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Uvod

Vitaminy jsou esencialni slozky potravin. Jde o orga-
nické exogenni biokatalyzatory heterotrofnich organismt,
které si organismus neumi sam syntetizovat z jedno-
duchych sloucenin a musi je pfijimat potravou. Vitaminy
maji rozmanité chemické vlastnosti a mohou byt citlivé na
rizné fyzikalné-chemické vlivy, jako jsou teplota Ci svétlo,
pii vyrobé potravin tudiz mize dochézet k jejich ztratam'~.

Obecné se vitaminy déli do dvou skupin na rozpustné
ve vodé a rozpustné v tucich. Vitaminy skupiny B patii
mezi rozpustné ve vodé a maji velky vyznam pro lidské
zdravi. Jsou obsazeny v potravinach rostlinného i Zivocis-
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Schéma 1. Strukturni vzorce vitamina B;, B, a B

pyridoxal
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ného piavodu, predev§im v obilovinach, mléce, jatrech ¢i
drozdi'?. Vitaminy By, B, a Bg se v potravinach vyskytuji
volné jako thiamin (B,), riboflavin (B;) a vitamery vitami-
nu Bg pyridoxin, pyridoxal a pyridoxamin nejastéji ve
formé hydrochloridd pro lepsi rozpustnost. V potravinové
matrici se vitaminy skupiny B vyskytuji ¢asto vdzané ve
formé fosfat na bilkovinném fetézci jako kofaktory enzy-
mi’. S vyjimkou thiaminu jsou tyto vitaminy termostabil-
ni. V pfipad¢ riboflavinu dochazi k rozkladu vlivem svét-
la', proto je nutné pii analyzach zamezit piistupu svétla,
aby nedochézelo k degradaci a tim k ovlivnéni vysledkd.
Na schématu 1 jsou zobrazeny strukturni vzorce vitaminii
Bl, B2 a B6.

V literatufe je mozné najit mnoho metod ke spole¢né-
mu stanoveni skupin hydrofilnich a lipofilnich vitamint.
K separaci a detekci se Casto vyuziva spojeni vysokoucin-
né kapalinové chromatografie (HPLC) s UV detekci, ale
stale Casteji se vyskytuje spojeni kapalinové chromatogra-
fie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS), pfipadn¢ tande-
movou hmotnostni detekci (LC-MS/MS)*'°. P¥i simultan-
ni analyze vice vitaminl byva nejCastéjSim problémem
uvolnéni jednotlivych forem vitaminti z matrice tak, aby
nedochazelo ke snizeni vytéznosti jednotlivych analytu.
U analyzy vitamint B, B, a B 1ze relativné snadno pomo-
ci kyselé hydrolyzy a enzymu diastasy odstépit z vazanych
forem vitaminy B, a B,, zatimco pro uvolnéni vitamerd By
je tieba vyuzit kyselou hydrolyzu a nasledné enzymatickou
hydrolyzu kyselou fosfatasou'".

V dnesni dobé je mozné ziskat vétSinu vitamini
z vyvazené stravy, avsak v disledku nevhodnych stravova-
cich ndvykd a dietnich omezeni milze dochazet
k nedostatku urcitych skupin vitamin. Existuje proto
mnoho doplikid stravy a potravin fortifikovanych vitami-
ny, diky kterym Ize deficit snadno doplnit. Tato prace je
zamé&fena piedevSim na produkty deklarujici obsah piida-
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Tabulka I
Podminky LC-MS/MS analyzy
Parametr Hodnota
Teplota kolony 30 °C
Objem nastiiku 1l
Mobilni faze A B
demi-voda + 25 mM HCOONH, + CH;0H + 25 mM HCOONH, +

0,1% HCOOH

0,1% HCOOH

Doba analyzy 10 min
Gradient ¢as [min] %B
0 5
5 60
6 60
6,1 5
7 5

nych vitamind B;, B, a Bs. Jedna se o dopliky stravy
a napoje, které jsou voln¢ prodejné a dostupné. V téchto
ptipravcich se vyskytuji pfedevsim volné formy vitamind, na
kterych mohla byt ovéfena vhodnost metodiky stanovent.

