlesztését és validalasat,
mely arra irdnyult, hogy flistolt szalonnabol meghatdrozzam a D-vitamin mennyiségét.
Felvetddott ugyanis, hogy zsiroldhato vitaminrdl 1évén szo, esetleg a szalonnaban- foként
szabad tartasban nevelt disznok szalonnajaban- is megtalalhato nagyobb mennyiségben,
ami a kozép-europai lakossag szamara vonzobb forras lehet, mint a zsiros tengeri halak,
amelyek koztudottan nagy D-vitamin tartalmiak. A szakirodalom attekintése sordn nem
talaltam olyan hivatkozast, ahol ilyen matrixbol mérték volna a D-vitamint.

Elszappanositason és folyadék-folyadék extrakcion alapulé minta-elokészitést
dolgoztam ki és a technika kidolgozasa soran optimalizaltam a kiilonb6zé 1épéseket. A
tisztitott ~minta  elemzését  tandem-tomegspektrometrias  detektorral  kapcsolt
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval (HPLC-MS/MS) hajtottam végre, amelynek

mérési koriilményeit, paramétereit is optimaltam a modszer fejlesztése soran.



Meghataroztam a modszer analitikai teljesitményjellemzdit és értékeltem a validalasi
mérések soran. Végiil, a kidolgozott ¢és validalt modszerrel meghataroztam a Mangalica &
Tarsai Huspatika hentes boltjaban vett szalonna és Prof. Pretsch Ern6tél kapott, szabadon

tartott sertésbol szarmazo szalonna D-vitamin tartalmat.



3. Irodalom

3.1. Altalanosan a D-vitaminrol

3.1.1. A D-vitamin, szintézise és metabolizmusa

A D-vitaminok a zsiroldhat6 vitaminok egy csoportjat alkotjak. Hatdsmechanizmus és
anyagcsere szempontjabol inkdbb szteroid hormonnak, mint vitaminnak szdmitanak. Nem
esszencialis vitaminok abbdl a szempontbol sem, hogy az emldsok napfény hatasara
képesek szintetizalni. Kiilonbozé formai léteznek (vitamerek), ezek az 1. tablazatban
lathatoak. Kémiailag szekoszteroidok, vagyis olyan szteroidok, amelyekben az egyik gytir(i
fel van nyilva. A D-vitamin két legfontosabb formaja a D2-vitamin (ergokalciferol) és a
D3-vitamin (kolekalciferol) [2].

Név Kémiai ossszetétel Szerkezet

molekularis keveréke az ergokalciferolnak és

DRi-vitamin a lumiszterinnek, 1:1

D2-vitamin ergokalciferol (provitaminja: ergoszterol)

kolekalciferol (provitaminja: 7-

DRI dehidrokoleszterin a borben).
D4-vitamin 22-dihidroergokalciferol
D5-vitamin szitokalciferol (provitaminja: 7-

dehidroszitoszterin)

1. tablazat: A D-vitamin formai [3]
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Az ergoszterin egyszeriibb €10 szervezetekben fordul eld, ilyenek a fitoplanktonok,
néhany gerinctelen allat és a gomba. A 7-dehidro-koleszterin a tejben és az emlésok
borében fordulhat eld. Mindkettd provitamin, UVB (280-315 nm) fény hatasara lesz az
elébbibdl D2-, illetve utdbbibol D3-vitamin.

A maj a D2- és a D3-vitamint 25-hidroxi-D-vitaminna (25(OH)D), mas néven
kalcidiolla alakitja at. A kalcidiol a vesében vagy a vérben cirkulalé makrofagokban 1,25-
dihidroxi-D-vitaminna (1,25(0OH),D), mas nevén Kalcitriolla alakul at. Ez a forma a
biologiailag legaktivabb D-vitamin forma. A Kkalcitriol D-vitamin-koté fehérjékhez
kapcsolodva a vérarammal eljut a kiilonb6z6 szervekhez. A sejtekben levé D-vitamin a
receptorokhoz kotddve fejti ki hatasat.

3.1.2. A D-vitamin biologiai szerepe

A D-vitamint az 1920-as években fedezték fel, amikor megprobaltak kideriteni, hogy
milyen taplalék Osszetevd hianya vezethet az angolkor kialakulasdhoz [1,4]. A D-vitamin
elésegiti a kalcium felszivodasat a belekben és fenntartja a megfeleld kalcium és foszfat
koncentraciot, amely a csontok normalis asvanyianyag-tartalmanak meg6rzését segiti eld.
D-vitamin nélkiil a kalciumnak mindossze 10-15%-a, a foszfornak 60%-a szivodik fel.
Sziikséges a csontok novekedéséhez is. Kell6 mennyiségi D-vitamin nélkiil a csontok
vékonnya, torzza és torékennyé valnak, ami gyerekeknél angolkorhoz, felndtteknél
osteomalacia-hoz vezet. Mindkettd betegség tulajdonképpen a csontok mineralizaciojanak,
vagyis asvanyi anyag beépiilésének csokkent képességét jelenti. Kalciummal egyiitt a D-
vitamin segiti megvédeni a felndtteket a csontritkulastol és az izomgyengeségtol is.

Az utobbi évek kutatdsai azt mutattdk, hogy a D-vitamin szerepe az €16 szervezetben
ennél sokkal tobbrétii [5]. Annak felfedezése, hogy a szervezet legtobb sejtje rendelkezik
D-vitamin receptorokkal, (1j megvilagitasba helyezte a D-vitamin bioldgiai funkcioit. A
kozelmultban szamos vizsgalat zajlott, amelyek részben igazoltdk, hogy ez a vitamin az
immunrendszer megfeleld miikodésében is kiemelt szerepet jatszik: csokkenti bizonyos
rakfajtak kialakulasanak esélyét, valamint a kardiovaszkularis, az autoimmun és a fert6zo
megbetegedések szamat. A D-vitamin hiany altal leginkabb fenyegett népesség csoportok a
szoptatott csecsemdk, az iddsebb felndttek, a keveset napozd emberek és a sotét bora

emberek.



Mivel a D-vitamin zsiroldhaté vitamin, terapias alkalmazasa soran ritkan eléfordulhat
tuladagolas is. Ennek tiinetei: gyomor-bélrendszeri panaszok, fejfajas, kalcium elvandorlas
a csontokbol. A hipervitamindzissal egyiitt magas kalciumszint is kialakulhat, ami miatt a
vizeletben fehérje mutathatd ki, a vesefunkcid karosodhat, esetleg veseelégtelenség is
bekovetkezhet. Az ergokalciferol taladagolas kovetkezményei az alkalmazas leéllitdsa utan
még hetekig eltarthatnak, mig a kalcitriol mérgezés tiinetei néhany nap utan elmulnak [2].

A szervezet D-vitaminnal valo ellatottsaganak mérésére a minta 25(OH)D
vitamin mennyiségét €s a felezési ideje is elég hosszi, 15 nap. Ellentétben a 25(OH)D-vel,
az 1,25(0OH),D nem igazan j6 indikatora a D-vitaminnak, mert rovid a felezési ideje, 15
oOra, ezért nchezen mérhet6 [2,6-7].

A 25(0OH)D vitamin optimalis szérum Kkoncentracidja jelenleg nincs egyértelmiien
meghatarozva, a korabban ajanlott szintekhez képest manapsag nagyobb koncentraciokat
javasolnak. Az élet kiilonbozd szakaszaiban kiilonboz6 szintek a megfeleléek. Az alabbi
tablazat az Institute of Medicine, Food and Nutrition Board-altal javasolt szérum 25(OH)D

koncentracio szint felosztast mutatja [8].

nmol/L**|ng/ml* Egészségi allapot
<30 <12 Angolkorhoz vezet a csecsemOknél €s a felndtteknél
30-50 |(12-20 Nem megfeleld
>50 >20 Megfteleld
>125 >50 || Lehetséges mellékhatasok jelentkezhetnek, féleg 150 nmol/L (60
ng/ml) felett.

*A szérum 25(OH)D koncentracidja nmol/L-ben és ng/ml-ben is fel lettek tiintetve.
** 1 nmol/L = 0.4 ng/ml
2. tablazat: A vérszérum 25(OH)D koncentracioja és annak hatasa az egészségre [8]

3.1.3. D-vitamin forrasok

A szervezet a megfeleld D-vitamin mennyiséget elsésorban napozas soran éllitja eld.
Természetes ételforrasokbol nehéz beszerezni, mert kevés ételben taldlhatdé meg a D-
vitamin, és azokban is nagyon alacsony a D-vitamin koncentracio. Sok ember szimara a D-
vitaminnal dusitott €élelmiszerek és ezen feliil valamennyi napozas sziikséges az egészséges

szint eléréséhez [2].



3.1.4. D-vitamin bevitel napozassal

D-vitamin sziikségletiinknek egy részét legegyszertibben a napozas soran elégithetjiik
Ki. Az ultraviola B sugarzas athatol a fedetlen béron, és atalakitja a 7-dehidrokoleszterint a
D3-vitamin previtaminjava, mely késobb atizomerizalodik D3-vitaminna. Az évszak, a
napszak, az idOpont, a felhdzet, a szmog, a bér melanin tartalma és a fényvédd krémek
de a foldrajzi szélesség nem képes megjosolni 25(OH)D-vitamin atlagos szérum szintjét a
népességben. 5-30 perc napozas 10 és 15 6ra kozott legalabb kétszer egy héten napvédo
krém nélkiil altalaban a megfelelé D-vitamin mennyiség eléallitasahoz vezet [2].
3.1.5. D-vitamin bevitel természetes élelmiszerekbol

A zsiros halak husa (mint a lazac, tonhal, tkehal) és a halolajak a legjobb D-vitamin
forrasok. Kis mennyiségli D-vitamin talalhatdé a marha majaban, a sajtban ¢és
tojassargajaban is. A D-vitamin ezekben az élelmiszerekben féleg D3-vitamin és ennek
25(OH)D metabolitja forméjaban taldlhatd meg. Néhany gombafajtdban kiilonbozo
mennyiségekben van D2-vitamin. A 3. tablazatban néhany természetes élelmiszer D-

vitamin tartalma talalhato.

Etel U szazalék
adagonként*| DV**
Tékehalmaj olaj, 1 evokanal 1,360 340
kardhal, f6zott, 3 dkg 566 142
lazac f6tt, 3 dkg 447 112
Tonhal, széritott, 3 dkg 154 39
Szardinia, konzerv olaj, szaritott, 2 szardinia 46 12
M34j, marhahus, f6tt, 3 dkg 42 11
Tojés, 1 nagy (D-vitamin talalhato a tojassargajaban) 41 10
sajt, svajci, 1 uncia 6 2

* |U = International Unit. 1 IU= biologiailag ekvivalens mennyiségii 0,025 ug D-
vitaminnal. A farmakoldgiaban az Internal Unit egy mértékegység az anyag mennyiségének
jellemzésére. Az anyag bioldgiai aktivitasat vagy hatasat veszi alapul.

** DV = napi bevitel

3. tablazat: Kiilonbozé D-vitamin forrasok [9]



A napi ajanlott bevitel értéke a D-vitaminra 400 IU felndttek és 4 évesnél iddsebb
gyermekek szamara. Lathato tehat a tablazatbol, hogy csak természetes taplalékbol nagyon
nehéz a megfeleld D-vitamin mennyiséget bevinni a szervezetbe. Az ¢élelmiszerek cimkéin
nem kell feltiintetni a D-vitamin tartalmat, kivéve, ha egy bizonyos élelmiszer dusitott ezzel
a tapanyaggal [9].

3.1.6. D-vitamin bevitel étrend kiegészitokkel és dusitassal

Azoknak az idésebb gyerekeknek és felndtteknek ajanlott étrend kiegészitot bevenniiik,
akik nem tudnak naponta legalabb 400 IU D-vitaminhoz jutni.

Az élelmiszerek D-vitaminnal torténd dusitasa foleg az USA-ra és Kanadara jellemzo,
Eurdpara kevésbé. Példaul az USA-ban a tejben a dusitas miatt 100 IU/pohar D-vitamin
van. Kanadaban a tej 35-40 IU/100 ml-el, a margarin >530 IU/100 g-mal van dusitva. A
zabpelyhek, gabonapelyhek is tartalmaznak hozzaadott D-vitamint. A 4. tablazatban néhany
dusitott ¢lelmiszer D-vitamin tartalma lathato.

Az étrend kiegészitokben és a dusitott élelmiszerekben a D-vitamin két formaban van
jelen: D2- (ergokalciferol) és D3-vitaminként (kolekalciferol). A D2-vitamint az élesztd
UV besugarzasaval az ergoszterolbol szintetizaljak. A D3-vitamint a lanolin besugarzasaval
7-dehidrokoleszterinbdl, vagy kémiai atalakitassal koleszterinbdl készitik. Kutatasok azt
mutatjak, hogy ha a taplalkozasi adagok egyenértékiiek, akkor a D2-vitamin Kkevésbé
hatasos a 25(OH)D szintjének emelésében [2,7].

U szazalék

Etel adagonként*| DV**

3 dl narancslé D-vitaminnal dusitott, 1 csésze
(tekintse meg a termék cimkéjén, a hozzaadott 137 34
mennyiségll D-vitamin valtozo)

Tej, zsirszegény, csokkentett zsirtartalmu, teljes

zsirtartalmu, D-vitaminnal disitott, 1 csésze 115-124 29-31

Joghurt, dusitott, 6 dkg 80 20

Margarin, dusitott, 1 evékanal 60 15

Azonnal fogyaszthatd gabonafé¢lék, dusitott, 0,75-

. 40 10
1 csésze

* U = International Unit
** DV = napi bevitel
4. tablazat: Kiilonb6z6 D-vitaminnal duasitott élelmiszerek D-vitamin tartalma [9]
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3.2. A D-vitamin, illetve metabolitjainak analitikai  mérése

élelmiszermintakbol

Fiistolt szalonnabol végzett D-vitamin meghatarozasra nem taldltam példat a
szakirodalomban. Egy kozlemény foglalkozott a D-vitamin meghatarozasaval sertés
zsirszovetbdl [10], mas eredetli zsirszovetre és egyéb élelmiszerekre tobb irodalmi
hivatkozast talaltam [12-16].

