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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

Brovoiin, Bi-vitamerek, illetveTiamin (eredmények fejezetben)

Bouooviiienn B,-vitamerek, illetveRiboflavin (eredmények fejezetben)

Baoooviiiieiin Bs-vitamerekNiacin

B5 ceieeeeeeiinnnn Bs-vitamerek, illetve Pantoténsav (eredmények fejuast

Beoovvvieenn, Be-vitamerek, illetve Piridoxin/Piridoxol (eredményédjezetben)

By B+-vitamerek, Biotin /H-vitamin

Bg coeeeiiennnn Bo-vitamerek/Folatok, illetve Folsav (eredmények Zefben)

Biooooiviiiinnnn, Bi>-vitamerek/Kobalaminok

Covriiiiiins C-vitamin, illetve Aszkorbinsav (eredmények fejdmeat)

DAD............. Diodasoros Detektor (Diode Array Detector)

DHF............. 7,8-dihidrofoléat

ESI............... Elektroporlasztasos lonizacié (Electrospray longt

FAD............. Riboflavin-5’-adenozildifoszfat/Flavin-adenin-dinigbtid

FMN............ Riboflavin-5'-foszfat/Flavin-mononukleotid

HFBA........... Heptafluoro-vajsav (Heptafluorobutyric acid )

HP............... Hippursav (Hippuric acid)

HPLC........... Nagyhatékonysagu Folyadékkromatogréafia (High Peréorce Liquid
Chromatography)

P, lonparkeép#

MeOH........... Metanol

MRM............ Multiple Reaction Monitoring

MS.......oo Tomegspektrometria(Mass Spectrometry)

MS/MS.......... Tandem Tomegspektrometria

NA................  Nikotinamid

NAD.............. Nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADP............ Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NS................  Nikotinsav

PL................  Piridoxal

PLP.............. Piridoxal-5’-foszfat

PM...............  Piridoxamin

PMP............. Piridoxamin-5’-foszfat
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PN................  Piridoxin/Piridoxol

PNP.............. Piridoxin-5-foszfat

RP................ Forditott fazisu (Revesed Phase)
TDP....covvenn . Tiamin-difoszfat/Tiamin-pirofoszfat
TFA............... Trifluoro-ecetsav (Trifluoroacetic acid )
THF............... 5,6,7,8-tetrahidrofolat

TMP............. Tiamin-monofoszfat

TTP............... Tiamin-trifoszfat

UV Ultraibolya (Ultraviolet)
VIS.............l. Lathatéfény (Visible)

"MegjegyzésA dolgozatban, a taplalkozastudomanyban altalanbsaznalt pantoténsav
és a folsav elnevezések helyett, a vitaminok e@ségnevezése érdekében, illetve

gyakorlati okokbdl (tablazat, abra) a-Bs a B-vitamin megnevezéseket hasznaltam.
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2 BEVEZETES

Napjainkban vilagszerte egyre nagyobb teret hodikamaguknak a kilonbézsziv- és
errendszeri, valamint rosszindulati daganatos bétgk. Magyarorszagon az elhaladlozasok
mintegy haromnegyed részéért ezek a betegségebsitte A helyzet sulyossagat az is mutatja,
hogy Magyarorszagon a daganatos betegsétedbd halalozas tendenciaja egyre novekv
Eurépaban a legnagyolfBAJKAS, 2004. Ezen betegségek kialakulasanak hatterében soszor
helytelen életmdéd és a helytelen taplalkozas &kaB rossz szokésbol vagy rossz anyagi
kortilményekBl kifolydlag egyoldaluan taplalkoznak, és nem jlktn&ozz4 megfelél
mennyiségben azokhoz a létfontossagu anyagokhdyekne szervezet zavartalarikbdésének
fenntartasahoz elengedhetetlenek.

Ezek kdzé az anyagok kozé tartoznakitaminok is. Mar elnevezésik is (vita = élet) az
egészség fenntartdsaban vald fontos szerepukreAutalaminok kis mennyiségben ugyan, de
nélkilozhetetlenek szamos élettani folyamat zalartaejatszédasahoz. Hianyuk a fent
emlitettek mellett szamtalan sulyos betegség kiddsldnak okozoja. A vitaminhiany
vildgszerte, a fefldo és a fejlett ipari orszagokban egyarant komoly bj@ma.
Vilagviszonylatban az A-vitaminhiany a legjelés¢bb. A C-, D-és B-vitaminhiany a Foéld
lakossaganak szintén jeléat hanyadat veszélyezteti. A magyar lakossag koréhen
.magzatved” vitaminok (folsav, B-, Bs-, Bi>-vitaminok) elégtelen bevitele a leggyakoribb.
Hianyuk sulyos fefldési rendellenességek kialakulasat vonhatja maga. udhz Orszagos
Elelmezés-biztonsagi és Taplalkozastudomanyi IntE@ETI) felmérése azt bizonyitja, hogy a
magyar lakossag jelefd része nem fogyaszt természetes Gton elégemmhnyiséget ezekba
vitaminokbo6l[ZAJKAS, 2004.

A vitamin-, és &svanyianyag-hiany kovetkeztébenépél betegségek jeletd része
megfeleb életmoddal és taplalkozassal mégeket lehetne. igy vilagszerte a szalkrfs célja
az emberek egészségtudatos taplalkozasra nevélgseazonban hosszadalmas és sokszor
akadalyokba Utkdz folyamat. Sok esetben ugyanis az emberek hiangp$alkozasanak
hatterében a rossz anyagi korilmeény all. Ezérteetiyob orszag taplalkozéas politikajanak valik
jelens részévé az alapvetlelmiszerek (pl.: liszt, sd) vitaminokkal és &syiaanyagokkal
tortérd dusitasa, megteremtve ezzel minden tarsadalng szi@mara az egészseges taplalkozas
alapveb feltételeit.

A taplalkozasi ismeretek a lakossag egyre szébeskdrében tortéh terjedése
kovetkeztében egyre novekszik az a tarsadalmi rétegly torekszik az egészségtudatos
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taplalkozésra. A gyogyszer- és élelmiszeripar,digypnbe véve az emberek ilyen irdnyd igényét,
egyre tobb olyan terméket fejleszt ki és hoz faygdla, melyek beltartalmuk, bioldgiai
hasznosulasuk alapjan tobblet egészségigyi hatdssaldelkeznek. A  korszr
taplalkozastudomanyi ismeretek alapjancaéiitott étrend-kiegeszék, illetve hozzaadott
vitaminokat vagy mas egészségegst szolgald adalékokat tartalmaZdankcionalis
élelmiszerelegyre szélesebb skalaja all a fogyasztok rendésiée.

A vitaminozott élelmiszerek megjelenése, illetvgregnagyobb Gtemben tori@elterjedése
maga utan vonja a miségelledrzést szolgald, igy a fogyasztok védelmét biztokarszet,

gyors és koltség-hatékony analitikai médszereklgoiasanak sziikségességét.
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3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A vitaminok altalanos jellemzése

A vitaminok kutatdsanak kezdete 1896-ra téhemmikor is Eijkman holland bdrténorvos
csirkéken végzett kisérletei soran felfedezte, hadyantolt rizzsel etetett csirkéken a beri-beri
betegség tlnetei mutatkoztak, szemben a hantolaitasel taplaltakkal. Funk, 1912-ben
Kimutatta, hogy a rizs korpajaban talalhato, kéremmpontbdl az aminok tulajdonsagéat mutatéd
hatbanyag megakadalyozza a beri-beri kialakulds¥. ilyen életfontossagi aminok
elnevezésére a vitamin kifejezést javasgRASZTONYI, 1993.

Ma mar tudjuk, hogy a vitaminok t6bbsége nem ardm,altalanosan ezt az elnevezést
hasznaljuk azokra a természetes anyagokra, ambigiaika betegséget okoz. Tehatimminok
olyan valtozatos kémiai szerkeieszerves vegyuletek, melyeket az emberi szerveratképes
elegend mennyiségben édllitani, de kis mennyiségben nélkilozhetetlenekalinzavartalan
miikodéséhefBALL , 2004.

A vitamin fogalom azonban relativ. Példaul a Cviiat az ember, a majom, a tengerimalac
€s a gyumolcsévdenevér kivéetelével minden eddig vizsgalt allafigikdzbol képes ééllitani,
igy a C-vitamin csak ezenédtnyek szamara nélkulozhetetlen vitamin. Mai isrreand alapjan
az emberi szervezet zavartalafikidésében 13 vitamin jatszik szerepet, melyek addigmuk
alapjan két csoportra, zsirban, illetve vizben d@d&itaminokra oszthatdék. A zsirban oldédé
vitaminok csoportjaba soroljuk az A-, D-, E- és\Htaminokat, illetve a kulonbd@mérteki A-
vitaminhatassal rendelké&xarotinoidokat. A vizben oldédé vitaminok csopattp C-, illetve a
B-vitaminok (B, By, Bz, Bs, Bs, B7, Bg, B12) alkotjak[BALL , 2004.

A vitaminok elnevezésére nincs egyseéges, nemzédkpzielfogadott eljaras. A
vitaminkutatas el$ szakaszaban a latin ABC bithasznaltak erre a célra (A-, B-, C-vitamin),
de ez a rendszer nem egyotitetivel a kéébbi kutatasok soran szédmos vegyidetr
bebizonyosodott, hogy azonos eg§biliekben mar elnevezett vitaminnal, vagy, hogy raggs
tekinthe® vitaminnak. Az utdbbi csoportba tartozé vegyuletekitaminoidoknak nevezzik (pl.:
esszencialis zsirsavak, koenzim{GQASZTONY]I, 1993.

A hasonld élettani hatasu, de kulonboeredet, illetve elté kémiai szerkezét
vitaminokat, az azonos lietellé tett szamindex jeldli (pl.: A Az-, Bi-, By, Do-, Ds-vitamin).

Ezen kivill egyes vitaminokat bioldgiai hatasuk vé&gyniai szerkezetik alapjan is elneveztek.
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igy példaul, amig az aszkorbinsav elnevezés a &t skorbutellenes hatasat tikrozi, addig a
nikotinsav vagy a nikotinamid az®itamin kémiai szerkezetére uf@ASZTONYI, 1992.

Azonban a szamindexes telolés sem minden esetben egyérielmJgyanis a
vitaminkutatas élrehaladtaval fény dertilt arra, hogy egyes vitamirektében nem csak egy,
hanem szamos, kémiai felépitésiikben rokon vegygietelkezik kilonbdz mértékben az adott
vitaminra jellems bioldgiai aktivitassal. PéldaulsB/itaminhatasa hat kilonbézegyuletnek is
van. Ezeket az azonos élettani hatasu, rokon vetpkét vitamereknek nevezzik[BALL,
2004.

A vitaminok fentiekben emlitett definicioja alapjda szervezet megfetel vitamin-
ellatottsdga csak kifistaplalékforrasbdl biztosithatd. A definicié porithsa végett sziikséges
még megemlitenem az Ugynevezptbvitaminokat. Ezek olyan bioldgiai aktivitas nélkdli
vegylletek, melyeket az emberi szervezet kulotkaragcsere folyamatok soran vitaminokkéa
képes atalakitani. llyen provitamin példaul az smjerin, melyekél D-vitamin keletkezik
[GASZTONYI, 1993.
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3.2 A vizben oldédoé vitaminok és vitamerjeik szerkezetielépitése

Amint azt mar az ék6 fejezetben emlitettem, a vizben oldd6do vitamins&portjat igen
valtozatos szerkeZewvegyiletek alkotjdk (I. Melléklet). Ezen anyagalksziriségét fokozza az
is, hogy egy adott vitaminhatassal szamos — sokb@secsak egy-egy funkcids csoportban
kilonbdd — rokon vegyllet (vitamer) rendelkezik. Ezen vdgigk mind edfordulasi
gyakorisagukban, stabilitasukban, mind hatasuk ékélten kilonbdséget mutatnak. Emiatt,
legyen sz6 akar a kiulonb®zitaminokkal dusitott élelmiszeraly vitaminkészitményekit, akar
ezek vitamintartalmanak meghatarozasarol, fontosakkom a kllonb&z vitamerek

részletezését is.