Experimentalni ¢ast
Piistroje a metody

LC-MS/MS analyza byla vyvinuta a optimalizovana
na kapalinovém chromatografu Agilent 1260 UHPLC ve
spojeni s hmotnostnim detektorem 6460 Triple Quad MS
s elektrosprejem jako zdrojem ionizace, ktery je pro analy-
zy podobného typu &asto vyuzivan'>'®. Pro separaci byla
vyuzita kolona Agilent ZORBAX RRHT SB-Aq,
3,0 mm x 100 mm, 1,8 pm. Podminky analyzy jsou uvede-
ny v tabulkach I a II, v tabulce III jsou uvedeny MRM
(multiple reaction monitoring) pfechody jednotlivych ana-

lytd.
Chemikalie

K analyze byl pouzit methanol v kvalit¢ HPLC-grade
firmy Merck a demineralizovana voda ze zafizeni Milli-Q

od firmy Merck Millipore. Standard mravencanu amonné-
ho (=99,0%) byl od firmy Sigma-Aldrich a mravenci ky-

Tabulka IT

Podminky MS

Parametr Hodnota
Typ iontového zdroje ESI-JET
Moad iontového zdroje pozitivni
Teplota susiciho plynu 260 °C
Pritok susiciho plynu 6 1min’
Tlak pfi nebulizaci 40 psi
Teplota kolizni cely 380 °C
Priitok plynu v kolizni cele 12 1min™
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selina (= 97,5%) od firmy Honeywell. Standardy thiaminu
(=299,0%) a riboflavinu (> 99,0%) byly dodany firmou
Fluka, pyridoxin (neat) s pyridoxaminem (> 98,0%) byly
ziskany od firmy Sigma-Aldrich a pyridoxal (= 99,0%) byl
dodan firmou Merck.

Ze standardl jednotlivych vitaminl byly pfipraveny
zésobni roztoky o koncentraci 0,1 mgml™, znichz byl
dale pripraven smésny roztok vSech péti analytd. Thiamin
byl rozpustén v 0,1 M H,SO,. Riboflavin je ve vodé pouze
slabé rozpustny, proto byl nejprve rozpustén v malém
mnozstvi 1 M NaOH a poté zneutralizovan 10% roztokem

Tabulka III
MRM piechody jednotlivych vitamint

Analyt Prekurzorovy

iont

Produktovy iont

122,0

144,0

Thiamin 265,1

113,0

81,0

2430

Riboflavin 3772 198,0

172,1

152,0

134,0

Pyridoxin 170,1 106,0

80,1

77,1

150,0

122,0

Pyridoxal 168,1

106,0

94,1

134,0

Pyridoxamin 169,1 152,0

77,1
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octové kyseliny a doplnén 0,1 M H,SO,. Roztoky vitame-
ri Bg byly pfipraveny jak v demineralizované vodé, tak
v 0,1 M citratovém pufru o pH 4,5. Ze smésného standardu
bylo nafedéno celkem 6 kalibracnich Urovni vitamind
v rozsahu 0,5-500 ng ml™'. Tato kalibrace byla prométo-
véana vzdy na zacéatku i na konci sekvence méteni redlnych
vzorku, ale také valida¢nich charakteristik.

Vzorky

Pro ovéteni méfici metody byly vybrany vzorky mul-
tivitaminovych potravinovych doplnki, napoju
s pfidanymi vitaminy, multivitaminovych dZust a napoji
pro déti, které maji vyrobcem deklarované slozeni.
K analyze byly vybrany 3 druhy multivitaminovych Sumi-
vych tablet riznych vyrobct (Vitar, Mivolis a Additiva),
energeticky napoj s obsahem kofeinu (Redbull), 2 népoje
s pfidanymi vitaminy (Magnesia Red brusinka, DrWitt
Relax), 3 druhy multivitaminovych dzust a napoji pro déti
(Relax, Kubik a Capri-Sun) a také Alpro mandlovy napoj.
Podle deklarované¢ho obsahu jednotlivych vitamint byly
vzorky napoji nafedény demineralizovanou vodou
a v piipadé potieby byly dale filtrovany pfes nylonovy
stitkackovy filtr (0,45 um). Vzorky multivitaminovych
doplikli ve formé tablet byly nejprve rozpustény
v demineralizované vodé a nasledné nafedény tak, aby se
ocekavané vysledky pohybovaly v linedrnim pracovnim
rozsahu metody.