A minta-el6készités soran a minta matrixot olyan formara hozzuk, amely megfelel az
analizis kovetelményeinek. A D-vitamin élelmiszer mintakbdl térténd meghatarozasa a
legtobb esetben a minta elszappanositasat, egy extrakcios lépést, a komponensek
nagyhatékonysagu folyadékkromatografias elvalasztasat (HPLC) és detektalasat foglalja
magaban. A D-vitamin analitikai mérésével kapcsolatos szakirodalmat ilyen felosztasban
targyalom. A kiilonb6z6 analitikai modszerek 1épéseit dsszehasonlitottam és az 5. és a 6.
tablazatokban kiilon 6sszefoglaltam.

A D-vitamin fényérzékeny vegyiilet, ezért a minta-elokészitést elsotétitett
helyiségben célszerti végezni és a mintakat fénytél védve kell tarolni és feldolgozni. A
lehetséges oxidaciotol megvédendd, vakuum csomagolni is célszerii a mintakat.

3.2.1. Elszappanositas

Az elsé minta-elokészitési 1épés az elszappanositas. Az elszappanositas soran zsirokat
(glicerideket) bazisos oldatban hidrolizalnak, amely soran glicerin és a zsirsavak soi
keletkeznek.

A minta-elokészités torténhet nagyobb és kisebb méretben is, attol fliggéen, hogy
mekkora mennyiség all rendelkezésre az adott mintabol. Nagy mennyiségek feldolgozasara
kifejezetten az allati eredeti élelmiszereknél van sziikség, mivel ezek D-vitamin tartalma
altalaban alacsony. Halak vagy halolajok D-vitamin tartalmanak meghatarozasahoz elég kis
mennyiségek elokészitése is. A szakirodalomban zsirmintakbol torténé D-vitamin
meghatarozasara mindossze két cikket talaltam. Blum és tarsai 0,2-0,25 g-ot mértek be
emberi zsirszovetb6l, mivel ez esetben korlatozott mennyiségli mintavételre van csak
lehet6ség [11]. Hollet és tarsai 20-100 g sertés eredetli zsirszovetet mértek be [10]. Tejbol
szarmazd mintakbol 1-100 g-ot mértek be a minta-el6készitések soran [12-15].

Tojéssargdjabol, halbol, gombabol 0,5-30 gramm mintat hasznaltak fel a mérésekhez
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[13,14,16]. A bemérendé mennyiségeket a fentebb emlitett tablazatokban (3-4.tablazat)
talalhat6 feltételezett D-vitamin tartalombol és a kimutatasi hatarokbol allapitottak meg.

Az elszappanositas KOH adagolassal tortént. A felhasznalt KOH mennyisége
kiilonbozott, attdl fliggden, hogy mennyi volt az adott minta elszappanositani kivant
zsirtartalma. A kifejezetten magas zsirtartalmti emberi zsirszovethez 1,5 gramm KOH-ot
hasznaltak fel 1 gramm mintahoz [11]. A tej mintaknal a KOH ¢és a minta aranya az
elokészitések soran 0,25-1 g KOH/ 1g minta volt [12,13,15]. Az elszappanositasok soran a
tojassargajahoz, halhoz és a gombahoz 1 gramm feldolgozandé mintahoz 1-10 gramm
kalium-hidroxidot adtak. [13,16]. A KOH-ot szilard allapotban, illetve, vizben vagy
etanolban feloldva hasznaltak.

Az elszappanositas torténhet melegités nélkiil, illetve melegitéssel. A melegités nélkiil
torténd elszappanositasnal SzobahOmérsékleten egy éjszakan at magneses keverével
kevertetik a mintakat, miutan nitrogént buborékoltatnak at rajta [11,12,15,16]. A melegen
torténd elszappanositdsnal 40-100°C -0s vizfiirdén tartjadk a mintdkat 20-60 percen
keresztiil. A melegitést nem csak vizfirddben végezhetik, hanem reflux alatt is
[13,15,17,18].

A KOH mellett gyakran aszkorbinsavat is adagolnak a mintakhoz. Ez megvédi a mintat
az oxidaciotol. Példaul 1 gramm margarinhoz, tejhez, tejporhoz, halhoz, zsirszovethez,
tojassargajahoz és anyatejporhoz: 0,02-0,1 grammot mértek be kiillonboz6 szerzok az
aszkorbinsavbol [11-13,15,16].

A melegités vagy a razatas eldtt altalaban etanolt adagoltak a mintakhoz. 1 gramm
margarinhoz, tejhez, tejporhoz, zsirszovethez, gombahoz, halhoz és anyatejporhoz 5-50 mi
etanolt talaltak sziikségesnek [11-13,15-17].

A Magyar Szabvany (MSZ EN 12821:2009) natrium-szulfid hasznalatat is javasolja,
mert megakadalyozhatjuk vele a nyomokban eléforduld fémek katalitikus oxidaciojat. [17]

Viidndnen és tarsai a tej mintak elOkészitésénél az oxidacio megakadalyozasara
aszkorbinsav mellett pirogallol-t is felhasznaltak. Az elegybe torténé KOH adagolasakor
0,5 ml EDTA-t is bemértek, hogy megkossék vele az el6forduld fémionokat. A hal mintak
esetében viszont az elszappanositas utan 10%-0s NaCl adagolasara volt sziikség az emulzio

keletkezésének elkeriilése végett [13].
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Hollet és tarsai zsirszovetbdl mérték a D-vitamin metabolitjat, de nem alkalmaztak
elszappanositast. A homogenizalt mintakhoz ionos feliiletaktiv anyagot, Na-dodecil-
szulfatot és metanolt adtak, majd Orlés utan centrifugaltak. Az extraktumot tovabb
tisztitottak szilard fazisu extrakcidval [10].

3.2.2. Extrakei6

Az extrakciok soran az etanollal megegyez6 mennyiségli vizet hasznaltak fel az
emulzié keletkezésének elkeriilésére. Az elszappanositott mintak folyadék-folyadék
extrakciojahoz az irodalomban kiilonféle oldoszereket alkalmaznak: dietil-éter,
diklérmetan, petroleum, petroleum éter: dietil-éter 1:1 elegye, n-hexan, etil-acetat [11-17].
A D3-vitamin kiextrahalasa utan centrifugalassal valasztottak szét a fazisokat.

Folyadék-folyadék extrakcidé mellett [11,14-16], illetve helyett [10,18] szilard fazisa
extrakcio is alkalmazhaté a D-vitamin élelmiszermintakbol torténd kinyerésére. Normal
fazisu tolteteket, leggyakrabban sSzilika tolteteket hasznalnak, illetve aminopropil
modositott szilikagélt.

Viédndnen és tarsai az extrakcid utdn tovabbi mintatisztitisra normal fazist fél-
preparativ HPLC-t hasznaltak [13].

3.2.3. Folyadékkromatografias elvalasztas

Az elOkészitett élelmiszermintakban a  D-vitamin, illetve metabolitjainak
folyadékkromatografias elvalasztasara leggyakrabban forditott fazisti kolonnakat hasznaltak
fel. Er6sen apolaris vegyiiletekr6l 1évén szo a Cyg-as, és az altalanos gyakorlatban ritkan
hasznalt, de nagyon hidrofob vegyiiletek esetén jo elvalasztast addo Csp-as modositott
szilikagél toltetek a leggyakoribbak [10,12,15,17].

3.2.4. Detektalas

Korabban a D-vitamin detektalasara az UV abszorbanciamérés szinte kizarolagos volt.
A HPLC-hez kapcsolt tomegspektrometrias detektalas elterjedésével a D-vitamin
analitikgjaban is megjelent ez a modszer. A D-vitamin és metabolitjainak hidrofobicitasa
miatt kézenfekvd az atmoszférikus nyomasu kémiai ionizacion alapulod ionforras hasznalata
[10,11,15,18]. Jarvis és tarsai viszont pozitiv eletrospray ionforrassal ionizaltak a

molekulakat [19]. SIM és MRM modban is torténtek mérések a meghatarozasok soran.
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A Magyar Szabvany altal javasolt elszappanositasi és extrakcios koriilmények:

Szappanositas

Extrakcio

16 g zsir+150 ml metanol+ 1g pirogallol+(75 ml viz +
30 g KOH)+ nitrogén buborékoltatas: 70 °C 30 percet

PE+DEE (9+1) 2*100 ml, vizes
mosas 5*100 ml

8g zsirt100 ml etanol+1g natrium-aszkorbat+0,04g
natrium-szulfid+12g ~ KOH+50 ml  viz+nitrogén
atbuborékoltatds: 80 °C 30 percet

n-hexan, 3*100 ml és 3*50 ml;
vizes mosas 4*100ml

8g zsir+35 ml etanol+2g natrium-aszkorbat+10 g
KOH+50 ml viz+100°C 45 percet

n-hexan 1*100 ml; 5% KOH
mosas, 1*100ml; 30%-0s etanol
9 %-os natrium-kloridban ezzel
mosas 1*100 ml; 0,9 %-0s
natrium-klorid mosas 1*100ml

12g  zsirt30 ml etanol+30 ml
aszkorbinsav+30 ml  50%-os
atbuborékoltatas+100 °C 30 percet

metanol+0,1 g
KOH+  nitrogén

DEE, 2*100ml; vizes mosas,
4*50 ml

6-8 g zsir+100ml etanol+1g aszkorbinsav+50 ml 50%-0s
KOH+nitrogén atbuborékoltatds: 100°C reflux alatt 30
percet

PE+DEE (1+1), 2*200ml, vizes
mosas, 6*50 ml

8g zsir+1g pirogallol + 150 ml 28 %-0s KOH etanolban
¢s viz (9+1)+nitrogén atbuborékoltatas: 100 °C reflux
alatt 30 percet

DEE+PE (1+1),2*500ml, vizes
mosas, 5*150 ml

24 g zsir+90 ml etanol+0,5 g natrium-aszkorbat+30 ml
60%-0s KOH+ nitrogén atbuborékoltatas: 100 °C
45percet, reflux alatt

DEE, 1*150ml, 3*75ml, mosas
5*200 ml

KOH= Kalium-hidroxid

PE= petroleum-¢ter

DEE-= dietil-éter
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A Magyar Szabvany altal javasolt HPLC koriilmények:

Példak a félpreparativ HPLC rendszerekre. (A minta tisztitasahoz hasznaltak)

Dimenziok Detektalasi
Kolonna Eluens (V+V)

mm hullamhossz
Polygosil 60, 5 um 250*8 izo-oktan+iso-butanol (99+1) 265 nm
LiChrospher Si 60, Sum 250*4 n-hexan+2-propanol (99+1) 265 nm

LiChrospher Si 100, 5
250*8 n-hexan+ 2-propanol (98+2) 265 nm
pm

uPorasil silica 300*3,9 n-hexan + THF+2-propanol (98-1-1) 265 nm
Partisil PAC, 5 um 250*4,6 n-hexan+ isoamilalkohol (99+1) 265 nm
LiChrosorb Si 60 250*4 n-hexan+ 2-propanol+THF (98+1+1) 265 nm
LiChrosorb Si 60 250*4 n-hexan+2-propanol (95+5) 265 nm
LiChrosorb Si 60 250*4 n-hexan +2-propanol (97+3) 265 nm

Péld4ak analitikai HPLC rendszerekre, amiket a D-vitamin detektalasdhoz hasznaltak:

Dimenziok Detektalasi
Kolonna Eluens (V+V)
mm hullamhossz
Hypersil ODS, 5 um 250*4,6 metanol 265 nm
LiChrospher 100 RP 18,5
250*4 metanol+viz (95+5) 264 nm
wm
Vydac 201TP54 250*4,6 metanol+viz (93+7) 265 nm
Vydac 201TP54 250*4,6 acetonitril+metanol (80+20) 265nm
. acetonitril+diklormetan+metanol
Spherisorb ODS 2,5 um | 250*4,6 dioda sor
(93+4+3)
Nucleosil Cig, 5 um 250*4 acetonitril+metanol (70+30) 265 nm
Zorbax ODS 250*4,6 acetonitril+metanol (95+5) 265 nm

5. tablazat: A Magyar Szabvanybol vett példak lehetséges extrakcios, elszappanositasi és
HPLC kortlményekre [17].
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[19]

200 pl plazma +vortex 15 perc+1 ml hexant+15
perc kevertetés+ centrifuga 15perc 14000 rpm
+felsd hexan fazisbol 800pHnitrogén alatt
szaritas 45°C + 175 pl 50:50 metanol-viz

Phenomenex Kinetex PFP
KOLONNA (100*3.0
mm,2.6 pm, 100A), 30°C,
400 pl/perc, Eluens A:
viz+0.1 hangyasav Eluens
B: metanol +0.1 %
hangyasav, 6 perc,

ESI(+) MRM mod

[17]

margarin, tej,
tejpor,siitGolaj,
halolaj

110 g- 30 g minta +Nitrogén alatt refluxaltatis+
etanol, viz, antioxidans (aszkrobinsav) és KOH
oldat +Natrium-szulfid, Lehetséges
mennyiségek: minta: 10-30 g+ etanol:100 mH+
aszkorhinsav: 1- 2.5 g+ KOH: 50 ml 50g/100 ml-
boH 20-45 perc 70-100°C-on melegités+ KOH
és id6, ha nem tokéletes az
elszappanosodas+Etanolos szappanosité oldat:
28 g KOH/100 ml etanol: viz 90: 10 elegyben.