A természetben 8;-vitamin tiaminként(szabad forma), illetve annak harom foszforilalt
formajaként fordul él. Az élb szovetekben tilnyomé részbtamin-difoszfatkén{TDP), vagy
mas néven tiamin-pirofoszfatként van jelen. Aztaadvetekben kis mennyiségbermnofoszfat
(TMP) éstrifoszfat(TTP) észterei is megtalalhatok.

A By-vitamereka flavinok csoportjaba tartozo szines vegyuletetermészetben élorduld
legjelentsebb B-vitaminaktivitdst mutat6 flavin vegyuletekréooflavin, ariboflavin-5’-foszfat
(flavin-mononukleotigd FMN), és ariboflavin-5’-adenozildifoszfat(flavin-adenin-dinukleotid,
FAD).

A Bs-vitamin, mas néven niacin ¢jtéonév, két azonos biologiai aktivitdsu vegyuletet, a
nikotinsavat (piridin 3-karboxilsavat) és aikotinamidot (piridin 3-karboxamidot) foglalja
magaba. A piridin karbonsav szarmazéka a nikotingamikotinsav amidja a nikotinamid. A
szabad nikotinsav a szervezetben nikotinamiddéubkk Az éb szervezetben a nikotinamid a
piridin enzimek dinukleotid jellag koenzimjeinek, azaz aikotinamid-adenin-dinukleotid
(NAD) és anikotinamid-adenin-dinukleotid-foszf@ADP) reakciécsoportja.

A Be-vitamin elnevezés alatt az 6sszes olyan 3-hidroxi-2-metllp szarmazeékot értjuk,
melyek azonos piridoxin jellég biologiai aktivitassal rendelkeznek. Hat piridoxhratasu
vegyllet ismert, ugy mint @iridoxin vagy mas néven piridoxol (PN), @ridoxal (PL), a
piridoxamin (PM), valamint ezen vegyuleték-foszfatésztergfPNP, PLP, PMP). A Bvitamin
foként piridoxal-5'-foszfat formajaban fejti ki élatti hatasat, igy a szervezetben a legtobb
piridoxin hatasu vegytilet ilyen foszfatszarmazéakakul at. A névenyi szévetekben a piridoxin
leggyakrabban 5’-Of-D-gltkopiranozil)-piridoxin (PN-glikozid) kotésbeordul eb [BALL,
2004.
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A Bs-vitamin, mas néverpantoténsavazon ritka, természetes vegyiletek kdzé tartozik,
melyek nem alfa-, hanem béta-amindsavat tartalnkaznanolekula optikailag aktiv, de csak a
D(+)-enantiomerje fordul éla természetben. A természetben mas pantoténsaihatgytilet is
megtalalhato. llyen példaul@antotenol mely a szervezetben pantoténsavva oxidalodiky 2ag
pantetein ami a pantoténsav és a cisztein kapcsolodasab@imazo pantotenilcisztein
dekarboxilezési terméke.

A Br-vitamin, mas néverbiotin (H-vitamin) lehetséges nyolc sztereoizomerje kadak a
(+)D-biotin fordul eb a természetben és rendelkezik vitaminaktivitassal.

A Bg-vitamin esetében dolat elnevezés a vitamin aktivitasi pteroesav szarnukzék
vegyuletcsoportjat jeldli. Afolsay, mas néven pteroilmonoglutamat (PteGlu) alapveggih
pteroesav, melyhez egy L-glutaminsav kapcsolédikolav a természetben redukalt formaban,
7,8-dihidrofolatként (DHF), illetve 5,6,7,8-tetrahidrofolatken{THF) van jelen. A THF 1-
szénatomos vegyluletrészekkel kiegészub#ofmil-, 10-formil-, 5-metil-, 5-formimino-, 5,10
metilén, 5,10-metenil-THFszamos enzim koenzimjének felépitésében vest. idsolatok a
természetben nagyrészt 5-A-peptid kotésben kapcsolodé glutaméatot tartalmazo
poliglutamétként vannak jelen, melyek a szervezethenoglutaméatta alakulnak.

A Bis-vitamin név akobalaminokcsoportjat jelzi. A molekula kézponti kobalt at@hpz
kulonbo®d funkcidos csoportok kapcsoldédhatnak, ugymint cian{eCN), hidroxil- (-OH),
nitritgyok (-NH,), viz molekula (HO), metilcsoport (-Me) vagy 5’-dezoxiadenozil. Eheeésik
ennek megfeléen: cianokobalamin, hidroxokobalamin, nitritkobalamirgkvakobalamin,
metilkobalamin és adenozilkobalaminrA cianokobalamin szintetikus, j;Bvitaminhatasu
molekula. A természetben a kobalaminokként hidroxokobalamin, metilkobalamin és
adenozilkobalamin formajaban fordulnak.el

A C-vitaminnakkét enantiomer pérja létezik, ugymintlaz és D-aszkorbinsavalamint az
L-, és D-izoaszkorbinsaz L-aszkorbinsav rendelkezik a legjelésgbb biologiai aktivitassal.
A D-aszkorbinsav és az L-izoaszkorbinsav csak m&sges koérulmények kozott forduléel
vitaminhatasuk elhanyagolhatdé. Az L-aszkorbinsarri@ndehidroaszkorbinsavvaxidalodik,
mely a szervezetben is lejatsz6do reverzibilisdolpt. A dehidroaszkorbinsav teljes étiték-
vitamin hatassal rendelkezik, mivel a szervezetbeonnal L- aszkorbinsavva redukalodik
[BALL, 2009.
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3.3 A vizben oldddé vitaminok stabilitasa

Az ember vitaminszikségletének egy részét a frissfogyasztott zoldségekb és
gyumolcsokil fedezi. Ezen élelmiszerek természetes vitamialad Hként matrixhoz kotott
formaban van jelen, mely biztositja az egyes korepeek bizonyos mértékstabilitasat. A
feldolgozott élelmiszerek esetében nagyobb hang@ly fektetni a vitaminok stabilitAsanak
megovasara. Ez fokozottan igaz é&kdnt szabad vitaminformakat tartalmaz6, dusitott
élelmiszerek esetén, ahol a dusitasi folyamat sardarmékhez adott vitaminok kilonkioz
eredeli és mértek kornyezeti hatasoknak vannak kitéve. Fontos tésraernink az egyes

vitaminok stabilitasi jellemit.

A tiamin savas pH-n stabil, de a kdzeg pH-janak novekeaésnyre inkdbb csotkken a
kilonbod tényedkkel (h6, kémiai reakciok) szembeni ellenallasa. A tiamirB-&itaminok
koziul a leglblabilisabb. A fehérjék védelmet biztositanak a trarszamara, igy az élelmiszer
matrixokban jobban ellenall astdegradacionak, mint vizes oldatban. Elelmiszer@olésa
soran bekovetkéz veszteség fagyasztassal és szaritassal csokkenthet élelmiszerek
feldolgozasa soran fennall6 lugos kozegsegiti a tiamin bomlaséat. Példaul&idr hasznalata a
liszt eredeti tiamin tartalmanak 50%-0s veszteségkbzhatja [LESKOVA, 2004. Az
élelmiszerekhez adott szulfitok, melyek a termékémek megrzését, illetve az aszkorbinsav
oxidaciojanak gatlasat biztositjak, a tiaminra reekaros hatasualBELITZ, 2004.

A riboflavin oldott allapotban UV és lathaté fény hatasara kénndegradalédik, mely
folyamat a Bmérséklet, illetve a pH emelkedésével csak fokdzdeenytl védve a riboflavin
vizes oldata pH 2-5 tartomanyban 1%ZDig héstabil, pH 7 felett gyors degradacidja kovetkezik
be. Fénydl elzarva a riboflavin stabil marad oxigén és szarmgidalé agensek jelenlétében is
[BALL, 2004. Altalanossagban elmondhatd, hogy a riboflavin é@elmiszerek szokasos
feldolgozasa soran mégi stabilitdsafBELITZ, 2004.

Az oxigén, a fény és adha Bs-vitamin egyik formajara sem gyakorol kedw#ien hatast
vizmentes, illetve semleges kozegben. Az oxidankamek (NAD, NADPY) ltgos kdzegben,
mig a redukaltak (NADH, NADPH) savas kozegben lahK. Az élelmiszerek taroldsa és
feldolgozasa nem jar szignifikans niacin vesztesE@ALL , 2009.

A legtdobb B-vitaminnal szemben pantoténsavstabilitdsa a pH ndvekedésével egyitt
fokozdédik, pH 5-7-es tartomanyban a legstabilakitil & tartomanytdl eltér pH-n hs-labilis. A
leved oxigéntartalma és a fény nem befolyasolja stalsidit. Az élelmiszerek feldolgozasa csak

minimalis pantoténsav veszteséggel[hLL , 2004.
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A Bg-vitamin hé-degradacidja a pH novekedésével fokozOfBALL, 200§. A Be-
vitaminrél altalanossagban elmondhatd, hogy amfgizldo ldkezelésre érzékeny, addig a
leved oxigénje nincs ra negativ hatassal. &vMBamin stabilithsa az élelmiszerek feldolgozasa
soran nagymeértékben fligg a jeledévitamer tipusatol, ugyanis piridoxin (PN) sokkal
ellendliébb, mint giridoxal (PL) és apiridoxamin(PM). EbBl az kdvetkezik, hogy a ndveényi
eredel termékek feldolgozasa soran, melyéként piridoxint tartalmaznak, joval kisebb @B
vitamin veszteség, mint az allati eradé&trmékeknél, melyekben a piridoxal, €s a piridoxam
jelenléte a jellemz [BALL, 2006; BELITZ 2004; LESKOVA 2004.

A Bg-vitamin vitamerjei stabilitAsukban igen nagy eltérést makt A legstabilabb folat a
folsav A pH cstkkenése stabilitasanak csokkenését voaga utan. A folatok aktivitasa fény
hatdséara jeleisen csokken. A THF vas(lll) és réz(ll) ionok jeletd@ben kdnnyen oxidalodik.
Antioxidansokkal (pl.: aszkorbinsavval) a folatdlatslitdsa névelhét A folsav jo ellenallast
mutat az élelmiszerek feldolgozasakBALL , 2006; BELITZ 2004.

A cianokobalamin a legstabilatiby-vitamin aktivitasu vegytilet. A cianokobalamin vizes
oldatban, szobdmérsékleten oxigén jelenlétében stabil marad. Bt#dhoz a legkedvébb a
4,5-5 pH tartomany. A B-vitamin aktivitdsat veszti vizes kbzegbedoxidald, valamint nagy
mennyiséf redukaldé agensek (aszkorbinsav, szulfit) jelebéte Fény hatasara a
cianokobalamin hidroxokobalaminna alakul, rezve B;,-vitaminaktivitdsat[BALL, 2006;
BELITZ, 2004.