Ptiprava vzorki probihala v temnu, aby nedochézelo
k degradaci riboflavinu a vzorky byly pfipraveny do Srou-
bovacich vialek z hnédého skla a ihned po pfipravé byly

Tabulka IV
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vzorky analyzovany na kapalinovém chromatografu
s hmotnostni detekei.

Vysledky a diskuse

Validace metody

Metoda byla ovétena zméfenim validacnich charakte-
ristik. Byla vyhodnocena opakovatelnost a vytéznost meto-
dy, nejistota méfeni a limity detekce a kvantifikace.
VSechny parametry byly méfeny na tfech kalibra¢nich
urovnich v sériich po deseti opakovanich. Opakovatelnost
metody je dana relativni smérodatnou odchylkou vysledkt
(RSD). Vytéznost byla méfena v matrici ovocného napoje
na vybrané koncentra¢ni hladiné ve stfedu kalibra¢niho
rozsahu. Limity detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ)
byly ziskany analyzou dat z kalibra¢nich zavislosti a nejis-
tota méfeni byla vypoc€tena z analyzy rozptylu v Excelu
(ANOVA) jako odhad kombinované nejistoty. Na obr. 1 je
znazornén chromatograficky zaznam piku pyridoxinu vcet-
n¢ hmotnostniho spektra z vyhodnocovaciho softwaru
MassHunter. Vysledky validacnich charakteristik jsou
uvedeny v tab. IV.

Testovani stability smésného roztoku standardi

Pro zajisténi opakovatelnych vysledkd bylo provede-
no také testovani stability smésného roztoku standardd
vitaminu B;, B, a By v demineralizované vodé a také
smésného standardu vitaminu Bg v 0,1 M citratovém pufru

Valida¢ni charakteristiky LC-MS/MS metody na stanoveni vitamint B, B, a B4

Sloucenina Opakovatelnost Vytéznost LOD [ng mI™"] LOQ [ng mI™"] Nejistota méteni
RSD [%] (%] (%]
Thiamin 0,66 88,4 0,071 0,213 7,71
Riboflavin 1,62 96,4 0,142 0,426 2,52
Pyridoxin 1,42 89,4 0,087 0,262 19,58
Pyridoxal 1,38 94,9 0,074 0,222 20,47
Pyridoxamin 0,41 96,3 0,056 0,168 6,27

Obr. 1. Chromatograficky zaznam pyridoxinu s hmotnostnim spektrem ze softwaru MassHunter
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Tabulka V
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Stabilita smésného roztoku vitaminii By, B, a B¢ v demineralizované vodé/citratovém pufru

Den Plocha piku [AUmin]

thiamin riboflavin pyridoxin pyridoxal pyridoxamin
0 227445 1541 91108/118256 75654/122645 80343/57992
28 221666 1353 82590/115377 51654/121111 77958/58163
Pokles odezvy, % 2,54 12,19 9,35/4,75 31,72/2,64 2,97/-0,25

(pH 4,5) za tcelem stanoveni doby skladovatelnosti rozto-
kii. Koncentrace jednotlivych analytl ve smési byla
100 ng ml™". Z testovani vyplyva, Ze roztok vitaminu By je
stabilngjsi v citratovém pufru, ve kterém dochazi
v pribéhu mési¢niho skladovani pouze k minimalnim od-
chylkdm, kdeZto v demineralizované vodé dochdzi u pyri-
doxalu k vice nez tfetinovému poklesu odezvy. U ostatnich
analyt nedochdzi ke ztratdm vySSim nez 15 %, viz tab. V.

Méteni realnych vzorka

Kazdy vzorek byl méfen v péti paralelnich stanove-
nich. U vitaminu B¢ byla pocitana suma jednotlivych vita-
mert. Vysledky byly pfepocitany na mikrogramy na
100 ml vzorku a porovnany s hodnotami deklarovanymi na
obalech vyrobkd. Vysledné hodnoty jsou uvedeny
v tab. VL.