Az etanollal megegyez$ mennyiségii viz, az
emulzi6 elkeriilése miatt +Oldoszerek az
extrakciohoz: dietil-éter, diklormetan, petroleum,
n-hexan, etil-acetat.+ 2-4-szer extrahalés +Az
extrahalt fazisokat ph:7-es desztillalt vizzel
mostak 6tszor +Viz helyett 2.6 mol/l Na-acetat
0.9 % NACI és 3-5 % KOH oldata hasznalhato
+40°C beparolas. +Vizmentes Na-szulfatot a
vizmentesités céljabol.

C18 5 um, 4mm* 250 mm,
eluensek: forditott fazisnal:
metanol, metanol-viz 95:5
vagy 93:7, ACN és
metanol 80:20 vagy 90:10
¢és 70:30 (tovabbi
lehetséges HPLC
koriimények a
5.tablazatban)

uv

[16]

tojas sargaja

szobahémérsékleten szappanositva: 93%, 100
fokon: 85 %, csokentett fényviszonyok mellett+
botturmixal homogenizaltak,+ 20g minta +250 ml-

es Erlenmeyerben +1-2 ug D2 +20 ml

aszkorbinsav 10 W/W %-os vizben, + 50 ml

KOH 50 W/W%-os desztilllt vizben, + 100 ml
etanol + 30 sec nitrogén atbuborékoltatas
+éjszakan at magneses keverdvel kevertetés,

Kétszer 2 percet 200 ml pertoleum éter, dietil-
éter 1:1 elegyével extrahaltak+ A gyiijtott fazist
addig mostak vizzel mig semleges nem lett
+Szaritottak vizmentes Na-szulfattal, +lesziirték,
¢és beparoltak +10 ml n-hexanban visszaoldottak.

SPE:Bakerbond Silica 0.5g, Bond Elut
silica 0.5g, Blond Elute Amino 0.5 g,
n-hexan vagy n-hexan izopropanol
elegy az oldoszer

Vydac TP54 25cm*4.6
mm, 5 pm, Eluens: 94 %

metanol €s 6 % viz, 1
mbl/min, 25 pl : inj. térfogat.

uv

[11]

zsirszovet,
aprozva, szaritva

minta 0.2-0.25 g +1.3 ml viz, +1.3 ml etanol,
homogenizaltdk PowerGen 125 Homogenizer-el.
+200 pl -t ebbdl az elegybdl egy kémesdbe
bemértek+ 200 ul 288 nmol/l D3 belsé standard
+beparlas 45°C nitrogén alatt + 1 ml 30 %-os
KOH +1 ml viz +Kevertetés
szobahémérsékleten 250 rpm 3 ora

2 ml viz és 3 ml hexan + dsszekevertetés + 3
ml abszolut etanolt +vortex 5 perc+ centrifuga
3000 rpm 4°C +felsé hexanos fazist beparoltak
nitrogén alatt 45°C-on +( SPE-C18 hasznalata +
20 pl metilén-klorid és 180 ul metanol

4.6*250 mm, 30 °C, 1
ml/min, Eluens A: metanol,
Eluens B: metilén-klorid,
Gradiens elicio: 1-10 perc:
100% Elunes A, 10-25.
perc: 50 % A és 50 % B,
25-35 perc: 100 % eluens
A.

APCI (+), SIM
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[12]

tej, tejpor,
szdjabab olaj,

30 g minta+ 3 g aszkorhinsav +65 ml KOH-
etanol oldat ( 50 ml etanolban 15 ml 60 W/V%
KOH) + Egész éjszaka razas
szobah6mérsékleten.

Elvélaszto tolesérben: +25 ml hexant+ 5 percet

razas+ 3-szor megismételték +A szerves

fazisokat egyesitették +25 ml viz +40°C
beparoltas szarazra + 5 ml metanol

Eluens: SDS 0.1-3 W/V%
butil-alkohol 10, 12 vagy 15

mmol/liter foszfat pufferrel.

C18, 250mm*4.6 mm, 5
um, 30 fok, 20 percet 2
ml/perccel kondicialtak.

%. 1 literre kiegészitve 20
PH=7. Hasznélat el6tt

0.45 pm-es membrannal
sziirtek at.

uv

[10]

sertés
zsirszovet:

20-100g minta

Homogenizalas botmixerrel + A
homogenatumbol 0.5 g keverdedénybe + 2 ml
0.2 N Na-dodecil-szulfat + 2 perc 6rlés+ 2 ml
metanoH 250 ng ISTD-t és 50 pl metanol+ 10
perc 3000 rpm centrifugaltatas +A feliiliszobol
1000 pl -t kimértek és +4000 pul metanol: viz 1:1
aranyu elegye

Chromabond SPE C18. 500 mg
redukalt nyomason. Cartridge 1 ml
metanollal lett aktivalva és 1 ml vizzel
lett ekviriblalva. 1000 pl extraktum
lett a Cartridgba toltve.Majd 1 ml
vizzel mostak az oszlopot, és 2 ml

etanollal elualtak. Az eluatumot

beparoltak csokentett
nyomason.(rotalas) Visszaoldottak
250 pl viz-etanol 1:1 arany
elegyében.

50 pl : inj. Térfogat.
Aquasil C18 3mm*100
mm, 3 um, Forward flush
mod

APCI positive, SIM 25-
OH-D3=401.3 m/z
drying gas: 9.5 I/min 225
fokon, spray gas: 50 psig
250 °C-on, ionisation
potential: 3000V, corona
current: 10
pA fragmentor: 90 V

[13]

tej termosztalt

1g minta+Csokkentett fényviszonyok +AAS
etanolt (4 ml) + kevés pyrogallol és

aszkorbinsav +votex+10 percet varakozas +

Nitrogénnel atbuborékoltattak +0.5 ml EDTA és

Mintak lehiitése+2 ml viz és n-h til acetat
(8+2, v/v) + 500 rpm centrifugaltatas10 perc+ 2
ml n-hexan-etil acetat (8+2)+ razis+A szerves

Normal fazist LC:
pPorasil kolonnal0 pm, 30
cm*3.9 mm, Eluens: n-
hexan, tetrahidrofuran és
2- propanol (98:1:1). 1
ml/perc. Inj. Térfogat: 300

Vydac TP 54 5 pm, 25
cm*4.6mm, 25 fokon,
Eluens: 93 % metanol és

40 °C- .5 ml KOH (KOH KOH 50: 100 ml
0°C-on 05 | OH (KO 50),(, o 50 509 OO fazisokat Gsszedntotték és 30°C-on nitrogén uml. Az Gsszegyiijtott  |7% viz. 1 mlperc 75 pl: inj.
vizben feloldva) +razas+forrasban levé L, , . .o .
PP . . alatt beparlas +1 ml-n-hexan frakciokat nitrogén alatt Térfogat.
vizfiirdébe raktak 20 percre +10 percenként a L,
csiveket mearaztak beparoltak és 150 ul 7 %
& vizes metanolban
feloldottak.
Normal fazis LC:
PO pPorasil kolonna 10 pm,
+ %-
g homogenizilt minta +5 ml 2%-05 | 1y pean el acetdt (8+2) 30 cm*3.9 mm, Eluens: n-
aszkorbinsav(vizes) +10 ml etanol +1 ml belsé o A . -
; elegye+2 perc razatas Desaga hexan, tetrahidrofuran és | Vydac TP 54 5 um, 25
standard (0.2 pg D2)+Vortex+ mosés "
nitrogtnnel + 4 ml KOH-t a KOH100-b6L mixer-rel+3-szor +szerves 2- propanol (98:1:1). 1 cm*4.6mm, 25 fokon,
hal g fazisokat 100 ml-es csébe mbl/perc. Inj. Térfogat: 300 Eluens: 93 % metanol és

(KOH100: 100 g KOH 100 ml vizben)+
Forrasban levé vizfirdében 20 perc + 10 perc
utan vortexelték + jeges vizflirdd 10 perc+ 10 ml
10 %-0s NaCkt

gylijtotték +20 ml 5%-o0s NaCl-al
mosas +Beparlas 30°C-on+5 ml
etanok5 ml n-hexan+beparlas.

uml. Az dsszegy(jtott
frakciokat nitrogén alatt
beparoltak és 150 ul 7 %
vizes metanolban
feloldottak.

7% viz. 1 ml/perc 75 pl: inj.
Térfogat.

UV 265 nm
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[18]

késziilt ételek:
gabona ¢és
anyatej por

Csecsemoknek

viz (40°C)+razas+ 30 g ebbdl a mixbSH0.2 g
takadiastase+ 30 perc 45°C-on+folyamatos

szulfid+1 g aszkrobinsav+ Nitrogén alatt
Gsszeraztak+ reflux alatt 30 perc 5°C-

ml-re kiegészitették az elegyet vizzel.

Elhomogenizalt ételminta (50 g)+ 100 ml meleg

razogatas+7 g KOH+ 50 ml etanok+1 g szodium-

onmelegités+ 2 g natrium-1-pentanszulfonat+100

SPE: Cartridge: Chromabond XTR,

70 ml cartridge (Miacherey-Nagel,

Diiren) 20 ml elszappanositott oldat
+15 perc adszorbealodas+ 100 ml n-
hexan ( 5 mg BHT-t tartamazott) +
Beparlad+4 ml HPLC eluens+ 0.45
um-es membran sziirén

inj. Térfogat: 40 pl,
Nucleosil 100-5,
250mm*4.6 mm. 1.45
ml/perc, Eluens:
hexan/dioxan/2-propanol
(96.7:3:0.3, VIVIV)

APCI, 200 V:
fragmentro voltage, gas
flow: 5 Umin, nebulazer
nyomas:: 60 psig, 350 °C

ckapillaris fesziiltség.
3000V korona
fesziiltség: 4.0 pA, SIM
D3:379.1397,1 398,2
m/z
D2:385.2,386.2,367.2
miz

[14]

50-100 g tej és

gomba 20 g

haltojassargaja,

hus,margarin,
maj

tejtermékek, 1 g

elszappanositast egy éjszakan at végezték.
(Matilla 1992)

éter 1:1 elegyével.

Kétszer kiextrahaltak dietil-éter és petroleum

SPE: tojassargajanal és margarinnal
silica SPE kolonnan. (2 g tojassargaja
és 0.5 g margarin). Az oldészerek: n-
hexan-2-propanol.

Minden mintdhoz
hasznéltak.

RP és SP is lehet

uv

[15]

és
csecsembknek
adhaté tejpor

Dusitott tehén tej

10 ml minta +0.5 g aszkorbinsav +40 ml etanol
+10 ml 100 % (w/v) KOH-al vizben +Reflux
alatt melegités 30 perc + jeges fiirdé

50 ml viz+10 ml etanol + Elvalaszto tolcsérbe

BHT-t +kirazas+ még kétszer,de 20 ml
hexannal hexanos fazisokat 3*100 ml vizzel
mostak + 40°C-on beparlas +1 ml internal
standard oldészer+3 mm-es 0.45 um Teflon
sz{irén atnyomtak.

ontotték + 50 ml hexan, ami tartalmazott 15 mg/l

Nem dusitott tej
¢s friss tehéntej

10 ml minta + 0.5 g aszkorbinsavval +40 ml
etanol +10 ml 100 % (w/v) KOH-al vizben
+Reflux alatt melegitették 30 percet +
Lehiitotték jeges fiirdoben.

51 ml viz+10 ml etanol + Elvalaszto tolcsérbe

ontétték + 50 ml hexan, ami tartalmazott 15 mg/!

BHT-t +kirazas+ még kétszer,de 20 ml

hexannal+ hexanos fazisokat 3*100 ml vizzel

mostak + 40°C-on beparlas +1 ml internal

standard oldoszer+3 mm-es 0.45 um Tefn
sz{iron atnyomtak.

) 2 ml hexan-t 6ntéttek 500 mg Silica
SPE cartridge-ra. A cartridget
mostak 3 ml hexdnnal és 3 ml hexan:
etil-acetat (80220 v/v) elegyével
Beparoltdk és 0.25 ml internal
standard oldoszerben visszaoldottak.

autosampler 4 °C 2.1*150
mm 5 pm Polaris C18-A
kolonna 30 °C-on. Eluens:
metanol:viz ( 92:8 v/v) 0.2
ml/perc.

APCI hémérséklet: 200
°C, ion fesziiltség: 4.5
HAFtott kapillaris: 200
°C sheath és auxiliary
gazok: 20 és 5 units.
Forras fesziiltség: 4.4
kV kapillaris fesziiltség:
16V

6. tablazat: Osszefoglalo tablazat a szakirodalomban talalt, élelmiszerekbdl torténd D-vitamin meghatdrozasokrol
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4. Kisérleti rész

4.1. Anyagok, vegyszerek

e KOH: Gyarto: Siegfried AG K: 162900 T367

e Etanol abszolut: Gyart6: Molar Chemicals KFT. 02910-101-340

e N-hexan. Gyarto6: Prolabo Product code: 20864.320 95%-0s,

e Acetonitril: Gyarté: Merck KGaA HPLC gradiens min6éség, Index No: 608-001-00-3
e D2-vitamin standard (Ergokalciferol), Gyarto: Applichem, Lot: 9T000046,

e D3-vitamin standard (Kolekalciferol), Gyarté: Supelco, Lot: LB71018

e Ultratiszta viz (18 MQcm): Millipore Corporation, USA

4.2. Felhasznalt miiszerek, eszkozok

e Nagynyomasu folyadékkromatografias pumpa: Perkin Elmer Series 200 micro LC
pump (Perkin Elmer, MA, USA)

e Degasser (buborékmentesitd): Perkin EImer Series 200 Vacuum Degasser

e Mintavalto: Perkin EImer Series 200 Autosampler

e Kolonna fiités: Perkin Elmer Series 200 Column Oven

e MS: PE SCIEX API 365 LC/MS/MS System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA)

o Kémcsoékeverd: Heidolph Reax 2000 (Heidolph Elektro GmbH, Keilheim,
Németorszag)

e Automata Pipettak: Eppendorf 1000 pl-es és 200 ul-es

e Centrifuga: Eppendorf Centrifugea 5430R (Eppendorf GmbH, Hamburg,
Németorszag)

o Beparlokésziilék: TurboVap LV (Zymark, Hopkinton, MA, USA)

e Folyadéktermosztat: Typ: M5 (Priifgerate WERK, Medingen sitz Freital, NDK)

e Ultramikromérleg: 4504 MPB-1 (Sartorius GmbH. Géttingen, Németorszag)

e Analitikai mérleg: RC 250S (Sartorius GmbH. Gottingen, Németorszag)
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4.3. Oldatok készitése

A D2- és D3-vitaminok tdrzsoldatait szilard anyagbo6l pontos tomegbeméréssel
készitettem acetonitril olddszerben 200 ppm (ng/ml) koncentracidban. A kalibracios
oldatsorozat készitése ezekbdl acetonitriles higitassal tortént. A belsd standardként hasznalt
D2-vitamin koncentracioja 5 ppm volt, a D3-vitaminé pedig rendre 5 ppb, 10 ppb, 30 ppb,
50 pp, 75 ppb, 100 ppb, 300 ppb, 500 ppb, 750 ppb, 1 ppm, 3 ppm és 5 ppm.