A vizben oldddé vitaminok kozul @-vitamin az egyik legérzékenyebb. StabilitAsat szamos
tényed befolyasolja. Vizes oldatban, savas (pH 3-4,5)uktiények kozott jobb stabilitast
tanusit, mint 5-7 pH tartomanyban. Adérhérséklet a C-vitamin stabilitasdnak egyik
eredményezi. Az aszkorbinsav bomlase 4«orili smérséklettel lassithatd. Az aszkorbinsav
inaktivalédasét a lathat6 és az UV fény egyaraidétri. Oxigén és fém ionok (vas(lll), réz(ll))
jelenléte az aszkorbinsav irreverzibilis oxidadiégkozhatjdk 2,3-diketogulonsavy8ALL,
2006; BELITZ 2004.
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3.4 Vizben old6doé vitaminok természetes forrasa

Annak készénhéen, hogy az allati szoévetekben kivétel nelkil, migévenyi szévetekben
a Bvitamin kivételével a B-vitaminok kilonbé6zmennyiségben és formdban vannak jelen,
minden természetes, és még feldolgozatlan élelmBastamin forrasnak tekinthét Szamos
allati és novényi eredietermék magas vitamintartalmanak készé6eetkiemelked helyen all
az élelmiszerek kozott.

Az dllati eredefi taplalékok kozil amdj kulonds jelertiséggel bir, mivel nagy
mennyiségben tartalmazza a vizben old6do vitamasaiportjanak dsszes tagjat (B- vitaminok,
C-vitamin). Fogyasztas szempontjabdl az Aéllati dsflgek kozil magas C- és.B
vitamintartalmanak koészonlien jelends szerv meég aziy valamint avese melyben a Bés a
B.-vitamin kivételével minden vizben old6dé vitamiregtalalhat6. A kilonbd@zhisokszintén
fontos B-vitamin forrdsok (B B, Bs, Bs, By, Bio). Az allati ereddt élelmiszerek kozdl
kiemelend termék még aojas magas B, Bs-, Bs-, B7-, Biz-vitamintartalmanak, illetve tej,
jelents B,- €s B, -vitamintartalmanak kdszonléen.

A ndvényi eredet termékek kozll a friss gyumolcs- és zoldségnoviérigileént C-vitamin
tartalmuk kovetkeztében jatszanak fontos szerepetraberi taplalkozasban. Kiemelke®-
vitamin forrds a kaposzta- és salatafélék, a papakparadicsom, a burgonya, a citrusfélék, a
fekete ribizli és a csipkebogyd. A sparga, a brdikko kelbimbd és a levélzoldségek-Ba
brokkoli Bs-€s B, a burgonya Bvitamint tartalmaz nagy mennyiségben a C-vitamigilett.
Jelenés B;-, Bs-, Bg-vitaminforras szerepét toltik be a hlvelyesek, 6idiogyord, és a
gabonamagvak. Ezen felil a foldimogyor6 még magas & gabonamagvak jeléist By-
vitamintartalommal rendelkezn¢BALL , 2006; BELITZ 2004; RODLER 2009.

Az allati és novényi eredeglelmiszereken kivil, még meg kell emlitenengkeszft, mely
kiemelked forrasa a B-, B.-, Bs-, Bs- és B-vitaminoknaklRODLER, 2009.

Az élelmiszerekben a vizben oldédd vitaminok kifiutbformai szabadon vagy egyéb
élelmiszer-komponensekhez &dve fordulnak €. A Bi-, Bo- és B-vitamin szabad tiamin,
riboflavin, piridoxin, piridoxal és piridoxamin fordban vagy foszforilalt,6ként TDP, FMN,
FAD és PLP formaban vannak jelen. Tovabba szorespai kovalens kétéssel fehérjekhez
kapcsolodhatnak. Amig Bg-vitamin az allati szovetekben talnyomo részben fehérjéidve
piridoxal-foszfatként (PLP), addig a névényi erdédeiplalékokban piridoxinként van jelen. A
noéveényekben a piridoxin egy része cukrokhoz#ii gliikozidot (PN-gltikozid) alkotvEBALL ,
2004.
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A Bs-vitamin az élelmiszerekben nikotinamid formajaban vannjelaely Bként a NAD
hidrolizisével keletkezik. A NAD triptofanbdl is l&pllhet, ha triptofan talkindlat mutatkozik.
Ezekre vald tekintettel vezettek be a niacin ekena fogalmat: 60 mg L-triptofanbdl annyi
NAD keletkezik, mint 1 mg nikotinamidbdl. A gaboéddk Bs-vitamintartalmanak 85-90%-at
niacinogén vagy niacitin, azaz fehérjéhez kotikotinsav alkotja.

A pantoténsavszabadon, illetve koenzim-A-hoz kotve egyarant taléthato. Abiotin a
tobbi vizben oldddo vitaminhoz képest nagyon kisinyeséegben fordul élaz élelmiszerekben.
Az allati ereddt taplalékokban, a gabonafélékben és a mogyorolieajéhez kotott, a zoldseg-
€s gyumolcsnévényekben, valamint a tejben szalvathfvan taladlhaté meg.

A természetben élordul6 B;o-vitamint kizardlag baktériumok és egyéb, a talajban, aerizb
eés az allatok bélrendszeréberd @hikroorganizmusok termelik. A névényekben nyomakba
eléforduld Bp-vitamin a talajpol vagy a tragyazasbol drerhikrobiolégiai szennyediés
eredménye. Néhany pillangés ndvény gyokérgumoibdahtitd baktériumok is képesek,B
vitamin szintézisre. A B-vitamin szamos forméban jelen van az éllati efeéétimiszerekben,
melyek kdzil az adenozil- és a hidroxokobalamieggyakoribb.

A C-vitamin az élelmiszerekben aszkorbinsav, illetve dehidioabinsav formaban
egyarant megtalalha{8ALL , 2004.

A B-vitaminok néhany forméja az emberek szamaraakaggn nem, vagy csak Kkis
meértékben hasznosithatd. Ide tartozik a fentiekbgdr emlitésre kerilt FAD fehérjéhez
kovalensen kotétt alakja, a PN-glukozid, a niacérogalamint a niacitifBALL, 2004. Az 1.

tablazatban néhany élelmiszer vizben oldédé vitamin tartalttiatettem fel.
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1. tAblazat: Néhany élelmiszertermék vizben oldddo vitamirelara[BELITZ, 2004

Elelmiszertermék B, B, B;° B:° Bg Biotin Folsav B, C
mg mf mg mgd mg pg’ pgd  pg  mg

Tejtermékek

Tehéntej 004 018 009 035 004 350 6,70 0,40 1,70

Vaj 0,005 0,02 0,03 0,05 0,005 0,20

Sajt (Camembert) 004 037 09 070 020 280 380 240

Tojas

Tojassarga 0,29 040 0,07 3,73 030 530 159,0 2,00 0,30

Tojasfehérje 002 032 009 014 001 7,00 920 0,20 0,30
Hustermékek

Marhahus 001 008 026 750 031 0,24 3,00 300 5,00
Sertéshus 090 0,23 5,00 0,70 0,40 0,80

Sertés mjj 0,31 3,20 15,7 680 060 30,0 220 40,0 23,0
Sertés vese 0,34 180 8,40 3,10 0,60 20,0 16,0
Haltermékek

Hering 004 022 380 09 050 450 500 850 0,50
Gabonatermékek

Gabonamag 048 0,09 510 120 0,27 6,00 87,0

Buzaliszt (550) 0,11 0,03 050 040 0,10 1,10 16,0

Blzacsira 201 0,72 450 100 050 17,0 520

Kukorica 036 0,20 150 0,70 0,40 6,00 26,0

Hantolatlan rizs 041 009 520 1,70 0,28 12,0 16,0

Hantolt rizs 006 003 130 060 0,15 3,00 11,0

Zoldségfélék

Gomba (termesztett) 0,10 0,44 520 2,10 0,07 16,0 25,0 4,90
Burgonya 011 005 120 040 031 0,40 22,0 17,0
Fejessalata 006 008 030 010 0,06 190 59,0 13,0
Lencse (szaritott) 048 0,26 250 1,40 0,60 168 7,00
Sargarépa 0,07 005 060 030 0,27 5,00 26,0 7,10
Speno6t 009 020 060 030 0,22 6,90 145 52,0
Paradicsom 0,06 004 050 030 0,10 4,00 220 19,0
Képoszta (fehér) 005 004 030 030 019 3,10 31,0 48,0
Gyumolcsfélék

Narancs 008 004 030 020 0,10 230 29,0 50,0
Eper 0,03 005 050 030 0,06 4,00 43,0 64,0
Csipkebogy6 0,09 0,06 0,48 0,05 1250
Fekete ribizli 005 004 028 040 0,08 240 8,80 177
Meggy 0,05 0,06 0,40 75,0 12,0
Eleszk

Siubéleszé (préselt) 143 2,31 174 350 0,68 330 716
Sorélesa (szaritott) 12,0 3,80 448 7,20 4,40 20,0 3200

a A megadott értékek 100g fogyasztott termékre vammaikk,P nikotinamid,® pantoténsav
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3.5 Vitaminszikséglet

A szervezetben lejatsz0dé anyagcsere folyamatolbj@izameg a vitaminszikséglet
mértékét, mely el kifolydlag bizonyos hatérok kozott folyton valikz A napi
vitaminsziikséglet nem minden emberre nézve egységék, mert fligg az életkortdl, az
egeészségi allapottol, a végzett munka jelléigetb.. Az Amerikai Taplalkozastani Intézet (Food
and Nutrition Board, Institute of Medicine, Natidecademies) meghatarozta és egységesitette
az egyes vitaminok és &svanyi anyagok optimalisitélevmennyiségét, melyet RDA-nak
(Recommended Dietary Allowangeazaz ajanlott napi tdpanyagbevitelnek nevete&zRDA
ertéket ugy allitottak be, hogy az kortdl és nrfiiggetlendl fedezze kdzel minden egészséges
ember vitamin és asvanyi anyag szikségletét. Az BDékeket az EAREstimated Average
Requiremen} értéktdl, azaz a becsilt atlagos szuksédiezamitottak ki, amely azt a becsiilt
mennyiséget fejezi ki, mely fogyasztasaval a vitdni@ny kialakulasdnak (az emberek elégtelen
vitamin és asvanyi anyag bevitelének) valéggége 50%. A vizben olddédé vitaminok ajanlott
napi bevitelét a2. tablazat foglalja 6ssze. A biotin és a pantoténsav esetébdnanyos
ismeretekBl fakaddan, az RDA helyett az AA{lequate Intak® azaz az ajanlott beviteli érték
taldlhatd. Ez egy megkozdlit értéket jelol, amit kulonb@z csoportokon végzett

megfigyelésekdl szarmaztattakDRI, 2004.
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2. tablazatVizben old6do vitaminok ajanlott napi bevitele (RIRecomened Dietary Allowance§)RI, 2004