S vyjimkou jediného vzorku bylo ve vSech vybranych
vzorcich nalezeno stejné nebo vy$si mnozstvi vitamind B,
nez jaké uvadi vyrobce. Legislativa udava, ze piipustna
odchylka obsahu vitamint v dopliicich stravy mize byt od
+50 % do —20 % od deklarovaného obsahu a u ostatnich
typti potravin miize byt odchylka +50 % az —35 % (cit."*).
Z tohoto hlediska je tedy obsah vitaminu u vétSiny vzorkd
ve shod¢ s deklaraci na obale vyrobku. U vzorku Sumivych
tablet Additiva Multivitamin byl detegovan riboflavin

Tabulka VI

pouze v mnozstvi 3,1 % vyrobcem deklarované¢ho obsahu.
Vzorek byl pfipraven celkem tfikrat a opakované zméfen
vzdy se stejnym vysledkem. Obsahy vitamini B; a Bg
v tomto vzorku odpovidaly uvedenym hodnotam.

Zavér

V této praci byla vyvinuta a testovana metoda
LC-MS/MS pro simultanni stanoveni vitamint B, B, a Bg.
Analyza je rychla, citliva a spolehliva. Ziskané hodnoty
validacnich charakteristik jsou srovnatelné s dosud publi-
kovanymi vysledky méfeni vitamint skupiny B. Vyhodou
LC-MS/MS metody jsou nizké limity detekce a stanovitel-
nosti a dobra opakovatelnost. Touto metodou byly stano-
veny obsahy vitaminli B, B, a B¢ ve vzorcich Sumivych
multivitaminovych tablet, multivitaminovych népojich pro
déti, energetickém napoji, napojich s pfidanymi vitaminy
a také v mandlovém napoji. Metoda je vhodna pro stano-
veni sledovanych analytd ve vzorcich napoji v koncentraci
nejméné 2,1:10° mg/100 ml pro thiamin, 4,3-10°
mg/100 ml pro riboflavin, 2,6-10° mg/100 ml pro pyri-
doxin, 2,2-10° mg100ml pro pyridoxal a 1,7-107
mg/100 ml pro pyridoxamin. Dalsi prdce bude zaméfena
na stanoveni vazanych vitamini skupiny B v komplexnich
potravinovych matricich typu cerealnich a masnych vyrobkii.

Vysledky stanoveni vitamint B, B, a B¢ v redlnych vzorcich multivitaminovych potravinovych doplitkti, napojt a dzusi

metodou LC-MS/MS

Analyzovany produkt B, B, B¢
pg/100 ml podil® [%] pg/100 ml podil® [%] ng/100 ml podil® [%]

Mivolis Multivitamin 1299 £ 36 118,1 1479 + 48 105,6 1689 £ 30 120,6
Vitar Multivitamin 1242 + 31 112,9 1787 +£29 127,7 2084 £ 46 148.,8
Additiva Multivitamin 2263 +17 102,9 85,41 £0,58 3,1 3140 £ 47 112,1
DrWitt RELAX 201,1 £2,5 121,9 - - 266,8 £2,0 127,0
Magnesia Red brusinka - - - - 220,2+1,1 104,9
Redbull Original — - - - 2570,2 +7,1 128.,5
Relax multivitamin 188,1 +5,8 114,0 225,1 £4,8 107,2 255,1+7,0 121,5
Kubik 100% multivitamin - - - . 242,0 £2,6 1152
Capri-Sun multivitamin 196 =12 115,5 - - 251,6 3,5 119,8
Alpro mandlovy napoj - - 219,2+3.8 104,4 — -

? Podil stanoveného obsahu k hodnoté deklarované vyrobcem (%)
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M. Pokorna Barto$kova, J. Rysova, and
J. Pinkrova (Food Research Institute Prague, Prague):
Simultaneous Determination of Vitamins B;, B, and B
by Liquid Chromatography with MS Detection

Vitamins are essential for human health and their
main source is food. At present, both dietary supplements
and multivitamin drinks that may supplement these vita-
mins are increasingly offered in the market. In this work,
we have focused on the analysis of such products, includ-
ing multivitamin beverages for children, especially group
B vitamins, namely vitamin B; (thiamine), vitamin B,
(riboflavin) and vitamin Bg (pyridoxine, pyridoxal and
pyridoxamine). A method based on LC-MS/MS has been
developed allowing simultaneous quantification of vita-
mins B, B,, and vitamers of Bg.

Keywords: simultaneous determination, tandem mass
spectrometry, liquid chromatography, B vitamins
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