4.4. Tandem tomegspektrometrias modszerfejlesztés

A D3-vitamin az irodalmi adatok alapjan feltehetéen nagyon alacsony
koncentracioszinten van jelen a fiistolt szalonndban. A szalonna, mint matrix, raadasul
nagyon sok egyéb hidrofob zavaré komponenst tartalmazhat. Emiatt a D3-vitamin
detektalasara a folyadékkromatografias elvalasztds utdn tandem tomegspektrométert
valasztottunk, annak nagy szelektivitasa és érzékenysége miatt. A minta-clokészités és
mérés reprodukalhatésaganak novelése céljabol D2-vitamint valasztottuk belséd
standardnak. Ez a vegyiilet természetes eredetli husmintakban nem fordul eld, tulajdonsagai
nagyon hasonloak a D3-vitaminhoz és joval olcsobb, mint a D3-vitamin deuteralt formaja.

A mérend6 anyagok ionizalasara atmoszférikus nyomast kémiai ionizacios (APCI)
ionforrast hasznaltam, mivel az altalam vizsgalt vegyiiletek nagyon apolarisak, ezért
elektrospray ionforrassal nem jol mérhetéek. Az APCI ionforrast pozitiv ionizacios modban

hasznaltam. Az 1. dbran az altalam hasznalt APCI ionforras képe lathat6 [20,21].
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1. abra: APCI ionforras [21]

APCI ionforras miikodése: A mintat tartalmazo eluens egy kapillarison keresztiil érkezik az ionforrasba.

Egy koncentrikus kvarccs6 veszi korbe, amelyben flitott gaz aramlik. A kapillarisbol kilép6 folyadékot a
porlasztogaz apr6 cseppekre porlasztja, amik szinte azonnal elparolognak. A térbe benyulo tiin korona kistilés

jon 1étre, amely elsésorban az oldoszer molekulakat ionizalja. Ezek adjak at toltésiiket a minta molekulaknak.

A modszerfejlesztés elso 1épése a tandem tomegspektrométer optimalasa volt. A D2- és
D3-vitamint tartalmaz6 standard oldatot infizids pumpaval folyamatosan, kis 4ramlasi
sebességgel (10 ul/perc) juttattam a tomegspektrométerbe. A molekulaionokat teljes scan
moédban kerestem meg. A két molekulaion [M+H]" protonalt molekulaion volt. A
molekulaionok megtalalasa utan megkerestem a fragmens ionokat leanyion scan
tizemmodban. Kivalasztottam a legintenzivebb fragmenseket. A D3-vitamin esetén: 385,4
m/z a molekulaion és 107 m/z a legintenzivebb fragmens, D2-vitamin esetén 389,7 m/z a
molekulaion és 69 m/z a legintenzivebb fragmens.

MRM {izemmodban a Q1 kvadrupdlon a molekulaiont, a Q3 kvadrupolon a
fragmensiont atengedve optimaltam a detektalast a kovetkezé négy paraméterre:
deklaszterald potencidl (DP), belépési potencial (EP), iitk6zési energia (CE) és iitkdzési

cella kilépési potencial (CXP).
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Aramlo oldatos injektalasos iizemmodban (FIA, flow injection analysis)
optimalizaltam a fiiggénygazt, a GS1-et (szaritdé gaz) és a homérsékletet a fragmens ionok
maximalis intenzitasanak érdekében.

A tomegspektrométer optimalt paraméterei a D3-vitaminra pozitiv iizemmodban:
hémérséklet: 350°C, fiiggonygaz: 10 I/h, GS1: 40, NC:2 (kisiilési aram), CEM: 2000
(elektronsokszoroz6 fesziiltség), CAD gaz (litkdzési gaz): kozepes, DP: 40 V, EP: 4 V, CE:
40eV,CXP:15V.

A tomegspektrométer optimalt paraméterei a D2-vitaminra pozitiv iizemmodban:
hémérséklet: 350°C, fiiggonygaz: 10 1/h, GS1: 40, NC:3 (kisiilési aram), CEM: 2000
(detektor fesziiltség), CAD gaz (iitkozési gaz): kozepes, DP: 48-64 V, EP: 5 V, CE: 40-60
eV, CXP: 6-15 V.

A tomegspektrometridas mérOdmodszerben bizonyos paraméterek nem allithatok
vegylilet szerint, igy ezek esetén a D3-vitamin optimalizalt paramétereit hasznaltam, mivel
ez a mérendd anyag és ezt kell érzékenyebben mérni. A 3. abran megfigyelhetd, hogy a D3-
vitamin intezitdsa négyszeres a D2-vitaminé¢hoz képest ugyananndl a koncentracio értéknél.
Ez részben annak koszonhetd, hogy a D2-vitamin esetében nem minden paraméter

optimalizalt a modszerben.

4.5. Folyadékkromatografias modszerfejlesztés

A minta folyadékkromatografids elvalasztasara két kiilonb6zd oszlopot probaltam ki.
Az elsé egy polimerfazisu Cig-as, Asahipak ODP-50 4.0x125mme-es 5 um-es kolonna volt.
A masodik oszlop egy héjszerkezetii Cyg-as, Kinetex 2,1x50 mm-es, 1,7 um-es kolonna
volt.

Eluensként tiszta acetonitrilt hasznaltam. Az aramlasi sebesség 500 ul/perc volt, a
minta injektalasi térfogat 10ul, a mintavaltot 20 °C-on termosztaltam. A két kiilonb6zo
oszlopon mért kromatogramokat a 2. és a 3. abra szemlélteti 0,5 ppm D2- és D3-vitamin

injektalasa esetén.
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3. abra: A Kinetex oszlopon felvett kromatogram 0,5 ppm koncentracioja D2- és D3-

vitamin injektalasakor. (D3-vitamin-kék, D2-vitamin-piros)
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A két anyag a hagyomanyos polimer fazisu oszlopon szinte alapvonalig elvalt, de 13
perc volt a retencios id0. A héjszerkezetii Kinetex oszlop hasznélata soran a két csucs
teljesen atlapolt, de 2 perc alatt eludldédtak a csticsok. Lathatd tovabba, hogy a Kinetex
oszlopon a csucsok joval kevésbé kenddtek szét, magasabbak, emiatt a jel/zaj viszony is
nétt, ami érzékenyebb detektalast tesz lehetévé. A tovabbi munkdhoz a Kinetex Cig-as
oszlopot valaszottam, mert ezen joval kevesebb id6 alatt elualodott a D3- és D2-vitamin,
igy az analizis sebessége jelentOsen nott.

Kisérletet tettem a hatékonyabb elvalasztas elérésére. Megvizsgaltam, hogy hogyan
valtozik az intenzitas és a két csucs elualodasa, ha 95% acetonitrilt és 5% vizet hasznalok
eluensként. A 4. és 5. dbran a 100% ACN és a 95% acetonitrilt és 5% vizet tartalmazo

eluenssel felvett kromatogramokat szemléltetem.

XIC of +VIRM (2 pairs): 385.4/107.0 anui from Sanple 29 (1 ppm DG+ 5 pprm D2) of 20120918.Wiff (Heated Nebulizer)
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4. abra: 1 ppm D3 és 5 ppm D2 oldat, 100% ACN eluens (kék: D3-vitamin, piros: D2-
vitamin)
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5. abra: 1 ppm D3 és 5 ppm D2 oldat, 95% ACN és 5 % viz eluens (kék: D3-vitamin,
piros: D2-vitamin)

23



Lathato, hogy a két csucs kb. 0,7 perccel hatrébb tolodott és eléggé kiszélesedett, a
felbontas viszont nem javult jelentésen. A cstcsszélesedés miatt a D3-vitamin
csticsmagassaga lecsokkent 5500 cps-r6l 4000 cps-re, a D2-vitaminé 5700 cps-rél
lecsokkent 4400 cps-re. Mivel ez a jel/zaj viszony, azaz az érzékenység csokkenését jelenti,
a tovabbiakban a 100% acetonitrilt haszndltam eluensként. Az alapvonalig torténd
kromatogréafids elvalasztds nem fontos a tandem tomegspektrometrids detektor hasznalata
esetén, hiszen az egymagaban biztositja a megfeleld szelektivitast. Mivel a mérendd anyag
1s és a belsd standard is kis koncentracioban van jelen az elOkészitett mintdban, igy

koelucidjuk soran feltehetéen nem zavarjak egymas ionizacidjat.

4.6. Minta-elokészitési modszer fejlesztése

A minta-elokészitési modszer fejlesztésénél a szakirodalomban [11] zsirszovetbol
torténd D-vitamin meghatdrozasra leirt modszerbdl indultam ki (ldsd 6. tablazat). A
modszeren tobb modositast, egyszerlisitést hajtottam végre, mert feleslegesen tal
bonyolultnak bizonyult.

A kovetkezOkben az altalam kidolgozott minta-elokészitési modszert és annak
optimalasi 1épéseit irom le. A szalonnakat hiitében, alufélidba csomagolva, fénytol védve
tartottam. A mintat a szalonnabol vagtam le, majd apré darabokra vagtam fel. Analitikali
mérlegen bemértem 0,2 g zsirszovetet. Hozzaadtam 1,3 ml etanolt és 1,3 ml vizet. A KOH-
ot pasztillaként adagoltam. Valtoztatva a KOH mennyiségét megvizsgaltam az
elszappanosodas hatasfokat. 0,3, 0,5, 0,9 és 2 gramm KOH pasztillat adagoltam a
mintakhoz. 0,9 g KOH hozzaadasakor fél nap razatas utan is még s6tét sarga volt az oldat
¢s apro fehér zsirszemcsék maradtak benne. 2 g KOH hatasara sotét sarga siirti oldatot
kaptam. Feltehetéleg kevés volt 1,3 ml viz, ahhoz hogy teljesen feloldédjanak a KOH
pasztillak. 0,3g KOH mennyiségnél kevés volt a KOH mennyisége, egy egész ¢jszakas
razatas utan is zsiros volt az oldat. 0,5 gramm KOH majdnem megfelel6nek tiint, de harom
parhuzamosbol egy egész éjszakai razatas utan is csak maximum 2 minta szappanosodott el
teljesen. Az elszappanosodas soran a stirti fehér oldatbol tiszta, kicsit sargas oldatot kaptam.

Ezt a 6. abran szemléltetem. A képeket a mérések soran készitettem.
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Homogenizalas utan a zsirszovet

6. abra: Homogenizalas és elszappanositas utan a zsirszovet

Mivel a harom parhuzamos mintabol csak kett6 minta szappanosodott el egy éjszaka
alatt, tovabbi megoldasokat kerestem, hogy az elszappanosodas hatasfokat noveljem. Az
irodalomban néhanyan leirtak, hogy a szappanositast emelt hémérsékleten végezték. Ezért
kiprobaltam viszonylag alacsony hémérsékleten, 50°C-os vizfiirdében a szappanositast. 0,5
gramm KOH mennyiség esetén 60 perc alatt a homogenizalt szalonna oldatok nagyobb
aranyban szappanosodtak el, mint szobahdmérsékleten razatassal egy éjszaka alatt. 0,7
gramm KOH mennyiségnél viszont mindegyik minta Kkitisztult, igy ezt az eljarast
valasztottam.

Miutan kihtltek a mintak, a D-vitaminokat kiextrahaltam. Az extrakcid soran 2 ml
vizet és 3 ml hexant adtam hozzajuk, majd 6sszekeverés utan még 3 ml abszoltt etanolt. A
plusz etanol hozzdadasara azért volt sziikség, hogy az etanol:viz arany 1:1 maradjon és igy
ne alakuljon ki emulzio. A mintakat 5 percig vortexeltem, majd 3000 rpm fordulatszamon
10 percig centrifugaltattam. A felsé hexanos fazist atpipettaztam egy tiszta kémcsébe és
45°C-on nitrogén alatt szarazra paroltam. A beparlasi maradékot 0,3 ml acetonitrilben
oldottam vissza. Ekkor fehér, zavaros oldatot kaptam, vagyis a minta nem lett megfeleléen
tiszta.

Ennek clkeriilésére a hexanos extrahalas utan egy mosasi fazist probaltam beiktatni a
beparlas el6tt. 2 ml vizzel mostam a hexanos részt. Ekkor a centrifugalas utan harom fazist
kaptam. Az also fazis volt a viz, a kozéps6 egy lugos fehér pelyhes oldat, (valosziniileg

szappanos viz) a fels6 pedig a hexanos fazis. Az elején belerakott 3 ml hexan extrahalo
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szernek csak a harmadat tudtam a legvégén lepipettazni és beparolni. A kozépsé fazis
megsziintetésére a vizes mosas helyett sos vizes mosast alkalmaztam. A s6s vizes mosashoz
4g NaCl-ot oldottam fel 50 ml vizben. Eredményiil harom fazis helyett két fazist kaptam.