Korosztaly C Tiamin  Riboflavin  Niacin Bg Folat B, Bs Biotin
(mg/nap) (mg/nap) (mg/nap) (mg/nap} (mg/nap) (ug/nap) (ug/nap) (mg/nap] (ug/nap)
Csecserd
0-6 hénap 40* 0,2* 0,3* 2* 0,1* 65* 0,4 1,7* 5*
7-12 hénap 50* 0,3* 0,4* 4* 0,3* 80* 0,5 1,8* 6*
Gyerek
1-3 év 15 0,5 0,5 6 0,5 150 0,9 2% 8*
4-8 év 25 0,6 0,6 8 0,6 200 1,2 3* 12*
Férfi
9-13év 45 0,9 0,9 12 1,0 300 1,8 4* 20*
14-18 év 75 1,2 1,3 16 1,3 400 2,4 5* 25*
19-30 év 90 1,2 1,3 16 1,3 400 2,4 5% 30*
31-50 év 90 1,2 1,3 16 1,3 400 2,4 5* 30*
51-70 év 90 1,2 1,3 16 1,7 400 2,4 5* 30*
>70 év 90 1,2 1,3 16 1,7 400 2,4 5* 30*
N
9-13év 45 0,9 0,9 12 1,0 300 1,8 4* 20*
14-18 év 65 1,0 1,0 14 1,2 400 2,4 5* 25*
19-30 év 75 1,1 1,1 14 1,3 400 2,4 5* 30*
31-50 év 75 1,1 1,1 14 1,3 400 2,4 5* 30*
51-70 év 75 1,1 1,1 14 1,5 400 2,4 5* 30*
>70 év 75 1,1 1,1 14 1,5 400 2,4 5* 30*
Varandos anyak
14-18 év 80 1,4 1,4 18 1,9 600 2,6 6* 30*
19-30 év 85 1,4 1,4 18 1,9 600 2,6 6* 30*
31-50 év 85 1,4 1,4 18 1,9 600 2,6 6* 30*
Szoptatds anyak
14-18 év 115 1,4 1,6 17 2,0 500 2,8 T* 35*
19-30 év 120 1,4 1,6 17 2,0 500 2,8 7* 35*
31-50 év 120 1,4 1,6 17 2,0 500 2,8 7* 35*

(Forras:Food and Nutrition Board, Institute of Medicihgtional Academies DRI riportyww.nap.ed)
*Al (Adequate Intakes) ajanlott beviteli érték
aNE niacin ekvivalens érték 1mg niacin=60 mg triptofa

b DFE (Dietary Folat Equivalents) étkezési folat ekvars érték 1DFE={ig élelmiszer folat = 0,fig folsav (dusitott élelmiszerekbvagy
vitaminkészitményeld)

¢ Pantoténsav
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3.6 A vizben oldddoé vitaminok szerepe az élszervezetben

A vitaminok az emésétsatornabdl felszivodva, katalitikus vagy szabalyedyesként
kapcsolodnak be az élettani folyamatokba. A vitarkirenergiat nem szolgaltatnak, de kis
mennyiségben nélkulozhetetlenek az anyag- és erfergalom edsegitéseéhez. A B-vitamin
csoportjanak szamos tagja (melyek a lebontd angagclyamatokban jatszanak szerepet)
katalizalé6 enzimek koenzimjeként vesz részt a szmw energia ellatasdban. Ezeket a
vitaminokat prosztetikus vitaminoknaknevezzilk. A koenzimek jelleréen egy fehérjét
(apoenzimBl) és az ehhez kapcsoldédd vitaminbol épllnek feko&nzim vitamin része teszi
lehettvé az enzim szubsztrathoz valé kapcsoldédasat. Hmegfeleb vitamin nem all
rendelkezésre a koenzim feléplléséhez, akkor aagasgre folyamatok menetében zavar
keletkezik. Ennek kdvetkeztében az a termék, mélareatalakitasa blokkolt, felhalmozdodik a
szervezetben, vagy egy alternativ anyagcsere fayanegy végbg¢BALL, 2006; RODLER
2009. A vizben oldédé vitaminok élettani hatasat, vatarhianyukban kialakul6 betegségeket,
illetve azok tineteit 8. tablazatbanfoglaltam 6ssze.

Szamos vitamin egyuttesen fejti ki élettani hatag&tldaul a vords-és fehérvérsejtek,
valamint a véralvadashoz sziikséges vérlemezkélkoépenek szabalyozdsabansa & a Bo-
vitaminok egyuttesen vesznek részt. A vér homoeiszszintjének szabalyozdsahoz aibbl
két vitaminon kivll a Bvitamin jelenléte is nélkilozhetetleny-Bitamin szikséges a NADH
oxidaciojahoz, a NAD triptofanbdl tort8rszintéziséhez, valamint ag-Bitamerek és a folatok
egymasba atalakulasahoz. A C-vitamin regeneraljeedukalodott a-tokorefolt [RODLER,
2009.

A helytelen taplalkozas az emberi szervezet elégteitaminellatottsagat vonva maga utan
anyagcserezavarokhoz vezethet. Az ennek kovetkaztléd hianytiinetek vitaminhianyos
allapotrol arulkodnak, melyethipovitamindzisnak nevezzik, sulyosabb valtozata az
avitaminozis]lGASZTONY], 1992.

A vizben oldddé vitaminok hianytiinetei szinte azainjelentkeznek. Amig néhany B-
vitamin hianya jellemé tiinetekkel jaré betegségekben mutatkozik meg,gaahdis B-vitaminok
hianytiinetei alig észreveléek. Egyes B-vitaminok esetében a kialakult tinetelgyon
hasonldak lehetnek, melyek valodi okanak tévesrfadrése, és helytelen kezelése, akar sulyos
kovetkezmeényekkel is jarhat. Példaul a folsav- é8;avitamin hianyat, az idegrendszeri
korjelek megjelenéseig, csak a verkép alapjan lehegkulonboztetni, a klinikai tinetek

azonosak. A B-vitamin a B-vitamin aktiv formajanak (THF) regeneralédasibaszvrészt.
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Hianyaban a Bvitamin inaktiv formaja felhalmozddik. igy abbarz @esetben, ha B
vitaminhidnyban szenvédbeteget tévesen g®itaminhiannyal kezelik, a gvitamin tulzott
bevitele (B viamin nélkil) visszafordithatatlan idegrendszkérosodast okozhat. Ugyanis
ebben az esetben a lathato tinetekqavifBmin fogyasztasaval enyhllnek, de g-fAtamin
hianyaban fellép idegi degeneréacio kezeletlen marad. &hdifolydlag a vitaminkészitmények
ezeket a vitaminokat mindig egyutt tartalmaz4akLEN, 2006; BALL, 2006; RODLER
2009.
Vitaminhiany a kdvetkez okokbol 1éphet fel:

» helytelen taplalkozas

» felszivodasi zavarok, nem megfélélasznosulas

» antivitaminok jelenléte

= fokozott kivalasztodas, megndvekedett sziikséglet

= alkoholizmus

A helytelen tplalkozasbokred vitaminhiany egyik jellegzetes példaja a-\Btamin
hianyaban kialakul6 betegség, a beriberi. Ez nakin is jelerits réteget érint,cként Kelet-
Azsiaban, ahol asftaplalék a hantolt rizLETCHER 2004.

Nagyfokl B-vitaminhiany rendellenes felszivodasilletve helytelen gyomornedv
kivalasztds esetén, vagy gyomdtdtek utan léphet fel, ugyanis felszivodasahozitiehil
sziikséges egy mukoprotein (intristic factor), amalgyomorfalban kégaik és a normalis
gyomornedvben mindig megtalalhd®ODLER, 2009.

Az antivitaminok a vitaminok hatasat inaktivalé szerves vegylletditasukat azonos
kémiai szerkezetik révén fejtik ki, mint kompetitfatlok, enzimek vagy komplexkéfiz
Foként a koenzim szerepet betbltitaminok hatasat korlatozzak, kiszoritva azokaeazimlsl,
ezaltal biolégiailag hatastalan enzimeket eredmargellyen antivitamin pl. a lilakaposztaban
taladlhato tiaminaz, mely a tiamint hatastalanitja.

Az antivitaminok jelenléte és a helytelen tapldk®zsok esetben 6sszefligg egymassal. A
niacin hianyanak kialakulasa példaul azokat veszddpi, akik &ként kukoricaalapu
élelmiszereket fogyasztanak. Ennek az az oka, laokykorica amellett, hogy nikotinamidban
szegény, tartalmazza annak antivitaminjat, az swhibavat is, mely a tplalék tobbi
alkotérészével bevitt Bvitamin bioldgiai hatasat is semlegef@ASZTONYI, 1992.

A vitaminhiany kialakulasat a szervezdataminraktarozé képességes befolyasolja. Az
egyes vitaminok kilénb&ézmértékben és ideig raktarozodnak az emberi szetlver. Amig a
szervezet tiamin raktarozo kapacitasa mindossaekitehét, addig a B-vitamin a majban akar
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évekig is elraktarozodik. EBbkovetkezik, hogy hianybetegségik kialakulasanakszirisége
is kiilonbds [RODLER, 2005.

A vitaminhiany mellett a vitaminok tuladagolasahiasonlé veszélyekkel jarhat. Az egyes
vitaminok tuladagolasa, mely vitaminkészitménydkdti alkalmazasa esetén Iéphet fel, sulyos
tinetekkel jarohipervitamindzist eredményez. A vizben olddédd vitaminok esetében lkenne
kialakulasa ritka, mert a szervezetben nem vagly kisamértékben raktarozodnak. A felesleg a
vizelettel tavozik a szervezéib Készitményeik tulzott fogyasztasa azonban, aalkszto
szervek nagyfoku leterhelését eredményeZR&@DLER, 2005.

A vizben old6édé vitaminok kozul a ;B a B, Bjrvitaminnak, a biotinnak és a
pantoténsavnak toxikus hatasat meg nem mutattakzkinban a niacin, a folsav, a-Bés a C-
vitamin esetében méar kimutattak a tulzott fogyasz§észségre gyakorolt kdros hatdsait. A
niacin, Bként a nikotinsav formajanak tulzott bevitele éulatpt, Hrpirt (€ged viszket érzés
az arcon és a kezeken), izileti gyulladast, magzésrendellenességet okozhatvBBamin 500
mg/nap feletti dozis fogyasztasa fényérzékenységatamint a kornyéki idegrendszer
mikodésében zavarokat valthat ki. Magas folsav blewitntalis valtozasokat, alvasi zavarokat,
gyomor-bélrendszeri panaszokat idézhét ehlamint elfedheti a B-vitamin hianyanak tlineteit.