Ennek a folyamatnak a szemléltetése a 7. abran kovethetd végig.

— \ J
\\ —

Vizzel mosva Sés Vizzel mosva

7. abra: Vizzel vagy so6s vizzel mosva

Legvégiil méretndveltem a moddszert. 0,2 g minta helyett 1 grammot mértem be. A

kidolgozott minta-el6készitési modszer a kovetkezo:

e +1g minta

e +6,5ml viz

e +6,5ml etanol

e +3,5g KOH

e +30 pul 50 ppm-es D2-vitamin oldatbodl

e +50 perc 50 °C —os vizfiirdd

o +2mlviz

e +5ml hexan

e +2ml etanol

e +10 perc centrifuga 5000 rpm

e +4 ml sos viz a fels6 hexan fazishoz

e +10 perc centrifuga 5000 rpm

e +beparlas 45 °C-on (fels6 hexan fazist)

e +0,3ml ACN
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4.7. Validalasi paraméterek

A validalasi protokolt a Balint Analitika Kft.-ben a vitaminok meghatarozasara
hasznalt validalasi guideline alapjan dolgoztuk ki, helyenként modositva és kiegészitve. A
kovetkezo validalasi paramétereket hataroztuk meg.

4.7.1. Szelektivitas:

A szelektivitas meghatarozasa soran haromszor injektaltam az olddszert, az el6készitett
vak mintat és egy standard oldatot. A vak minta készitésénél szalonna helyett desztillalt
vizet készitettem el6 az altalam kidolgozott minta-el6készitési modszerrel. A moddszer
szelektivitasanak feltétele, hogy a meghatarozando anyag retencids idejénél ne elulalodjon
zavaro csucs, illetve a zavard csics nagysaga maximum a meghatarozasi hatarhoz tartozo
jelszint 6tode lehet. A modszer bels6 standardra vonatkozo szelektivitasat Szalonna matrix-
szal is vizsgaltam.

4.7.2. Kimutatasi és meghatarozasi hatar

A kimutatasi és meghatarozasi hatar meghatarozasahoz addig higitottam a standard
oldatokat, mig el nem értem a 10-es és a 3-as jel/zaj viszonyhoz tartozdé koncentracio
szinteket. Ekkor a 10-es vagy 10 feletti jel/zaj viszonynal lesz a QL szint (meghatarozasi
hatar) ( QL- quantitation limit). 3-as jel/zaj szintnél vagy annal feljebb lesz a kimutatasi
hatar (DL- detection limit). Haromszor mértem meg mindkét szintet és a jel/zaj viszonyok
atlagat vettem figyelembe. A meghatarozasi hatartol kezdédik a mennyiségi meghatarozas,
a kimutatasi hatartél a minds€gi meghatarozas.

4.7.3. Linearitas

A linearitast standard oldatokbol hataroztam meg 11 pontos kalibracidos egyenes
felvételével. A QL szint volt a legalacsonyabb kalibracios pont. A kalibracios standardok
D3-vitamin koncentracidja rendre: 10 ppb, 30 ppb, 50 pp, 75 ppb, 100 ppb, 300 ppb, 500
ppb, 750 ppb, 1 ppm, 3 ppm és 5 ppm. A belsé standard koncentracidja 5 ppm volt a
kalibraciés oldatokban. Minden pontot 3-szor injektaltam. A linearitas feltétele, hogy a
kalibracios pontok precizitasa 80-120% kozé essen €s a korrelacios koefficiens 98%-nal
nagyobb legyen. A pontossagot a kalibraciés pontok kalibracidos egyenes alapjan

visszaszamolt koncentracidinak a névleges koncentracidhoz viszonyitott %-os értéke adja.
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4.7.4. Rendszeralkalmassag

A rendszeralkalmassag segitségével informaciot szerezhetink a HPLC-MS/MS
3-szor beinjektaltam. A rendszeralkalmassag megfeleld, ha a csucsteriiletek és a retencios
id6k szorasa £10%-nal kisebb.

4.7.5. Modszerprecizitas

A modszerprecizitas vizsgalata soran D2- és D3-vitaminnal spike-olt vizmintakat
készitettem el harom-harom parhuzamossal két koncentracidszinten (300 ppb és 3 ppm).
Az eldkészitett szalonna mintakbol szintén meghataroztam a modszer precizitasat, ekkor a
injektaltam. Akkor fogadjuk el preciznek a modszert, ha a szorasok 5%-on beliil esnek.
4.7.6. Visszanyerés

Vizes kozegb6l két koncentracio értéknél (300 ppb és 3 ppm) vizsgaltam meg a
visszanyeréseket. Eloszor az eldkészitett spike-olt vizmintakra kapott cstcsteriileteket
hasonlitottam 0ssze a standard oldat teriiletével, majd kiszadmitottam a visszanyerést. Az
extrakcio kozben az atmérésekbdl szarmazd veszteséggel korrigalva kiszamitottam az
extrahéalds hatasfokat. Végiil kiszamitottam a relativ visszanyerést is ahol az el6készitett
mintaban mért D3-vitamin/belsé standard csucsteriilet aranyt hasonlitottam a standard
oldatban mért aranyhoz.

A D2-vitamin visszanyerését szalonna mintdbol is vizsgaltam. 5 ppm
koncentracioszintre  spike-olt, elOkészitett szalonnamintakra kapott detektorjelet
hasonlitottam &ssze a standard oldatok jelével.

A visszanyerés elfogadhatd, ha a szordsa nem haladja meg a 15%-ot.

4.7.7. Matrixhatas vizsgalat

A minta koelualodé matrix komponensei leronthatjak a célvegyiiletek ionizaciojat.
Ennek vizsgalatara a HPLC-rendszerbe az eldkészitett iires matrixot injektaltuk, és a
kolonna utdn fecskendépumpabol egy T-elagazas beiktatdsaval a mérendd vegyiilet oldatat
vezettiik be az ionforrasba. Vizsgaltuk, hogy az analat retenciés idejénél van-e intenzitas
csokkenés, amit az esetleges egyiitt elualddo zavardé komponensek ionizacids szupresszioja

okoz.
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4.7.8. Szalonnamintak mérése

Megvizsgaltam a Mangalica & Tarsai Huspatika hentes boltjadban vett szalonna és a
napfényben nevelt sertés szalonna vitamin tartalmat. Harom parhuzamos szalonnamintat
készitettem elé a kidolgozott modszerrel mindkét mintabol. Mindegyik mintat haromszor
injektaltam be. Ezutan a kalibracio alapjan kiértékeltem a mintdkat. Minden méréshez

aznapi kalibraciot készitettem.

5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Szelektivitas

A modszer szelektivitasanak vizsgalatdhoz olyan vakmintakat hasznaltam, amelyben
nem taladlhatoak meg a vizsgalt vitaminok. Egyrészt ultratiszta vizmintakat, masrészt D2-
vitaminnal nem adalékolt szalonnamintakat készitettem ¢l6 a 4.7.1. pontban leirtak alapjan.
Az 6sszehasonlitast egy 100 ppb-s standard oldat kromatogramjaival végeztem el.

A 8-11. abran mutatom be a kapott kromatogramokat.

XIC of HVIRM (2 pairs): 385.4/107.0 anmu from Sanple 30 (ACN) of 20120918 wiff (Heated Nebulizer) Max. 65.0 cps.|
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XIC of +VRM (2 pairs): 385.4/107.0 amu from Sample 5 (100 ppb D3+ 5 ppm D2) of 20120918 wiff (Heated Nebuiizer) Vex: 7650 cps]
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9. abra: Standard oldat (100 ppb) kromatogramja
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10. abra: Vak vizminta kromatogramja
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W 30C of +MRM (2 pairs): 397.0/69.0 amu from Sarrple 3 (Mintal) of 20121002.wiff (Heated Nebuizer) Mex. 290.0 cps]
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] i
o il : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |
05 35 40 45
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11. abra: D2-vitaminnal nem adalékolt szalonna minta kromatogramja
Az analat és a belsd standard retencios idejénél egyik vizsgalt mintdban sem eludlodik

zavar6 komponens, tehat a modszer szelektiv.

5.2. Kimutatasi és meghatarozasi hatar

A kimutatasi és meghatarozasi hatart standard oldatok haromszori injektalasaval
hataroztam meg. A fliggelék 9.1. és 9.2. pontjaban talalhatok a kapott kromatogramok. A
12. abran lathaté egy példa a detektalasi hatarhoz tartozd kromatogramok koziil. A

detektalasi hatar 5 ppb-nek bizonyult, mert itt az atlag jel/zaj= 6,2, azaz nagyobb, mint 3.
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W 3XIC of +VIRM (2 pairs): 385.4/107.0 amu from Sanrple 35 (5 ppb) of 20120018.wif (Heated Nebulizer) Mex 130.0 ops]

162

S/N=6

Peak Int.(Subt.)=1.2e+2
Ymax=2.0e+1 cps Ymin=0.0e+0 cps

Intensity, cps
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[}
T

12. abra: 5 ppb-s standard oldat-detektalasi hatar

A 13. abran lathaté a meghatdrozasi hatarhoz tartozé kromatogram.

XIC of *VIRMI (2 pairs): 385.4/107.0 amu from Sapie 1 (10 ppba+ 5 ppm D2) of 20120018. Wi (Heated Nebuiizen

183

55

S/N = 10.5

Peak Int.(Subt.)=1.6e+2

Ymax=1.5e+1 cps Ymin=0.0e+0 cps

Intensity, cps
o p 88888388 BEEEEE

v

13. abra: 10 ppb standard oldat - meghatarozasi hatar

A meghatarozasi hatdrnak a 10 ppb koncentraci6 szintet jeloltem meg, mert itt az atlag

jel/zaj viszony 15,2, azaz nagyobb, mint 10.

5.3. Linearitas vizsgalat

A HPLC-MS/MS moddszer linearitasat 11 kalibracios standard oldat haromszori
injektalasaval végeztem el a 4.7.3 fejezetben leirt modon. A D3-vitaminra kapott

csucstertiletet elosztottam a belsé standard csucsteriiletével, majd a hanyadost a minta és a
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belsd standard koncentracid ardnyanak fiiggvényében abrazoltam. A pontokra az l/yz-tel
stlyozott legkisebb négyzetek modszerével illesztettem egyenest. A kalibracios egyenes
jellemzésére az 1% értéket (korrelaciés koefficiens) hasznaltam. Az egyenes korrelacios
koefficiense r? =99,54%, ez megfelel a kovetelményeknek. A Kalibracié méréséhez tartozo

mérési eredmények a 9.3-as fliggelékben taldlhatéak. A kalibracids egyenest a 14. abra

mutatja.
D2+D3 0918.rdb (D3 vitarmin): “Linear" Regression ("1/ (y * y)" weighting): y = 0.000913 x + 0.0187 (r = 0.9984)
46
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14. abra: Kalibracios egyenes az 10 ppb-5 ppm tartomanyban.
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5.4. Rendszeralkalmassag

A rendszeralkalmassagot 50 ppb és 300 ppb koncentracidszinteken vizsgaltam 3-3

parhuzamost injektalva a standard oldatokbol. A 7. tablazatban lathatd, hogy a modszer

megfelel a kitizott kovetelményeknek. A relativ cstcsteriiletek szorasa 300 ppb-nél 4.0%,
50 ppb-nél 6,2%. A retencios idok szoérasa 300 ppb-nél 1,2% és 50 ppb-nél 2,1%.

belso
L .y D3 Relativ ‘ RSD | Retencios | ; RSD
Koncentracio csucsteriilete s,tanda"r d csucsteriilet Atlag (%) |id6 (min) Atlag (%)
csucsteriilete

300 ppb 7930 25900 0,306 1,74
7610 25800 0,295 0,307 | 4,0 1,72 1,7 | 1,2

7980 25000 0,319 1,70

50 ppb 1690 24600 0,069 1,65
1660 25200 0,066 0,065| 6,2 1,70 1,7 | 2,1

1670 27500 0,061 1,72

7. tablazat: Rendszeralkalmassag

5.5. Médszerprecizitas

A D3-vitamin moddszer precizitasat két koncentracioszinten spike-olt (300 ppb és 3

ppm), 3-3 parhuzamosban elékészitett vizmintabol hataroztam meg. A vizsgalat

eredményeit a 8.-9. tablazat foglalja Gssze.

Minta Szamolt koncentracié (ppb) | Atlag (ppb) S?;Z )a >
Mintal 301,0
Minta2 300,3
Minta3 300,7
300,7 0,1

8. tablazat: Modszerprecizitas 300 ppb-s koncentracidszinten vizmintakban
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Minta Szamolt koncentracié (ppb) ?ptpl)%g S?:;:;;‘s
Mintal 2846,7
Minta2 2806,7
Minta3 2796,7
2816,7 0.9

9. tablazat: Modszerprecizitas 3000 ppb-s koncentracidszinten vizmintakban.

crer

300 ppb adalékolasnal pedig 0,1 %.
A szalonna mintadkban is meghataroztam a modszer precizitasat. A vizsgalat eredményét a

10. tablazat foglalja 6ssze. Ekkor a szoras 2,6%-nak adodott.

Minta Szamolt koncentracio (ppb) Atlag (ppb) Szoras (%)
Mintal 3047,0
Minta2 3110,0
Minta3 3207,0
3121,3 2,6

10. tablazat: Modszerprecizitas az €les szalonna mintakban.

Mindhéarom szérés érték 5%-on beliil van, tehat kijelenthetd, hogy a mddszer preciz.