A C-vitamin 1000 mg/nap feletti mennyiségben fogyes ebsegiti a veseakképzdést
[MELTZER, 2003.
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3. tablazatA vizben old6do vitaminok élettani hatasa, hiarbarkkialakulo betegségek, és azok tiinetei

Vitaminok Elettani hatasuk Jellem# hianybetegségek Jellerihianytiunetek
C-vitamin * antioxidans: szabadgyokfogw;tokoferol * skorbut * gyengeség, faradékonysag, rossz

regeneraldsa * tavaszi faradsag kdzeérzet

e szintézis: adrenalin, kollagén, epesavak, karnitin,» a szervezet ellenallé képesseégeneks izomfajdalom
neuroendokrin hormonok, P-450 csokkenése megléses e sargas-fehérdr

e tirozin bontasa betegségekkel szemben * jzlleti bevérzések a nyomasnak

* gatlas: glikogénbontas, szénhidratok fehéljéhlo kitett helyeken
felépulése » foginyvérzés, foghullas

* elésegiti a vas felszivodast a bélrendséerb

* méajban zajlé méregtelenitési folyamatok (P-450
szintézis révén)

* immunrendszer szabalyodikddése

B;-vitamin ¢ aktiv form&ja: tiamin pirofoszfat * Dberiberi * ideggyulladas
* szamos enzim koenzimje (pl.: a pirékisav, illetve ¢ szénhidrat-anyagcsere felbomladsa * izomgyengeség
aza-keto-glutarsav dekarboxilezését végnzimé) (pirosBlosav, tejsav feldusllasa a « almatlansag

* szénhidrat és aminosav metabolizmus vérben és a szovetekben) e ddémaképidés

 idegrendszeri membranok Npermeabilitisa * bénulas

* antineuritiszes hatas

B,-vitamin ¢ aktiv formai: FAD, FMN * vas-anyagcsere zavar (hypochrom ¢ ritkan jelentkeznek

* dehidrogenazok csoportjaba tartozo flavinenzimek anaemia) * aszaj és a nyelv nyalkahartya-
koenzimje gyulladdsa

* oxidacios-redukcios folyamatok * dermatitisz (Brgyulladas)

* pirosdlésav, zsirsavak, amindsavak oxidativ » fényérzékenység
lebontdsa » faradséag

* NADH oxidacioja * latasi zavarok

* Bg-vitamerek, foldtok egymasba atalakulasa » fejlédés leallasa (allatok)

* NAD szintézise triptofanbdl * szrzet kihullasa (allatok)

* szoveti légzés
* méregtelenités




Vitaminok

Elettani hatasuk

Jellem# hianybetegségek

Jellerihianytiunetek

Bs-vitamin aktiv formai: NAD, NADP * pellagra (3D betegség) Dermatitis(szaj és nyelv
dehidrogenaz enzimek koenzimje nyalkahartya-gyulladas,
szoveti redox folyamatokban vesz részt (pl.: bérgyulladéas, fénynek kitett
foszforilacid folyamataban a citratkdrben) bérfelllet pigmentalddasa)
szénhidratokbdl, zsirsavakbdl és aminosavakbdl Diarrhoea (étvagytalansag,
tortérd energia felszabaditas emeésztési zavarok, hanyas,
aminosavak-, zsirsav-, pentdz-szintézis hasmenés)
gyomornedv sésavjanak képzése Dementia(@lmatlanséag,
vér koleszterinszintjének csokkentése nyugtalansag, ingerlékenység,
értagito hatés remeges)

Be-vitamin Aktiv formai:foszfat formak » fehérje-anyagcsere zavar bérelvaltozas,
tobb mint 100 kulonbdzenzim koenzimjei vérszegénység
aminosav-, szénhidrat-, lipidanyagcsere almatlanséag
hemoglobin oxigénaffinitasanak fokozasa
szteroid hormonokra gyakorolt hatas
immunrendszer szabalyodikddése
normalis ndvekedés, féfllés, homeosztazis
biztositasa
neurotranszmitterek képzése

Bs-vitamin koenzim-A, acil-hordozo-fehérje alkotoeleme * csak mesterségesen idézhelt faradsag
energia felszabaditas fejfajas

szénhidrat anyagcsere

zsirsav szintézis

acetil-koenzim-A-ként amino-cukrok acilezésében
vesz részt, melyek a Kigzovetet alkoto
mukopoliszacharidok részei

acetil-koenzim A-ként a neurotranszmitter
acetilkolin kolinjanak acilezése

szukcinil-koenzim A-ként a porfirin, ezaltal a
hemoglobin és a citokrom prekurzora

szteroid vegyluletek bioszintézise

gyengeseg érzet
izomgorcs emésztési zavar




Vitaminok

Elettani hatasuk

Jellem# hianybetegségek

Jellerihianytiunetek

B,-vitamin ¢ enzimek prosztetikus csoportja * csak mesterségesen idethelt * kimeriltség
* négy karboxilaz enzim prosztetikus csoportja * anorexia
* szénhidrat és lipidanyagcsere * izomfajdalom
* glikogenezis, zsirsav bioszintézis, aminosav * csecserdk esetébendrgyulladas,
metabolizmus, telitetlen zsirsav katabolizmus foként a fejtéron
Bo-vitamin ¢ aktiv formaja: tetrahidrofolsav és derivatumai * megaloblasztos anaemia * idegrendszeri panaszok
* homocisztein, hisztidin, triptofan, szerin leboiatas (szabalytalan DNS replikacio, éretlen étvagytalansag
* metionin, purin és DNS szintézisben vorosversejtek szabalytalan * gyengeség
* emészirendszer nyalkahéartyajanak kialakitasa osztodasa) * emeésztési panaszok
* metil donor a homocisztein-metioin atalakuldsbane rak (DNS karosodas, mutacio)
(5-metil-THF) * emeésztési zavarok
(a bélrendszer nyalkahéartya
sejtjeinek elégtelen megujulasa)
* érrendszeri (elzarédas) betegségek
(plazma emelkedett homocisztein
szintje)
* idegi palyak karosodasa
(homocisztein metabolizmus zavara)
B,vitamin ¢ aktiv formai: metilkobalamin, adenozilkobalamin « ritka, felszivodasi zavarok esetén e« étvagytalansag

kulénbd® enzimek koenzimjei .
normalis névekedés

egészséges idegallapot .
vérképzés .

folat metabolizmus: metionin szintézisben
koenzimje annak az enzimnek ami katalizélja a
homocisztein-metionin atalakulast

Vvészes vérszegénység
(anaemia perniciosa)
idegrendszeri zavarok
DNS szintézisben zavarok

gyengeség

emeésztési panaszok
idegrendszeri panaszokbetor a
kornyeéki idegrendszeri panaszok
(labak, ujjak), majd kiterjed a
gerincvebre és az agyra
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3.7 Elelmiszerek dusitasa

Az asvanyi anyag- és vitaminhiany vilagszerte, po@i¢ és a fejlett ipari varosokban
egyarant komoly probléma, mely sulyos egészségigygiazdasagi kdvetkezményeket von maga
utan. Vilagviszonylatban a vas-, a jod-, és az @aminhiany a legjeletisebb. Csak vashianyban
megkozelibleg két milliard ember szenvefACC/SCN, 2000]. A B-vitaminok (tiamin,
riboflavin, B, folatok), a C-, a D-vitamin, a kalcium és a cinidnyanak kialakuldsa a Fdold
lakossaganak szintén jeléathanyadat veszélyezt¢BRUSSAARD, 1997; ESSAMA-TJAN|
2000; GREGORY 2000; O'BRIEN 2001]. A kulonb6® hianybetegségek kialakulaséként a
gyerekeket, az Oregeket, a varanddGsken, illetve azokat az embereket fenyegeti, akik
valamilyen okbdl (rossz szokasbdl, rossz anyagillk@ényekiél) kifolydlag egyoldalian
taplalkoznaNILSON, 199§.

Ezen hianybetegségek kikliszobolése jelenleg har6domlehetséges:
= valtozatos étrend kialakitasaval
= eétrend-kiegészik alkalmazasaval

= funkciondlis élelmiszerek fogyasztasaval

Mindegyik megoldasnak megvannak a magénygi és hatranyai. Az emberdielyes
taplalkozasranevelése a lehetséges legjobb, de hosszadalmgamiat. Etrend-kiegészitk
alkalmazasaval egyrésir gyors, latvanyos javulas érléetel, de ugyanakkor fennall a
tuladagolas kockazata is.

Funkcionalis (dusitott) élelmiszerekogyasztasaval szintén gyors eredmények ékhet
[FLETCHER 2004. Ezen élelmiszercsoport alatt olyan, egészsege&qay hatasu anyagokkal
(példaul mikroelemekkel vagy vitaminokkal) dusitoilelmiszereket értiink, amelyek
beltartalmuk, biolégiai hasznosulasuk alapjan tébbégészségugyi hatassal rendelkeznek
[DANSE, 1999. A dusitott élelmiszerek az étrend-kieg&daiel nagyobb mértékben jutnak el a
veszélyeztetett réteghez, hasznalatuk biztonsafgpskba tuladagolas veszélye ezen termékek
esetében is fenndFLETCHER 2004.
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3.7.1 A dusitas mérfoldkovei

Az élelmiszerek dusitdsanak jotékony hatdsat m&ztus ebtt 400-ban felismerték, amikor
Melampus perzsa orvos tanacsara a katonak borabkgteik ndvelése érdekében vasat kevertek
[FLETCHER 2004.

A strima (golyva) megétésére elként 1831-ben Boussingault francia orvos a sé
jédozasat javasolta, melyet 1923-ban Svajcban, n§@4-ben az Amerikai Egyesult
Allamokban be is vezettdBLUM, 1997.

Margarin A-vitaminnal tortéh dasitasat ész6r Angliaban végezték 1927-ben. A Masodik
Vilaghaboru 6ta a margarin dasitasat torvényi sgabkds irja e, mely az A-vitamin mellett
koteledve teszi a D-vitamin hozzaadasat is.

1907 és 1940 kozétt a niacin hianybetegsége, agrall melyet kezdetben fézesnek
véltek, jarvanyszéen szedte aldozataitoként az Egyestilt Allamok déli részét sujtotta, adol
kukorica alapu élelmiszerek fogyasztasa dominaltbétegség valdodi okanak felismerését
koveen, 1940-ben a fehér liszt niacin-, tiamin-, ribeth- és vastartalmanak ndvelését
térvénybe foglaltak. Ezen intézkedés hatasara lagval valamint a tiamin hianybetegsége a
beriberi 1950-re teljesen @it [BOLLET, 1992; LANSKA 1994.

Az Ujszllotteket nagy szamban fenyégedegc$zarddasi rendellenesség kialakuldsanak
megebzése érdekében 1998-ban az Egyesiilt Allamokbanlekéig tették a gabonaalapu
termékek folsavval torténdusitasafCHOI, 2003.

3.7.2 Az élelmiszer dusitas tipusai

Napjainkban az élelmiszergyartok a toérvények @léirt kotelez dusitason kivibnkéntes
alapon is adhatnak bizonyos vitaminokat és asvamyagokat termekeikhez. A dusitas egyrészt
torténhet(i) technolbgiai célbol(pl.: boraszati eljarasok soran), mely soran amihok adalék-
és izesttanyagok, valamint szinezékek szerepét toltik beRMKARTAKUSUMAH, 1998].
Egy masik cél lehet a feldolgozaskor bekovetketamin- és asvanyianyag-vesztesgi
helyreallitasa llyen példaul a fehér liszt hantolasa soran bek# B-vitaminveszteség
pétlasa [BAUERNFEIND, 1991; BOWLEY, 2003]. Tépangagal torté duasitas (iii)
helyettesi# élelmiszerek tdpanyag-egyenértékének biztositasdekében is végezletmint
példaul, A-, és D-vitamin adasa, a vajat helyetiesiargarinokhoz. A dusitas egy masik célja

lehet a(iv) tapértekndvelésmely soran az élelmiszerek természetes vitamiasganyi anyag
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szintjét novelik, vagy olyan vitaminokat és 4svaagiagokat adnak a termékekhez, melyeket
természetesen nem, vagy csak nagyon kis mennyiséghtalmaznak [RICHARDSON, 1997;
WIRAKARTAKUSUMAH, 1998]. llyen példaul a gyumoélcstek, gabonapelyhek B-vitaminnal

dusitasa.

3.7.3 A dusitas meghatarozo tényeh

A dusitashoz hasznalt komponensek kivalasztasaztonisagnak, a taplalékbol valo
biologiai hasznosulasnak, az altaluk okozott érzéks valtozas elhanyagolhatosaganak, és az
ésszei koltségek kompromisszuman alapszik.

A vizben old6d6 vitaminok élelmiszerekhez toftémozzaadasanaks f korlatjia a
komponensekstabilitasga melyet szamos fizikai és kémiai tén§ebefolyasol. llyenek a
homérséklet, a nedvességtartalom, a fény, a pH, walam 6sszeférhetetlen komponensek és az
oxigén jelenléte[FLETCHER 2004; WIRAKARTAKUSUMAH, 1998. Ezért a vitaminnal
dusitott élelmiszerek gyartdsanak, csomagolasasakalasanak tervezésekor a stabilitas
megovasara fokozott figyelmet kell forditani.

A komponensek, feldolgozas, illetve tarolas alakdvetke? vesztesége bizonyos fokig
csokkenthet (pl.: megfeleb technoldgiaval, specialis csomagolassal), de nemniillket el
teljesen [OTTAWAY, 1995; WIRAKARTAKUSUMAH, 1998. A tervezett dusitasi szint
biztositasa érdekében, az esetlegesen bekovetkszteség, a termék csomagolasariritdtett
értéken fellli tobbletmennyiség hozzaadasaval komddbatd [BARCLAY, 199§. Példaul
dusitott lisztldl készult kenyér a hozzaadott-BB,-, Be-vitamin, niacin és folsav 70-95%-at, a
dusitott lisztlél eléallitott tészta, szaritast eszést koveien ugyanezen vitaminok koérulbelll
70%- atérzi meg. EbBI kifolyolag, liszt esetében 20-30% tdbblet vitamiennyiség hozzaadasa
szilkséges annak érdekében, hogy a kész termékemtmrzak a tervezett mennyiséget
[NILSON, 199§.

A stabiliths mellett az is lényeges, hogy a dubtiashasznalt komponensékologiailag
hozzéaférhef formabanlegyenek jelen. A vitaminok stabilitasat és bioldghasznosulasat az
élelmiszerek természetes vagy hozzaadott komponemkszott esetlegesen fellép
kélcsonhatasokoefolyasolhatjak. Fémionok (vas, réz) jelenlétépéldaul a C-, és B-vitamin
bomlasa felgyorsul [BARCLAY, 1998, mig tiamin és nikotinamid jelenlétében a
cianokobalamin lassu degradaldédasa figyélheieg [BECK, 200]. A kedve®tlen hatasok
mellett ebfordulnak olyan esetek, amikor az egyes vitaminokdtjezetten az egyéb
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komponensekre gyakorolt pozitiv hatdsa miatt adjakélelmiszerekhez. llyen példaul a C-
vitamin, mely javitja az A-vitamin stabilitdsat, elett ebseqiti a vas felszivodast [ALLEN,
2004.

A fent bemutatott tényék mellett a duasitasbiztonsagos szintjének megfeleb
meghatarozasa is kiemelkegelentséggel bir, ugyanis a vitaminok tulzott fogyasztk&eos
hatasu is lehet. Ez6ként abban az esetben allhat fenn, ha a napi sgléksés a mar
egészségkarositdé mennyiség kozel all egymashozuskéas mértéke nem haladhatja meg a
szervezet szamara még egészséges sPMEMTZER, 2003. igy a gyartéknak figyelembe kell
vennitk az ajanlott beviteli referenciaértékeketnég biztonsagosan fogyaszthatd mennyiség
felss hatarat[SCIENTIFIC COMMITTEE ON FOOD 2004, valamint az élelmiszerekben
természetesen &brduld vitaminok és asvanyi anyagok mennyiségét Atbert Flynn és
munkatarsa{2003 a tuladagolas kockazatanak minimalizalasa érdekébkdvetked modellt
dolgoztak ki (. egyenle), mellyel megbecsiilhétaz egyes tapanyagok, élelmiszerkehez adhat6

biztonsagos szintje.

1. egyenlet

_ (UL-Clgs)
(0.5 x 36 x PFE,)

FA;

FA,: (Fortified Amount): Az egyes tapanyagok azon masége, amely az élelmiszer 100 kcal mennyiségétéay
biztonsadgosan adhat6 (mg/100 kcal).
UL: (Tolerable Upper Intake Level): Az egyes tapagoknak a napi maximalis beviteli mennyisége, mefymég
nagy valoszitiséggel nincs egészségkarosito hatdsa [BGENTIFIC COMMITTEE ON FOOD20040.
Clgs: (Energy intake): Eurdpa lakossaganak becsiltggateevitele (mg)
PFF,.: (Potentially Fortifiable Foods): A forgalombanvéé termékek azon hanyada, mely alkalmas az egyes

tapanyagokkal valé disitasra (100 kcal).

A vizben oldédd vitaminok kozul a ;B a B-, Bjrvitaminnak, a biotinnak és a
pantoténsavnak toxikus hatasat még nem mutattaizkinban a niacin, agvitamin, a folsav és
a C-vitamin esetében az élelmiszerekhez adott nsfmymegallapitasanél figyelembe kell
venni az UL (Tolerable Upper Intake Level) értékeler az érték niacin esetében gyerekeknél
10-15 mg/nap, felstteknél 20-35 mg/nap, ugyanezek az értékekitaminnal 30-40 mg/nap,
valamint 60-100 mg/nap, folatoknal 300-4@§/nap és 600-100QAg/nap, végul a C-vitaminnal
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600-900 mg/nap, illetve 1700-30@@/nap intervallumba esiiSCIENTIFIC COMMITTEE ON
FOOD, 2004.

Az alkalmazni kivant komponensek kivalasztasakor éazékszervi (organoleptikus)
szempontok sem elhanyagolhatéak. Dusitasra azakyagok alkalmasak, melyek a felhasznalt
koncentracibban nem okoznak lényegemekszerv(szin, illat, iz, allagyaltozasta terméken, és
nem valnak ki az élelmiszer matrixbdl, Uledéket éam. Példaul a folsav vildgosséarga-, a
riboflavin es sargaszin valamint kellemetlen keseiizii. igy ezen vegyiiletek adagolasanal a
biztonsagi kritériumon kivil azt is figyelembe ke#nni, hogy ne okozzanak szin- és izbeli
elvaltozast. Az iz, vagy egyeb érzékszervi problénaa komponensek bevont formainak
hasznalataval is kivédhidt [ALLEN, 200§. Fontos szempont még, hogy a duskékségene
befolyasolja nagymeértékben a termék elébégyét, illetve versenyképességét a dusitatlan
alternativaval szemben [BARCLAY, 1998; RICHARDSON 1990, 1997,
WIRAKARTAKUSUMAH , 1998§.

A dusitas soran figyelembe vett szempontok (tedduial eérzékszervi tényék, biztonsag,
koltség) az egyes vizben old6dé vitaminok esetdhdiinb6z sullyal rendelkeznek. Ezen
tényedk az egyes vizben oldddé vitaminokra gyakorolt a@téd. tablazattinteti fel.

4. tablazat A vizben oldodo vitaminok dusitasanak korlatcadyesi [Allen, 2006

Technologia/ érzékszervi

Vitamin , o Biztonsa Koltsé
tényez 6k 9 9
C XX X xxx?

B, - - -

B, XX - -

Bs - Xxx° X

Be - X X

By - xxx°© -

Blz = = X

- Nincs, x kis mérték, xx mérsékelt, xxx jeledds korlatozé hatas
afoként a gyartas, a tarolas soran bekovéikéiamin veszteségth ered
b nikotinamid hasznalata esetében joval kisebb atinikavhoz képest
¢ a forditott hatas kialakulasanak kockazata csékiefhB, -vitamin

egyittes adasaval

3.7.4 Dusitasra alkalmas élelmiszerek

Anglia lakossaganak korében végzett felméréselaalagp dusitott élelmiszerek az emberek

energia-bevitelének mindossze 22-24%-at (19% kzitele 3-5% Onkéntesen dusitott) teszik ki.
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Ez azzal magyaradzhatd, hogy a dusitasra alkalmebnigéterek korét az alkalmazott
technolégiak és mas egyéb ténlenagymértékben behataroljfkLETCHER 2004. Ezt a

kort tovabb siikitik a vitaminok és asvanyi anyagok hozzaadasanatkozo rendeletek is. llyen
példaul az Eurdpai Parlament altal kibocsatott §12Q06/EK] rendelet, miszerint vitaminok és
asvanyi anyagok nem adhatdk feldolgozatlan élelenedhez (beleértve a gyumolcsoket,
zoldségeket, husféléket, halakat), valamint néhkiwgteltsl eltekintve (pl.: hagyomanyos

borreceptek védelmére) az 1,2 térfogatszazalélagitabb alkoholtartalmu italokhoz.

A dusitashoz megfelélélelmiszerekés anyagok kivalasztasat a kdvetkdmen bemutatott
tényedk befolyasoljak. Egy dusitott élelmiszer akkor \#lbikeressé, hacglcsoport elfogadja
megvasarolja és fogyasztja. Bblkifolydlag azok a legalkalmasabb élelmiszerek|ymieet az
emberek nagy tobbsége, beleértve a tarsadalom siegjyeztetettebb részét iendszeresen
megfeleb mennyiségben, egész évben egyenletesen fogyamrt.efhanyagolhaté szempont az
sem, hogy dallitasuk kiulonboé keverékekkel, alacsony koltgedgechnoldgiakkal viszonylag
egyszefien megoldhaté legyen. &lyosebbek azok az élelmiszerek, melyek a gyartast e
felvasarlast kovéen viszonylagrovid idén belll felhasznalasrakerilnek, igy csokkentve a
tarolas soran bekovetkgxitaminveszteség veszélyét. Ennek tikrében adal&gabonafélék,
az olajok, a tejtermékek, az Utkf az ételizesik, ugymint a so, cukor, kulénbézontetek
kulondsen alkalmasak dusitagvdlRAKARTAKUSUMAH , 1998. Vizben oldodo vitaminokat
foként gabonapelyhekhez, tejtermékekhez (tej, tejiggpor), gyimolcslevekhez, italporokhoz
esetleq rizsliszthez, olajokhoz és margarinokhormkdEzen fellil B-vitaminokat adnak buza és
kukoricaliszthez. A buzaliszt C-vitaminnal toréémldsitasa még nem megoldgNILSON,
1999. Az dnkéntesen dusitott élelmiszerek legnagyobtyddat a reggeli gabonapelyhek teszik
ki [FLETCHER 2004.