5.6. Visszanyerés

A visszanyerés vizsgalatokat két koncentracioszinten és vizhez illetve szalonna
matrixokhoz spike-olva vizsgaltam meg.
5.6.1. Vizbdl torténé visszanyerés vizsgalatok

A visszanyerés vizsgalatokat a 4.7.6 fejezetben leirtak alapjan végeztem. A
visszanyerés kiszamitasahoz az adalékolt mintdkra kapott csucsteriileteket standard
oldatokhoz viszonyitottam. Mivel az extrakcid soran a hexanos feliilluszo atmérésénél
mindig volt veszteség, amit mérni tudtam, ezzel korrigaltam a visszanyerést, igy az
extrakcios hatasfokot kaptam. Végiil a kapott értékek atlagat és szorasat kiszamitottam. Az

eredmények a 11.-14. tdblazatokban és a 9.4. fiiggelékben talalhatoak.
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Atmeérés

Név Atlag Visszanyerés hatssfoka Ex’trakci()s
(counts) (%) (%) hatasfok (%)
3 ppm standard 74400
Mintal 35750 48,0 54 89,0
Minta2 37700 50,7 60 84,4
Minta3 40450 54,4 60 90,6
Atlag 51,0 88,0
Szoras (%) 6,2 3,6

11. tablazat: D3-vitamin visszanyerése vizbdl 3ppm koncentracional vizsgalva és az
atmérési veszteséggel korrigalva.

Név Atlag Visszanyerés Atmérés Extrakciés
(counts) (%) hatasfoka (%0) hatasfok (%)
stancarg | 27500
Mintal 13900 50,4 54 93,3
Minta2 13800 50,0 60 83,3
Minta3 15400 55,8 60 93,0
Atlag 52,0 89,9
Széras (%) 6,2 6,3

12. tablazat: D2-vitamin visszanyerése vizbol, Sppm koncentracional vizsgalva €s az
atmérési veszteséggel korrigalva (D3 3 ppm-es szintjénél)

1 . . Atmérés Extrakcios
Név Atlag Visszanyerés hatasfoka hatasfok
(%) (0% )
(counts) 0) (%0)
300 ppb standard 8485

Mintal 4747 56,0 54 103,6
Minta2 4390 51,7 54 95,8
Minta2 4377 51,6 54 95,5
Atlag 53,1 98,3
Szoéras (%0) 4,7 4,7

13. tablazat: D3-vitamin visszanyerése vizb6l, 300 ppb koncentracional vizsgalva és az
atmérési veszteséggel korrigdlva
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] Atlag - ’ Atl’nérés Extr?kciés
Neév (counts) Visszanyerés (%) hatasfoka hatasfok
(%) (%)
5 ppm standard 28467

Mintal 16600 58,3 o4 108,0
Minta2 15400 24,1 o4 100,2
Minta3 15333 53,9 54 99,7
Atlag 55,4 102,6

Szoras (%) 45 45

14. tablazat: D2-vitamin visszanyerése vizbdl, 5 ppm koncentracional vizsgalva és az
atmérési veszteséggel korrigalva (D3 300 ppb-s szintjénél)

3 ppm-re adalékolt koncentracié szintnél a D3-vitamin visszanyerése 51,0% (R.S.D.:
6,2%), az extrakcios hatasfok pedig 88,0 % volt. A D2-vitamin visszanyerése ugyanebbdl
az oldatbol vizsgalva 5 ppm-re adalékolva 52,0% % (R.S.D: 6,2%), az extrakcios hatasfok
89,9 % volt. 300 ppb-re adalékolt koncentracio szintnél a D3-vitamin visszanyerése 53,1%
(R.S.D: 4,7%), az extrakcios hatasfok 98,3 %, a D2-vitamin visszanyerése 55,4% (R.S.D.:
4,5%) extrakcios hatasfoka pedig 102,6%.

A visszanyerések szorasa joval a megengedett 15% alatt maradt és a kiilonbozd
koncentracioszinteken jo egyezést mutatott. A két D-vitamin forma visszanyerése IS
azonos, ezért a D2-vitamin jol hasznalhatdé belsé standardként a D3-vitamin
meghatarozasara.

Ezt igazolja a kovetkezd szamitas is, ahol ugyanezen mintaknal a csucsteriilet aranybol

c sy

tablazat).
. . Névleges Visszanyerés
Minta Atlag (ppb) koncentracié (ppb) %
Mintal 301,0 300 100,3
Minta2 300,3 300 100,1
Minta3 300,7 300 100,2
Atlag 300,7 100,2
Szoras 0,2 0,1

15. tablazat: Visszanyerés vizsgalat 300 ppb-re adalékolt vizmintak esetén belsd

standarddal szamolva.
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Minta Atlag (ppb) Nevleges(;glt;;entracw Visszanyerés %
Mintal 2846,7 3000 94,9
Minta2 2806,7 3000 93,6
Minta3 2796,7 3000 93,2
Atlag 2816,7 93,9
Szoras 0,9 0,9

16. tablazat: Visszanyerés vizsgalat 3000 ppb-re adalékolt vizmintdk esetén, vizbdl, belsd
standarddal szdmolva.

3 ppm-re adalékolt koncentracid szintnél a D3-vitamin visszanyerése 93,9% (R.S.D:
0,9%). 300 ppb-re adalékolt koncentracidé szintnél a D3-vitamin visszanyerése 100,2%
(R.S.D: 0,1%), A visszanyerés vizsgalathoz felhasznalt mintak kromatogramjai a Fiiggelék
9.6. pontjaban talalhatok.

5.6.2. D2-vitamin visszanyerés vizsgalata szalonnahoz adalékolva

Mivel a szalonna feltételezéseink szerint tartalmaz D3-vitamint, ezért annak adalékolas
utan torténd visszanyerését nem vizsgaltuk. A vizbdl vald visszanyerés nagyon hasonlonak
adodott a D3-, illetve D2-vitaminra. A szalonna maga nem tartalmaz D2-vitamint, ezért a
adalékolt
A Kkapott cstcsteriileteket az 5 ppm standard oldatra kapott

D2-vitamin  visszanyerését  vizsgaltuk 5 ppm  koncentracidszintre

szalonnamintabol.

csucstertiletekkel hasonlitottam 6ssze. Az eredményeket a 17. tablazatban tiintettem fel.

Név Atlag Visszanyerés I;; il;efl(;(;;sa Ex’trakci()s
(counts) (%) (%) hatasfok (%)

5 ppm standard: 34300,0
Mintal 3436,7 10,0 28 35,8
Minta2 3536,7 10,3 28 36,8
Minta3 2736,7 8,0 28 28,5
Atlag (%) 9,4 33,7
Szoras (R.S.D.%) 1,6 13,4

17. tablazat: A bels6 standard (D2-vitamin) visszanyerése szalonna mintakbol

A visszanyerési hatasfok a vizmintdkhoz képest nagyon alacsony, minddssze 9,4 %
volt. Lathat6, azonban, hogy az extrakcid soran tortént atmérés hatadsfoka is nagyon

alacsony, 28%, szemben a vizmintakkal, ahol ez kb. 60% volt. Ennek a csokkenésnek az
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okat az 5.6.3. pontban fejtem ki. Az extrakcios hatasfok ily médon 33,7 %-nak mutatkozott.
Bar a visszanyerés ¢€s az extrakcios hatasfok nagyon alacsony, a reprodukalhatosaguk jo, az
RSD kisebb, mint 15%. A vizmintakbol torténd visszanyerés vizsgalatok azt mutattak,
hogy a D3-vitamin ¢€s a bels6 standard visszanyerési hatasfoka jol egyezik. Feltételezhetjiik,
hogy ez igaz a szalonnamintdkra is, ezért a modszer alkalmas a D3-vitamin
meghatarozasara, amennyiben elég érzékeny a kis visszanyeréssel el6készitett minta
5.6.3. Atmérési hatasfok vizsgalata az extrakcio soran

Szalonnamintak eldkészitése soran 5000 ul hozzaadott n-hexannak minddssze 28
szazalékat tudtam csak beparolni az extrakcid végén. A {6 térfogatcsokkenés akkor tortént,
mikor az elszappanosodott szalonnamintakhoz hozzapipettaztam a hexant, és Gsszeraztam a
mintakat. Feltehetéleg emulzio jott 1étre. Ennek végbemenetele a 15. abran kovethetd
végig. A szappan micelldk a hexan olddészer cseppek egy részét valdszintileg diszpergaltak
és az elszappanosodott beleoldottak, igy azt nem lehetett lecentrifugalni. Emiatt az

extrakcio végén az also vizes fazis térfogata megnott, a hexanos fazis térfogata lecsokkent

15. abra: Elszappanosodott oldathoz adott hexdn mennyisége Osszerazas elott (1. kép) és
utan (2. kép)
Szalonna helyett ultratiszta viz matrix esetén az extrakcids hatdsfokok 60 % koriil
ingadoztak, ami abbol adddik, hogy nem lehet a teljes hexdnos fazist lepipettazni. A 10
perces centrifugalasok sordn nem tortént térfogatcsokkenés a hexdnos fazisban. A sds

vizzel torténé mosas soran csak kevéssel valtozott a hexan oldészer mennyisége.
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5.7. Stabilitas vizsgalat

A stabilitas vizsgalatok soran tomény D3-vitamint tartalmazo oldatokat tarolhatdsagat
vizsgaltam mélyhiitében -20°C  alatt, szobahémérsékleten fénytdl védve és
szobahdémérsékleten fénynek kitéve. Adott tarolasi idd elteltével a mintdkat lemértem és
cstestertiletiiket frissen készitett oldatok cstcsteriiletéhez hasonlitottam. Az eredményeket

a 18. tablazatban szemléltetem.

. .. Bomlatlan anyagmennyiség a
Minta neve Integralt :er“let standarg ogldatho§ ’
(counts) viszonyitva (%0)
Friss standard oldat 3.33e+006
M¢élyhiitében 5 orat tarolt 33364006 100
standard oldat
Szobahomérsékleten,
fényben 5 6rat tarolt standard 1.61e+006 48
oldat
Szobahomérsékleten,
sOtétben 5 orat tarolt 3.19e+006 96
standard oldat

18. tablazat: 0,3 mg/ml D3-vitamin standard oldatok stabilitas vizsgalata

Bomlatlan anyagmennyiség

Minta neve Intgg;ljtn:g iilet a standard oldathoz
viszonyitva (%)
Friss standard oldat: 27800 -

1 honap mélyhtitében valo
tarolas utan: 28133,33 98,8

19. tablazat: 0,1 pg/ml D3-vitamin standard oldat stabilitas vizsgalata

A mélyhitdben tarolt minta és a szobahdémérsékleten, de sotétben tartott minta
cstcstertilete gyakorlatilag nem valtozott a tarolas soran. A mélyh{itdben 1 honapot tarolt
minta és a frissen késziilt standard oldat cstcsteriilete sem valtozott szignifikansan, tehat
nem bomlott el 1 havi mélyhiitdben vald tarolastol a D3-vitamin. A fényben és
szobahdmérsékleten tarolt D3-vitamin oldat csucsteriilete azonban mar 5 ora alatt 52%:-al
csokkent. Nagyon fontos tehat a mintak fénytdl védett kezelése és tarolasa az analizis teljes

id6tartama alatt.
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5.8. Matrixhatas vizsgalat

5.8.1. Matrixhatas vizsgalata a D3-vitaminra
A szalonna minta matrixhatasat csak a D2-vitaminra tudtam megvizsgalni, mert a
minta D3-vitamin tartalma zavart. A D3-vitamin matrixhatasat vak vizmintaval vizsgaltam.
A D3-vitaminnal torténd vizsgalat soran el6szor eluenst injektaltam a folyamatosan
aramlo 10 ppm-es D3-vitamin oldatba. A kapott kromatogram a 16. abran lathato. Majd

hasonloképpen injektaltam az el6készitett vak vizmintabol (17. abra).

XIC of +\VIRM (2 pairs): 385.4/107.0 anu from Sanple 3 (ACN) of 20121000.wiff (Heated Nebulizer)

3.43

Intensity, ¢ps

o5 1.0 15 20 25 30 35 4.0 a5
Time. min

16. abra: 10 ppm D3-vitamin alland6 aramlassal+eluens injektalas

W XIC of +VIRMI (2 pairs): 385.4/107.0 amu from Sanple 4 (Vak minta+ FIA 10 ppm D3) of 20121009 Wit (Heated Nebulizer) NVex. 6270.0 cps.

6270

238

50007 _a04 as8
154 1.89. 254 e 313 352
_o39 o070 105 1a8_

Intensity, cps

os 10 15 20 25 30 35 4.0 a5
Time, min

17. abra: 10 ppm D3-vitamin alland6 dramlassal + beinjektalt vak minta

A D3-vitamin retencids idejénél (kb. 1,6 perc) nem lathatd intenzitds csokkenés a

beinjektalt matrix hatasara, azaz nincs ionizacios szupresszio.
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5.8.2. : Matrixhatas vizsgalat D2-vitaminra

A D2-vitamin matrixhatds vizsgalata soran el0szor eluenst injektaltam a folyamatosan
aramlo 10 ppm-es D2-vitamin oldatba. A kapott kromatogram a 18. abran lathat6. Majd
hasonloképpen injektaltam az eldkészitett vak vizmintat (19. abra) és az eldkészitett vak

szalonna mintat (20. dbra).