Felmerilhet a kérdés, hogy az 6nkéntesen dusiéhmiszerek, melyek csak viszonylag kis
mértékben jarulnak hozza a napi energia-beviteljeéenthetnek-e megoldast az érintett rétegek
vitaminhianyanak potlasara. Vilagszerte szamos téstagazolta a reggeli gabonapelyhek
fogyasztasa és a vitaminok bevitele kdz6tti poZigezefliiggeJBERTRAIS, 2000; GALVIN,
2003; GIBSON 2003; TUCKER 2004. igy szamos kutatasi eredmény alatamasztja aodiisit
élelmiszerek jeledségét a vitaminhiany kialakulasanak mégéke, illetve kezelése terén
[FLETCHER 2004.
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3.7.5 A dusitashoz hasznalt komponensek

A dusitashoz hasznalhatd élelmiszerek mellett alimé&zerekhez adhat6 vitaminokat és
asvanyi anyagokat is térvény szabalyozza. igy 82%12006/EK] europai parlamenti és tanacsi
rendelet alapjan az élelmiszerekhez a koveéldeen felsorolt vizben oldddé
vitaminkészitmények adhatok:

= B;-vitamin tiamin-hidroklorid, tiamin-mononitrat

= B,-vitamin riboflavin, riboflavin-5’-foszfat natriumsoja

= Bs-vitamin nikotinsav, nikotinamid

= Bs-vitamin kalcium-D-pantotenat, natrium-D-pantotenat, dexeaol

= Bg-vitamin piridoxin-hidroklorid, piridoxin-5’-foszfat, pidoxin-dipalmitéat

= Bg-vitamin pteroilmonoglutaminsav (folsav)

= Bjvitamint cianokobalamin, hidroxi-kobalamin

= Bz-vitamin D-biotin

= C-vitamin L-aszkorbinsav, natrium-L-aszkorbét, kalcium-lzesrbat,

kalium-L-aszkorbat, L-aszkorbil-6-palmitat

A dusitott élelmiszerek é&hllitAsakor a fent emlitett formak kalénkiozyakorisaggal
kerllnek felhasznalasra. A-Bitaminkészitmények kozill a gyakorlatb@hkdnt a vizben jobban
oldédo tiamin-hidrokloridot alkalmazzak. A nem hagekopos tiamin-monohidratnak a lisztek
dusitasanal van jeleigége. Niacin esetében a nikotinsavval szemben aetimaknid, a B-
vitamin harom engedélyezett formaja kozil a piridexidroklorid hasznalata terjedt el keddez
vizoldhatésadguknak készonBeh [ALLEN, 2006; BALL, 2006]. A Byvitamint szinte kivétel
nélkil a stabilabb cianokobalamin formajaban adjakélelmiszerekhez. A pantoténsav egy
halvanysarga, ésen higroszk6pos anyag révén nem alkalmas a dustjasasokhoz, igy
helyette a D-pantotenat hasznalata terjedt el elm&zeriparban. A Bvitamint kizarélagosan
szintetikus folsavként adjak a termékekhez, migadirth D-biotinként. A csecseéitapszerek
kivételével az élelmiszerek biotinnal dusitasa rjelents. A C-vitamin engedélyezett formai
kozill széleskdien az L-aszkorbinsavat hasznéljak az egyes éledmigzhnologiak (dusitas,
stabilizator, antioxidans) soran [ALLEN, 2006; BAL2006].

Az élelmiszerek dusitasa viszonylag egyszechnologiat igényel. A hozzadadas lehetséges
komponensenként vagy tobb komponenses keverékként.folyadék halmazallapotu
termékekhez, mint példaul gyimdlcslevekhez, diiditokhoz és tejtermékekhez a komponensek

vizes oldatat adjak. A kilénbédisztekhez, instant italporokhoz, tejporokhoz kéitenil por
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form4jaban adagolhat6. Reggeli gabonapelyhekherammkomponensek adhatok a préselést
megebzéen szaraz keverékként, vagy a mar késztermékréa§iirkbveben) permetezhék
oldat vagy szuszpenzio formajadai.LEN, 2006; NILSON 199§.

A dusitott élelmiszerek megjelenése és egyre ndpyotertéki elterjedése szigoru
minéségbiztositasi-rendszerek kidolgozasat teszi spéksé, a fogyasztok védelme érdekében,

mely maga utan vonja az egysgeayyors, pontos, érzékeny analitikai modszerekiiiganyt.

3.8 Vizben oldbdé vitaminok meghatarozasa

A vizben oldddé vitaminok meghatdrozdsanak szamaltiai megoldasa létezik, ugymint
mikrobiolégiai, biospecifikusifhmuno- és fehérjekételjaras) valamint fizikai-kémiai analitikai
(titrimetria, spektrofotometria, kapillaris elektooézis, gazkromatografia,

folyadékkromatografia) moédszerek.

3.8.1 Mikrobioldgiai médszerek

A nemzetkozileg elfogadott, az élelmiszerek B-vitatartalmanak meghatarozasat szolgéalo
szabvanyos modszerek a legtbbb esetben valamitykrobioldgiai mddszereralapulnak %.
tablazat). Ezekben az esetekben as-\Bamin Kkivételével, az élelmiszerek B-vitamin-
tartalmanak meghatarozasat tejsavbaktériumokkakikédegyrészt mérhetik az inkubacios
periddus alatt (72 6ra) felhalmozodott tejsav mésgget titrimetrids modszerrel, melyh
kovetkeztetni lehet a minta vitamintartalmara. M&gt a meghatarozas alapulhabidimetrias
eljarason, mely soran az adott vitamin jelenlétélbelszaporodott mikrobak altal okozott
zavarossagbol kovetkeztetnek a vitamintartalomrapjdinkban, a rovidebb inkubéaciés
idéigényének és egysimegéenek koszonhietn a turbidimetrias moddszert elterjedtebben
alkalmazzak. A Bvitamin meghatarozasa egyes éléfgtakkal lehetséges (plSaccharomyces
cerevisia¢ [BALL, 2009.

A mikrobioldgiai médszerek legnagyobb hatrdnya atattansag. A mérések soran fennallé
+20%-0s bizonytalansag altalanosnak mondhat6, meébdhat a minta szennyezettségéla
kilonbo®d keresztreakciokbdl (egyéb vitaminokkal, mintakomguasekkel), illetve a
mikroorganizmusoknak az egyes vitamerekre adoéréelvalaszreakciojabdl. Példaul as-B
vitamin esetében &accharomyces cerevisiakasznélatakor a teljes ¢Bitamin-tartalom
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alulbecslésének kockézata allhat fenn, abban dhesgena a piridoxamin a dominans vitamer a
mintaban, mivel ezen vitamer altal kivaltott mikialdgiai reakcié jéval alul marad a masik két
formaval szemben (piridoxin, piridoxal) [Blake, ZQ0A pontatlansag mellett a mikrobiologiai

modszerek masik nagy hatranya, hogy nem tesziktdedeaz egyes vitamerek szelektiv

meghatarozasat.
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5. tablazatVizben oldddo vitaminok meghatarozasat szolgalGohioldgiai moédszere[BALL , 2004

Vitamin Hivatalos modszer Cim Organizmus Alkalmazasi terulet
Riboflavin AOAC 940.33 (1960) Vitaminkészitmények riboflavertalma Lactobacillus rhamnosus Minden élelmiszertermék
Niacin AOAC 944.13 (1960) Vitaminkészitmények niacintartalma — Lactobacillus plantarum  Minden élelmiszertermék. Megjegyzés: A gabonaala@€imiszerek esetében
mikrobiol6giai médszer tovabbi hidrolizis sziikséges a kotétt nikotinsdsAabaditasahoz.
AOAC 985.34 (1988) Tejalapu csecsgapszerek niacintartalma - Lactobacillus plantarum  Tejalapl csecseftapszerek. Tovabba alkalmazhat6: egyéb csditspsrerek
mikrobioldgiai turbidimetrias modszer (hisalapu), udéitalok, gyumdlcslevek, gabonatermékek, sajtok, etajekek,
gyumadlcsok, burgonyatermékek
Pantoténsav  AOAC 992.07 (1995) Tejalapu csecs#tépszerek pantoténsav-tartalmakactobacillus plantarum  Tejalapl csecseftpszerek. Foszfatdzzal és peptiddzzal kezelt esétipszerek
mikrobiolégiai turbidimetrias modszer (a kotott pantoténsav felszabaditasa céljabol)
Bg-vitamin AOAC 985.32 (1988) Tejalapu csecs#@apszerek Bvitamin-tartalma Saccharomyces cerevisiae Tejalapl csecseftapszerek.
(PN,PL,PM) — mikrobiolégiai médszer
AOAC 961.15 (1975) Elelmiszerek ¢Bitamin-tartaima (PN,PL,PM) - Saccharomyces cerevisiae Minden élelmiszer
mikrobiol6giai médszer
EN 14166:2001 Elelmiszerek. sBitamin meghatarozasa Saccharomyces cerevisiae Minden élelmiszer
mikrobioldgiai médszerrel
Biotin Csecserdtapszer Szabad biotin Lactobacillus plantarum  Folyadék és por csecsétapszerek
Tanacs
Mdbdszer C-1 (1982)
Folsav AOAC 992.05 (1995) Csecsétapszerek folsavtartalma — mikrobioldgial. caseisubsprhamnosus Tejalapu, folyadék halmazallapotl csecétpszerek. Csak szabad folsavtartalom
modszer meghatarozasara.
Teljes folat AOAC 2004.05 Gabondk és gabonaalapu élelmiszerek teljescaseisubsprhamnosus Gabonamagvak és gabonaalapu élelmiszerek, foldtialtott gabonatermékek.
(2004) folattartalma — mikrobiol6giai médszer (3-enzim) Kotott folatok enzimes felszabaditasa.
EN 14131:2003 Elelmiszerek. Folat meghatarozas ahiktogiai L. caseisubsprhamnosus Minden élelmiszer. Teljes &ilési lisztre, tejporra, zoldségkeverékre, sertésméjra
moddszerrel (megjegyzés: 3-enzim eljaras) érvényesitve
B1,-vitamin AOAC 986.23 (1988) Tejalapu csecs#tapszerek kobalamintartalmal. delbrueckiisubsplactis Tejalapu csecseftapszerek

AOAC 952.20 (1960)

(B1vitamin aktivitasa) —turbidimetrias médszer
(B

vitamin-aktivitas) — mikrobioldgiai médszer

Vitaminkészitmények kobalamitgtbna L. delbrueckiisubsplactis

Minden élelmiszertermék
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3.8.2 Biospecifikus mddszerek

Néhany B-vitamin élelmisze#b tortén5 meghatarozdsa Iehetségdsiospecifikus
modszerekkelmelyeknek kétd tipusa azmmuno- és a fehérjekdteljards Az antitest-antigén
specifikus kdlcsbnhatasan alapuld immuno-eljarasalztl a radioimmuno-vizsgéalatot
(radioimmunoasay, RIA) a pantoténsav, mig @azimhez kotéttmmunadszorpcids-vizsgalatot
(enzyme-Inked mmunosorbent ssay, ELISA) a pantoténsav ég-Btamin meghatarozasara
alkalmazzdk. A biotin, a folatok és aBritamin, a természetben is6&rduld vitaminkdd
fehérjéket alkalmazoradioaktiv nyomjelzésegradiolabeled _ptein-binding asay, RPBA),
illetve enzimjeldlt fehérjekdd (enzymelabeled_mtein-binding asay EPBA) eljarasokkal
meghatarozhatodBALL , 200§.

3.8.3 Fizikai-kémiai analitikai médszerek

A C-vitamin meghatarozast szolgalo fizikai-kémiabaszerek kozil szamos eljaras az
aszkorbinsav és a dehidro-aszkorbinsav reverzibiidox-reakciéjan alapszik. Példaul a
titrimetrids modszerekbera lilas-kék 2,6-dikloro-fenolindofenolt az aszkiodav szintelen
vegyuletté redukaljdAOAC 967.21:1968; CIANCAGLIN] 2001; KABASAKALIS, 2004. A
C-vitamin kozvetlen spektrofotometrias meghatérozasa is az aszkorbinsav és a dehidro-
aszkorbinsav reverzibilis redox-reakcidjat hasankilj mely soran az aszkorbinsav réz(ll)szulfat
jelenlétében oxidalodikLAU, 1986. Mindkét reakcié nagy hatranya, hogy teljes Cmita
tartalom meghatdrozdsara nem alkalmas, mivel addehszkorbinsav nem vesz részt a
reakcidban, valamint mindkét esetben, a matrix eggélukalé agensei (vas, réz) okozta zavaro
hatds torzithatia az eredményeket. A C-vitamin raggbzasanakkolorimetrids és
fluorimetrias megoldasa is egyarant kidolgozg#OAC 967.22:2000; BALL. 200§9. A B-
vitaminok kozul a B-vitamin kolorimetridsan, a B, a B-és a B-vitaminok fluorimetridsan
mérhebk [AOAC 942.23:2000; AOAC 970.65:20D0

A vitaminok meghatarozasanak egy masik modjagpillaris elektoforézismelyet tként
gyogyszerkészitmények vizsgalatara alkalmaznak. Bz eljards a kis injektalt
mintamennyiségll ered5 alacsonyabb érzékenységEkifolyolag kisebb jelertiséggel bir az
élelmiszeranalitikaban. Husok és tej tiamin-, val@mzoéldségek, gyimolcsok C-vitamin-
tartalmanak meghatarozasaranicellaris elektrokinetikus kromatografiat alkalmaznak
[THOMPSON 1995; VIDAL-VALVERDE, 1999, 2000 A szakirodalomban talalhatunk
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néhany példat élelmiszerek vitamintartalmanak ,-,(B Bs-, C-vitamin) Kkapillaris
zbénaelektroforézisseltortérd meghatarozasara iFCANCALON, 2001; CATALDI, 2002,
WARD, 1997.