W XC of HVIRM (2 pairs): 397.0/69.0 amu from Sanrple 7 (ACN) of 20121009.wiff (Heated Nebulizer) Max. 2655.0 cps,|

374
2600]
2500
2400
2300]
2200]
2100+
2000]
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1800]
1700 366
1600
15007 164

1400 0 oan 272
1300] 023 150, 217, 2347 " 267,

107,
12004 020%%t o7
1100] 018,

345 4.09

338,
288

Intensity, cps

05 1o 1s 20 25 30 35 40 45
Time, min

18. abra: 10 ppm D2-vitamin alland6 dramlassal + injektalt eluens

W IC of HVRM (2 pairs): 397.0/69.0 amu from Sanple 8 (Vak minta+ FIA 10 ppm D2) of 20121009.wiff (Heated Nebulizer) Max. 1855.0 cps,|

0.49 262276
. 62
18007 059

1700+ 106 233
0.46. L

16001 003 221
082, 310, 339 g 414

1 095 | 120 9 216,

327 4.25

1400

Intensity, cps

05 10 15 20 25 30 35 4.0 45
Time, min

19. abra: 10 ppm D2-vitamin alland6 aramlassal + beinjektalt vak viz minta
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XIC of HVIRM (2 pairs): 397.0/69.0 amu from Sanple 8 (Vak minta+ FIA 10 ppm D2) of 20121009.wiff (Heated Nebulizer) Meax. 1855.0 cps,|

0.49 7
2 262
1800 059 2.76

1700+ 106 233
327 4.25

048, 161 316, 4.46
16001 0.03 221

ol il 1w 310 330 32 414
15004 g 139 216

1400

1000+

Intensity, cps

0§ 88 88848¢

05 10 15 20 25 30 35 40 45
Time, mn

20. abra: 10 ppm D2-vitamin allandé aramlassal + beinjektalt szalonna minta

Nem tortént intenzitds csokkenés egyik matrix beinjektalasanak hatdsara sem, tehat a
D2-vitaminra sem tapasztaltunk ionizacids zavarast még szalonna matrix esetében sem. Ez

azt bizonyitja, hogy a minta-elékészités megfeleld tisztitast biztosit.

5.9. Szalonna mintak mérése

A Mangalica & Tarsai Huspatika hentes boltjabdl szarmazo szalonnabdl harom
parhuzamos mintat készitettem elé ¢és mértem le az altalam kidolgozott és validalt
mddszerrel. Minden mintat haromszor injektaltam. A mérések eredményei a 20. tdblazatban

¢és a 9.5. fliggelékben talalhatoak.
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A
Szamitott mintaelgkészités) - Bemert fﬁ’iﬁiz{,ﬂni
Minta koncentracié | Atlag (ppb) vesen .kal,mtt 0,3 szalor.m’a D3-vitamin
(opb) ml mlqtaba_n a | mennyisége mennyisége
D3-vitamin 9)
mennyisége (ng) (ng)
Mintal 2900,00
Mintal 3130,00
Mintal 3110,00 3046,67 914,00 1,0968 833,33
Minta2 3300,00
Minta2 2780,00
Minta2 3250,00 3110,00 933,00 1,1076 842,36
Minta3 3250,00
Minta3 3400,00
Minta3 2970,00 3206,67 962,00 1,1696 822,50
Atlag (ng) 832,73

20. tablazat: Szalonna mintak mérési eredményei

Az éltalam vizsgalt szalonna 1 grammja atlagosan 833 ng D3-vitamint tartalmaz. Ez

joval tobb, mint a f6zott kardhalra megadott koncentracié (3. tablazat), amely atszamitva

474 ng/g-nak felel meg.

A 21. és a 22. abran egy szalonnaminta jellemz6 kromatogramja lathato.

XIC of +VIRM (2 pairs): 385.4/107.0 amu from Sanple 12 (Mintal) of 20120028 Wit (Heated Nebulizer)

Intensity, cps

SEARANRRERRERNRER]

176

Ve, 1650.0 ops.

20 25
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21. abra: D3-vitamin jellemzd kromatogramja szalonndbol
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W IC of +VIRM (2 pairs): 397.0/69.0 amu from Sanple 12 (Mintal) of 20120928 wiff (Heated Nebuilizer) Vi, 640.0 Gps|

161

Intensity, cps
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22. abra: D2-vitamin jellemz6 kromatogramja szalonnabol

Lathato, hogy a belsé standarddal adalékolt szalonnamintak mérése soran a D2-vitamin
kromatogramjan tobb, kisebb cstcs jelent meg a D2-vitaminon (t,=1,76 perc) kiviil. Ezek
eredetének azonositdsara a szalonna mintdk mellett olyan vak mintdkat is készitettem,
amelyekhez nem hasznaltam belsd standardet.

A mérés utan Osszevetettem az adalékolt és a belsé standard nélkiil késziilt szalonna
mintdk kromatogramjait. A 23. dbran a piros nyomvonal a belsé standarddal adalékolt
szalonna minta D2 kromatogramja, a kék pedig a bels6 standard nélkiilié. A piros
kromatogramon megjelend elsd cstics a D2-vitamin cstcsa. Lathato, hogy a belsd standard
elhagyasaval késziilt oldatokban ennél a retencids idénél nem jelenik meg zavard csucs. Ez
is igazolja a mddszer szelektivitasat. A késdbb elualodo csucsok viszont mindkét mintaban
megtalalhatoak, tehat ezek a szalonndbdl szdrmazo eddig azonositatlan anyagok, amelyek

ugyanolyan molekulatomegiiek és ugyanugy fragmentalodnak, mint a D2-vitamin.
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XIC of HVIRM (2 pairs): 397.0/69.0 amu from Sarrple 4 (Mintal) of 20121002.wiff (Heated Nebulizer)

Intensity, cps
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23. abra: Piros szin: adalékolt szalonna mintaban a D2-vitamin kromatogramja
Kék szin: belsé standard nélkiil el6készitett szalonna minta D2-vitamin

kromatogramja

Szabadon tartott disznokbol szarmazé szalonnamintakat is el6készitettem és megmértem.

Az ehhez tartozé kromatogramot a 24. abran szemléltetem:

W X1C of +VRM (2 pairs): 385.4/107.0 amu from Sanple 13 (Mintal) of 20121005.wiff (Heated Nebulizer) Max. 1030.0 cps,|

1020 18

1000
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24. abra: Napfényes teriileten nevelt diszn6 szalonnajabol késziilt minta D3-vitamin

kromatogramja.
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Lathat6, hogy a mintaban a D3-vitamin retencios idejénél csak egy nagyon kis cstics
jelenik meg, viszont késébb tobb nagyobb csucs is elualodik. Ugy gondoljuk, hogy mivel a
mintat mar tobb, mint két éve a hiitdszekrényben taroljuk, kiilonb6zd bomlasi folyamatok

indultak meg benne és a D3-vitamin atalakult. Erre a szakirodalomban is talaltunk utalast

[6].
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6. Osszefoglalas

Munkam soran gyors és érzékeny nagyhatékonysagu folyadékkromatografias — tandem
tomegspektrometrids modszert sikeriilt fejlesztenem és optimalnom a D-vitamin
mennyiségének meghatarozasara szalonna mintakbol.

A meghatarozashoz hasznalt HPLC-MS/MS rendszert MRM modban, pozitiv APCI
ionizacidval ilizemeltettem, egy-egy atmenetet vizsgalva a D3-vitaminnal és a belsd
standardként hasznalt D2-vitaminnal is.

A moddszerhez kidolgozott elszappanositasi 1€pés hatékony lehetdséget ad a zsirszovet
feloldasara. A folyadék-folyadék extrakcios 1épés sordn keletkezett emulzié csokkenti a
visszanyerés hatékonysagat, de mivel a visszanyerés jol reprodukalhatd, ezért igy is
megfelel a kdvetelményeknek.

A validalas soran meghataroztam a kifejlesztett modszer analitikai teljesitményjelz6it.
Széles linearitdsi tartomany jellemzi, a rendszeralkalmassag ¢és a modszer precizitdsa
megfelel6. Kimutatasi hatara alacsony, mely alkalmassa teszi a kis koncentracioban jelen
levé D-vitamin meghatarozasara. A modszer ecleget tesz az altalunk meghatarozott
validalasi kovetelményeknek.

A kidolgozott mddszerrel sikeriilt szalonnamintdk D3-vitamin tartalmat
meghataroznom, amely meglepéen magasnak bizonyult.

A modszer tovabbfejlesztését az extrakcio soran keletkezd emulzidé megsziintetésének
iranyaba tervezem, amivel a visszanyerést szeretném megnovelni. Tervezem a D-vitamin
mas ¢élelmiszerekbdl (pl. lazacolajbol) torténd meghatarozasat is, valamint tovabbi

megerdsitd méréseket kiillonbozdé forrasbol szarmazd szalonnamintékra.
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9.1. Detektalasi hataron felvett kromatogramok (D3:5ppb)

Intensity, cps

9. Flggelék

XIC of +HVIRM (2 pairs): 385.4/107.0 amu from Sanple 34 (5 ppb) of 20120918.wiff (Heated Nebulizer)
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XIC of +MRM (2 pairs): 385.4/107.0 amu from Sanple 11 (10 ppbD3+ 5 ppm D2) of 20120018 wiff (Heated Nebulizer)
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9.2.: Kimutatasi hataron felvett kromatogramok (D3: 10 ppb)

W XIC of +MRM (2 pairs): 385.4/107.0 amu from Sanmple 11 (10 ppbDa+ 5 ppm D2) of 20120918.wiff (Heated Nebulizer) Max. 180.0 cps)
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9.3. Kalibracios sorozat

B D3 D3 D3 IS integralt IS IS Szamolt L,
. D3 Integralt . . (s < . , . < . <. | Szoras
Minta neve teriilet (counts) csucsmagassag | koncentracié | retencids teriilet csucsmagassag | Retenciés | koncentracio )
(cps) (ng/ml) id6 (perc) (counts) (cps) id6 (min) (ng/mL)

10 ppbD3+ 5 ppm D2 8.24e+002 1.62e+002 10.0 1.76 2.96e+004 6.62e+003 1.72 10,10 101,00
30 ppb D3+ 5 ppm D2 1.20e+003 2.14e+002 30.0 1.74 2.72e+004 6.21e+003 1.70 27,90 93,00
50 ppb D3+ 5 ppm D2 1.67e+003 3.74e+002 50.0 1.72 2.75e+004 6.25e+003 1.69 46,00 92,10
75 ppb D3+ 5 ppm D2 2.12e+003 4.58e+002 75.0 1.67 2.66e+004 6.07e+003 1.65 66,70 88,90
100 ppb D3+ 5 ppm D2 2.99e+003 7.61e+002 100. 1.71 2.75e+004 6.45e+003 1.69 98,40 98,40
300 ppb D3+ 5 ppm D2 7.93e+003 2.03e+003 300. 1.74 2.59e+004 5.73e+003 1.70 314,00 105,00
500 ppb D3+ 5 ppm D2 1.30e+004 2.96e+003 500. 1.74 2.74e+004 6.73e+003 1.70 497,00 99,30
750 ppb D3+ 5 ppm D2 1.78e+004 4.56e+003 750. 1.72 2.64e+004 6.70e+003 1.69 718,00 95,70
1 ppm D3+ 5 ppm D2 2.51e+004 6.08e+003 1000. 1.72 2.58e+004 6.15e+003 1.69 1040,00 104,00
10 ppbD3+ 5 ppm D2 6.94e+002 1.79e+002 10.0 1.64 2.45e+004 5.55e+003 1.63 10,60 106,00
30 ppb D3+ 5 ppm D2 1.18e+003 2.32e+002 30.0 1.69 2.50e+004 5.92e+003 1.65 31,40 105,00
50 ppb D3+ 5 ppm D2 1.69e+003 3.67e+002 50.0 1.65 2.46e+004 5.91e+003 1.63 54,40 109,00
75 ppb D3+ 5 ppm D2 2.20e+003 5.71e+002 75.0 1.66 2.37e+004 5.28e+003 1.63 81,40 108,00
100 ppb D3+ 5 ppm D2 2.77e+003 6.17e+002 100. 1.67 2.55e+004 6.03e+003 1.63 98,20 98,20
300 ppb D3+ 5 ppm D2 7.61e+003 1.79e+003 300. 1.72 2.58e+004 5.78e+003 1.68 302,00 101,00
500 ppb D3+ 5 ppm D2 1.24e+004 2.98e+003 500. 1.69 2.70e+004 6.18e+003 1.65 481,00 96,20
750 ppb D3+ 5 ppm D2 1.90e+004 4.88e+003 750. 1.73 2.69e+004 5.77e+003 1.69 753,00 100,00
1 ppm D3+ 5 ppm D2 2.35e+004 5.39e+003 1000. 1.75 2.55e+004 5.70e+003 1.73 986,00 98,60
10 ppbD3+ 5 ppm D2 6.80e+002 2.31e+002 10.0 1.65 2.46e+004 5.68e+003 1.62 9,77 97,70
30 ppb D3+ 5 ppm D2 1.22e+003 2.87e+002 30.0 1.61 2.54e+004 5.81e+003 1.60 32,10 107,00
50 ppb D3+ 5 ppm D2 1.66e+003 3.51e+002 50.0 1.70 2.52e+004 6.41e+003 1.65 51,60 103,00
75 ppb D3+ 5 ppm D2 2.12e+003 6.47e+002 75.0 1.67 2.55e+004 5.99e+003 1.65 70,70 94,30
100 ppb D3+ 5 ppm D2 2.71e+003 7.55e+002 100. 1.68 2.47e+004 5.79e+003 1.65 99,70 99,70
300 ppb D3+ 5 ppm D2 7.98e+003 1.79e+003 300. 1.70 2.50e+004 5.89e+003 1.68 329,00 110,00
500 ppb D3+ 5 ppm D2 1.21e+004 2.65e+003 500. 1.68 2.59e+004 6.03e+003 1.65 491,00 98,10
750 ppb D3+ 5 ppm D2 1.79e+004 4.14e+003 750. 1.73 2.55e+004 6.20e+003 1.69 744,00 99,30
1 ppm D3+ 5 ppm D2 2.54e+004 5.61e+003 1000. 1.73 2.59e+004 5.82e+003 1.69 1050,00 105,00
5000 ppb D3+ 5 ppm D2 1.54e+005 3.27e+004 5000. 1.64 3.48e+004 7.35e+003 1.61 4810,00 96,20
5000 ppb D3+ 5 ppm D2 1.51e+005 3.45e+004 5000. 1.66 3.40e+004 8.52e+003 1.62 4850,00 97,00
5000 ppb D3+ 5 ppm D2 1.48e+005 3.31e+004 5000. 1.66 3.39e+004 7.74e+003 1.63 4760,00 95,20
3 ppm D3+ 5 ppm D2 7.42e+004 1.82e+004 3000. 1.64 2.56e+004 5.96e+003 1.60 3160,00 105,00
3 ppm D3+ 5 ppm D2 8.19e+004 2.03e+004 3000. 1.67 2.77e+004 6.63e+003 1.64 3220,00 107,00
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9.4. Visszanyerés vizsgalat

3 ppm D3+ 5 ppm D2 spykolt mintaknal

B . D3 ., | IS integralt IS ., Szamolt
. D3 Integralt teriilet , . | D3 retencios . . . IS Retencids .. AP
Minta neve (counts) csucsmagassag idé (perc) teriilet csucsmagassag id6 (min) koncentracio Szoras (%)
(cps) (counts) (cps) (ng/mL)

75 ppb d3 + 5 ppmd2 1.49e+003 3.50e+002 1.65 1.88e+004 4.48e+003 1.62 68,20 91,00
100 ppb d3 + 5 ppmd2 2.62e+003 6.13e+002 1.70 2.45e+004 6.16e+003 1.67 97,40 97,40
300 ppb d3 + 5 ppmd2 6.65e+003 1.56e+003 1.70 2.48e+004 5.50e+003 1.66 270,00 89,90
500 ppb d3 + 5 ppmd2 1.12e+004 2.68e+003 1.72 2.46e+004 5.61e+003 1.68 468,00 93,60

1 ppm d3+5ppm d2 2.43e+004 5.84e+003 1.73 2.63e+004 6.54e+003 1.69 970,00 97,00

3 ppm D3+ 5 ppm D2 7.44e+004 1.82e+004 1.64 2.58e+004 5.97e+003 1.60 3060,00 102,00

75 ppb d3 + 5 ppmd2 2.38e+003 4.82e+002 1.64 2.80e+004 6.69e+003 1.62 73,80 98,40
100 ppb d3 + 5 ppmd2 2.99e+003 6.68e+002 1.69 2.80e+004 6.91e+003 1.65 96,90 96,90
300 ppb d3 + 5 ppmd2 8.54e+003 2.24e+003 1.70 2.78e+004 6.41e+003 1.67 311,00 104,00
500 ppb d3 + 5 ppmd2 1.36e+004 3.17e+003 1.72 2.83e+004 6.62e+003 1.68 494,00 98,80

1 ppm d3+5ppm d2 2.60e+004 5.85e+003 1.75 2.72e+004 6.47e+003 1.72 1000,00 100,00

3 ppm D3+ 5 ppm D2 8.24e+004 2.03e+004 1.67 2.76e+004 6.63e+003 1.64 3160,00 105,00

5 ppm D3+ 5 ppm D2 1.30e+005 3.05e+004 1.68 2.73e+004 6.26e+003 1.65 5040,00 101,00

75 ppb d3 + 5 ppmd2 2.45e+003 5.71e+002 1.68 2.79e+004 7.19e+003 1.65 77,20 103,00
100 ppb d3 + 5 ppmd2 3.12e+003 6.43e+002 1.70 2.78e+004 6.82e+003 1.66 103,00 103,00
300 ppb d3 + 5 ppmd2 8.18e+003 1.92e+003 1.70 2.79e+004 6.81e+003 1.66 296,00 98,70
500 ppb d3 + 5 ppmd2 1.26e+004 3.19e+003 1.68 2.78e+004 6.94e+003 1.64 467,00 93,40

1 ppm d3+5ppm d2 2.67e+004 6.29e+003 1.75 2.77e+004 6.54e+003 1.71 1010,00 101,00
mintal 3.15e+004 5.80e+003 1.70 1.20e+004 2.21e+003 1.66 2770,00 N/A
minta2 3.34e+004 5.51e+003 1.72 1.24e+004 2.08e+003 1.68 2860,00 N/A
minta3 3.71e+004 8.16e+003 1.74 1.35e+004 2.98e+003 1.70 2910,00 N/A
mintal 3.57e+004 6.23e+003 1.68 1.38e+004 2.32e+003 1.64 2740,00 N/A
minta2 3.67e+004 6.10e+003 1.74 1.34e+004 2.17e+003 1.70 2910,00 N/A
minta3 4.00e+004 9.06e+003 1.75 1.53e+004 3.04e+003 1.72 2770,00 N/A
mintal 3.58e+004 5.92e+003 1.72 1.40e+004 2.37e+003 1.68 2710,00 N/A
minta2 3.87e+004 6.43e+003 1.69 1.42e+004 2.36e+003 1.65 2880,00 N/A
minta3 4.09e+004 7.60e+003 1.75 1.55e+004 3.46e+003 171 2800,00 N/A
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300 ppb D3+ 5 ppm D2 spykolt mintaknal

D3 Integralt D3 cr ean . . 1S Szamolt
Minta neve teriilet i ., |D3 retencios id6| IS integralt B i Kk tracié | Szérds (%
(Ce; unezs) csucszlclgég)assag (perc) teriilet (counts) csucs(r:;:g)assag o?:glrrln r:n)cm zoras (%)

50 ppb D3+ 5ppm D2 1.65e+003 3.80e+002 1.65 2.45e+004 5.09e+003 51,00 102,00
75 ppb D3+5 ppm D2 2.23e+003 4.52e+002 1.66 2.52e+004 5.56e+003 75,10 100,00
100 ppb D3+5ppm D2 3.01e+003 7.52e+002 1.68 2.83e+004 6.55e+003 95,90 95,09
300 ppb D3+ 5 ppm D2 7.08e+003 1.48e+003 1.68 2.60e+004 6.06e+003 286,00 95,02
500 ppb D3+ 5 ppm D2 1.26e+004 2.66e+003 1.69 2.80e+004 5.96e+003 489,00 97,80
750 ppb D3+ 5 ppm D2 1.92e+004 4.19e+003 1.71 2.81e+004 6.08e+003 758,00 101,00
1000 ppb D3+ 5 ppm D2 2.64e+004 5.87e+003 1.71 2.79e+004 6.40e+003 1060,00 106,00
Mintal 4.63e+003 1.13e+003 1.70 1.65e+004 3.71e+003 295,00 N/A

Mintal 4.92e+003 1.13e+003 1.68 1.69e+004 3.51e+003 306,00 N/A

Mintal 4.69e+003 9.83e+002 1.70 1.64e+004 3.89e+003 302,00 N/A

Minta2 4.32e+003 8.62e+002 1.73 1.51e+004 3.29e+003 300,00 N/A

Minta2 4.53e+003 9.86e+002 1.71 1.59e+004 3.57e+003 301,00 N/A

Minta2 4.32e+003 9.95e+002 1.69 1.52e+004 3.23e+003 300,00 N/A

Minta3 4.45e+003 9.37e+002 1.62 1.56e+004 3.35e+003 301,00 N/A

Minta3 4.39e+003 9.53e+002 1.63 1.53e+004 3.25e+003 303,00 N/A

Minta3 4.29e+003 8.87e+002 1.61 1.51e+004 3.38e+003 298,00 N/A
50 ppb D3+ 5ppm D2 1.89e+003 3.78e+002 1.63 2.82e+004 6.48e+003 50,06 101,00
75 ppb D3+5 ppm D2 2.54e+003 4.99e+002 1.67 2.80e+004 6.31e+003 77,08 104,00
100 ppb D3+5ppm D2 3.13e+003 8.55e+002 1.65 2.92e+004 6.48e+003 96,06 96,06
300 ppb D3+ 5 ppm D2 8.49e+003 1.78e+003 1.67 2.83e+004 6.00e+003 317,00 106,00
500 ppb D3+ 5 ppm D2 1.33e+004 3.12e+003 1.66 2.88e+004 6.38e+003 504,00 101,00
750 ppb D3+ 5 ppm D2 1.91e+004 4.16e+003 1.68 2.90e+004 6.41e+003 727,00 96,90
1000 ppb D3+ 5 ppm D2 2.71e+004 5.84e+003 1.68 3.06e+004 6.98e+003 986,00 98,60
50 ppb D3+ 5ppm D2 1.87e+003 4.30e+002 1.64 2.77e+004 6.01e+003 51,20 102,00
75 ppb D3+5 ppm D2 2.59e+003 5.33e+002 1.63 2.95e+004 6.44e+003 74,50 99,30
100 ppb D3+5ppm D2 3.14e+003 6.56e+002 1.66 2.96e+004 6.08e+003 95,60 95,60
300 ppb D3+ 5 ppm D2 8.48e+003 1.91e+003 1.65 2.90e+004 6.79e+003 308,00 103,00
500 ppb D3+ 5 ppm D2 1.38e+004 3.19e+003 1.68 2.95e+004 7.27e+003 510,00 102,00
750 ppb D3+ 5 ppm D2 1.97e+004 4.11e+003 1.69 2.87e+004 6.62e+003 758,00 101,00
1000 ppb D3+ 5 ppm D2 2.68e+004 5.70e+003 1.70 3.01e+004 6.81e+003 991,00 99,10
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9.5. Szalonna mintak mérési eredményei

. D3 Integralt D3 . r IS . Szamolt
Minta . . ., | D3 retencios . . . . i IS Retencios L. .,
teriilet csucsmagassag . IS integralt teriilet (counts) | cstcsmagassag ey e koncentracio Szoéras (%)
neve id6 (perc) id6 (min)
(counts) (cps) (cps) (ng/mL)
300 ppb 8.69e+003 2.08e+003 1.70 3.09e+004 7.66e+003 1.67 313,00 104,00
30 ppb 1.56e+003 3.35e+002 1.70 3.00e+004 6.94e+003 1.66 32,00 107,00
50 ppb 2.09e+003 4.62e+002 1.67 3.00e+004 6.95e+003 1.66 53,90 108,00
75 ppb 2.54e+003 5.95e+002 1.70 3.07e+004 7.27e+003 1.66 70,00 93,30
100 ppb 3.45e+003 7.23e+002 1.71 3.08e+004 7.51e+003 1.67 106,00 106,00
300 ppb 8.50e+003 1.76e+003 1.71 3.07e+004 7.77e+003 1.67 309,00 103,00
500 ppb 1.34e+004 3.08e+003 1.72 3.00e+004 7.07e+003 1.69 514,00 103,00
50 ppb 2.25e+003 4.96e+002 1.65 3.23e+004 8.02e+003 1.61 53,80 108,00
75 ppb 3.00e+003 5.89e+002 1.71 3.25e+004 7.76e+003 1.66 81,50 109,00
100 ppb 3.51e+003 7.72e+002 1.70 3.50e+004 9.01e+003 1.67 91,60 91,60
500 ppb 1.50e+004 3.56e+003 1.72 3.35e+004 7.58e+003 1.68 516,00 103,00
750 ppb 1.94e+004 4.46e+003 1.64 3.39e+004 7.94e+003 1.60 670,00 89,30
1000 ppb 2.90e+004 7.00e+003 1.64 3.37e+004 8.15e+003 1.62 1030,00 103,00
50 ppb 2.06e+003 4.50e+002 1.68 3.32e+004 7.93e+003 1.65 44,40 88,80
75 ppb 2.85e+003 5.68e+002 1.68 3.44e+004 8.18e+003 1.66 70,00 93,30
5000 ppb 1.50e+005 3.44e+004 1.66 3.40e+004 8.51e+003 1.62 5390,00 108,00
100 ppb 3.85e+003 8.47e+002 1.71 3.51e+004 8.33e+003 1.67 103,00 103,00
300 ppb 9.40e+003 2.12e+003 1.71 3.52e+004 8.56e+003 1.67 296,00 98,60
500 ppb 1.51e+004 3.33e+003 1.73 3.52e+004 9.26e+003 1.70 495,00 99,10
750 ppb 2.12e+004 4.68e+003 1.64 3.50e+004 8.88e+003 1.61 710,00 94,70
1000 ppb 2.94e+004 6.94e+003 1.66 3.68e+004 8.75e+003 1.62 950,00 95,00
5000 ppb 1.47e+005 3.31e+004 1.66 3.37e+004 7.74e+003 1.63 5330,00 107,00
1000 ppb 3.04e+004 7.26e+003 1.63 3.67e+004 8.99e+003 1.60 985,00 98,50
5000 ppb 1.49e+005 3.37e+004 1.66 3.52e+004 8.17e+003 1.63 5180,00 104,00
mintal 9.08e+003 1.72e+003 1.75 3.80e+003 7.40e+002 1.59 2900,00 N/A
Mintal 8.43e+003 1.65e+003 1.76 3.27e+003 6.32e+002 1.61 3130,00 N/A
Minta2 9.37e+003 1.76e+003 1.78 3.44e+003 8.18e+002 1.62 3300,00 N/A
Minta3 7.03e+003 1.51e+003 1.79 2.63e+003 4.78e+002 1.63 3250,00 N/A
Mintal 8.30e+003 1.76e+003 1.72 3.24e+003 6.03e+002 1.57 3110,00 N/A
Minta2 9.11e+003 1.85e+003 1.75 3.41e+003 7.93e+002 1.61 3250,00 N/A
Minta3 7.15e+003 1.57e+003 1.77 2.56e+003 6.08e+002 1.62 3400,00 N/A
mintal 8.92e+003 1.57e+003 1.73 3.89e+003 7.31e+002 1.57 2780,00 N/A
minta2 8.61e+003 1.52e+003 1.77 3.76e+003 8.55e+002 1.62 2780,00 N/A
minta3 7.39e+003 1.54e+003 1.77 3.02e+003 6.40e+002 1.63 2970,00 N/A
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9.6. Visszanyerési vizsgalatok kromatogramjai vizbol 300 ppb-nél

W 3(C of HVIRM (2 pairs): 385.4/107.0 amu from Sarrple 10 (Mintal) of 20120025.wiff (Heated Nebulizer) Max. 1125.0 cps|
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1. vizminta: 300 ppb
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2. vizminta 300 ppb

58



W 34C of +HVIRM (2 pairs): 385.4/107.0 anu from Sanple 16 (Minta3) of 20120925.wiff (Heated Nebulizer)
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3. vizminta 300 ppb
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