3.8.3.1Vizben old6do vitaminok egyedi meghatarozasa HPLGethnikékkal

Az eddigiekben bemutatasra kerult modszerek tolghaém teszik lehévé a komponensek
matrixtél valo elvalasztasat, igy ez a mddszerektgitansagat eredményezheti. Emellett sok
esetben ezek a mddszerekiggnyesek és automatizalasuk nem megoldhato. Exdémak
athidalhatok az  egyre  nagyobb  népszégnek  Orventl nagyhatékonysagu
folyadékkromatografias technikdk (HPLC,igh performance _iquide _romatography)
alkalmazasaval. A HPLC technikdk lebstget nyujtanak az egyes vitaminok és vitamerjeik
szelektiv meghatarozéséara. A kovetkégezetekben a doktori munkam soran vizsgalatrél&e

vizben oldddo vitaminok HPLC technikan alapuld galati médszereit mutatom be.

3.8.3.1.1 B;-vitamin

Az élelmiszerek Ossztiamin-tartalmanak meghatddimds a fehérjékhez kotott és
foszforilalt formak felszabaditasa szikséges, mmbgavas autoklavozast ké&eenzimes
(takadiasztaz, papain) hidrolizissel éthedl [NDAW, 2000. Az igy ebkészitett minta
szilrdfazisu extrakcioval (ioncsefélgyantaval) tovdbb tisztithaté az egyes interfaédnc
csokkentése erdekébphRELLA, 1996; FELLMAN, 1982; REYES 1989. A vitamintablettak
és dusitott élelmiszerek vizsgalatakor egy#zemintaebkészités is elegeBdKIRCHMEIER,
1978; WALKER 1981.

A tiamin HPLC-s meghatarozdsanak szadmos madjalékeahatunk a szakirodalomban.
Detektaldsa fluoreszcencias és UV detektor alkahséaml egyarant kivitelezléetA tiamin
molaris abszorpciodja viszonylag alacsony, ezéréetadetektalasi mod kozil a szelektivebb és
erzekenyebkfluoreszcenciasdetektalast elterjedtebben hasznal[§kIMALASIRI, 1985. A
tiamin 6nmagaban nem fluoreszcens, oszlop aftti vagy utani derivatizalassal es
fluoreszcens tulajdonsdgu tiokromma oxidalhaté $lugdalium-hexaciano-ferrat  (1l1)
(KsFe(CN)) hasznalatavalLYNCH, 2000. Az oszlop eftti derivatizacio lehetvé teszi az
apolarisabb termésZetiokrom forditott fazisu kromatografias meghat@sm[SIMS, 1993. A

szarmazékképzés egyik hatranya, hogy a kalium-hexaderrat (lll) hatasara kialakuld
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ligosabb kdzegben a tiamin tiokromma alakulasansanélléktermékként tiamin-diszulfid is
keletkezhet, rontva ezzel a mobdszer érzékenyséfgen.a mellékreakcid ortofoszforsav
hasznalataval csokkentddFELLMAN, 1982; FERNANDQ 1990; REYES$ 1989.

Az oszlop utani derivatizacidasznalata rutinmérésekhez alkalmasabb, mert aiahsin
injektalast kikertlve az eljaras automatizélhatéatréinya az oszlop @ti derivatizaciohoz
képest, hogy gyengébb érzékenység érledt €s hogy a tiamin nem rendelkezik megtelel
visszatartassal forditott fazisi oszlopon. Meglat@sahoz ezéert normal-fazisu vagy forditott
fazisa ionpar kromatografia sziksédedJRST, 1983; MAURQ 1984; OHTA 1984. Erre a
célra legelterjedtebben hasznalt ionparképeagens a hexan-szulfonsgMURST, 1983;
KIRCHMEIER, 1978; MAURQ 1984; WALKER 1981]].

A HPLC-s technikakkal lehévé valt az 6ssztiamin meghatarozasan kivil a tia@sira
tiamin koenzimek meghatarozasa is, mely oszldjitieés utani derivatizasalassal egyarant
megoldhaté. Példaul Batifoulier és munkataf2abg a tiamin, tiamin-monofoszfat és a tiamin-
difoszfat tiokrémként tort&h meghatarozasat dolgoztak ki, mely sordn egy egysze
perklérsavas extrakciot koven, oszlop éitti derivatizacioval, egy RP-amid16£0s oszlopon
valasztottak el a harom vegyiiletet.

A tiamin viszonylag alacsony molaris abszorpciojerere, azUV detektalaskivaloan
alkalmas vitaminkészitményekAMIN, 1987; KIRCHMEIER 1978; WALKER 1981,
funkcionalis élelmiszereHHILKER, 19827, csecsetapszerek, illetve magas természetes
tiamintartalmu élelmiszerek, mint példaul a hivebligVIDALVALVERDE , 199Q, disznéhus
[BARNA, 1994; VIDALVALVERDE, 1990 mérésére. igy ezekben az esetekben a tiokrom

képzése elhagyhato.

3.8.3.1.2 B,-vitamin

A By-vitamin meghatarozasanak legelterjedtebb modjfairditott fazisg vagy aforditott
fazisu ionparképd kromatogréfiafluoreszcenciasdetektalas alkalmazasaval. A gyakorlatban
foként Gg-as alléfazisokat, ionparkéflzént hexa- vagy hepta-szulfonsavat hasznalnak.

A By-vitamin (riboflavin, FMN, FAD) rendelkezik fluoresens tulajdonsaggal, melynek
intenzitdsa lumiflavin képzésével tovabb novelbiet A fehérjékhez kotott formak nem
fluoreszkalnak, igy kvantitativ meghatarozas esetdtavinok felszabaditdsa sziikséges, mely
savas hidrolizissel értieel [BALL , 2004.

Az élelmiszerek teljes Bvitamin-tartalméat leggyakrabban szabad riboflafenmajaban
hatédrozzak meg. Ehhez a foszforilalt formak (FMKND enzimatikus feltardsa sziikséges.
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Johnsson és Branzell[1987 szamos élelmiszer teljes -Bitamin-tartalmanak
meghatarozasara a fent emlitett extrakcios moddmsznaltdk és hasonlitottak dssze egy
szabvanyos mikrobiologiai moédszerreLagtobacillus rhamnosds A vitaminnal dusitott
élelmiszerek esetében, a két modszer szoros oggistimutatott, mig példaul dusitatlan lisztek
esetén a mikrobioldgiai médszer 25-50%-al magasatdteket adott.

Tojas, tej és tejtermékek esetében, ahob-&ifAmin tilnyomo részben szabad vagy lazan
kotott riboflavin forméajaban van jelen, a savasésimatikus hidrolizis elhagyhato. igy példaul
a tej mintaalkészitése a fehérjék kicsapatasabdl, valamidtésil all [ASHOOR 1983;
TOYOSAKI, 1984.

A Byvitamin meghatdrozdsar&V-VIS detektor is alkalmazhato[ASHOOR 1985;
STANCHER 1986; VIDALVALVERDE, 199Q. Vizes k6zegben, négy jellehhullamhosszon
van abszorbancigja (223, 266, 373 és 445 nm).

A By-vitamin riboflavinként tortééh meghatarozasan kivul lelseég van az egyes vitamerek
szelektiv kromatografias meghatarozasara is. Gragms Komet§l1994 ennek érdekében egy
online mintaebkészitést dolgoztak ki, €s alkalmaztak tej és gabdhoflavin- és FMN-
tartalmanak meghatarozaséara. Ennek soran a mikaomiul extrakciot dializis, majd dusitasi
lépés koveti. Russel és VanderslifE999 egy degradacio nélkili, kétlépéses extrakcios
modszert alkalmaztak kilénb®2lelmiszerek riboflavin-, FMN-, FAD-tartalmanakyagenetes
meghatarozasdhoz, melyet &8l automatizaltakRUSSELL, 1998§.

3.8.3.1.3 Bz-vitamin

Az élelmiszerek Bvitamin-tartalma az alkalmazott extrakciotol fidga teljes vagy
biologiailag felvehet niacinként is meghatarozhatd.téljes niacirtartalom meghatarozasahoz
alkalmazott extrakcié egy savas és egy lugos hHstbl all. A savas hidrolizis a nikotinamid
felszabaditasat szolgalja NAD-bol és NAD8:bAz igy kapott extraktumon végzett lugos
hidrolizis soran a jelenlév nikotinamid nikotinsavwa alakul at, igy a kébi
folyadékkromatografids elvalasztas soran csak ébbutmolekula vizsgalata szikséges. A
biologiailag felvehed niacintartalom meghatarozasa céljabdl savas hidroliz#eigend, habar
ez az extrakcios modszer felszabadithatja a bialégi nem hozzaférhénikotinsav egy részeét
is [BALL, 2009. Ennek kikertlése érdekében Ndaw és munkat§288id a savas hidrolizis
helyett NAD glikohidrolaz hasznélatat javasoljak,elyn kizardlagosan a hozzaféerbet

nikotinamidot szabaditja fel.
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Az élelmiszermintak niacintartalmanak meghatarozésaa vizsgalni kivant vitamerekt
flggoen, kulonbod elvédlasztids-technika hasznalhatd. A nikotinsawrirtét valé elvalasztasa
kivitelezhet anioncseré4LACROIX, 2007, kationcsere§HAMANO, 1989 forditott fazisu
ionparképsd kromatografiaval tetrabutil-ammonium hidroxif/IDALVALVERDE , 1991,
natrium-dodecil-szulfafTYLER, 1990 vagy heptanszulfonsaWALLS, 2000 ionparképak
hasznalataval, illetve forditott fazisi kromatograél [LAHELY , 1999; ROSE-SALLIN 2001;
VANNIEKERK, 1984.

A niacin HPLC-s meghatarozasahoz legelterjedtebbb®ndetektalastalkalmaznak 261
[OISHI, 1988; TSUNODA 1988; VALLS, 2000 vagy 254 nm-en[TYLER, 1990;
VANNIEKERK, 1984; VIDALVALVERDE, 199]. A nikotinsav és a nikotinamid abszorpciés
spektruma az UV tartomanyban hasonl6. Az abszarpripH nagymértékben befolyasolja
[BALL, 2006.

UV detektalas alkalmazasakor sok esetben mintaisztépéssel dvitett mintaebkészités
szliikséges. Ennek legalkalmasabb mddja a szilasdfaextrakcio. Példaul Tyler és Genzale
[1990 Cigas, mig LaCroix és Wolf[200] erss kationcserél szilardfazisu extrakciot
alkalmaztak.

Fluoreszcencias detektalassabvelheb a szelektivitas és az érzékenység, de ehhez ia niac
derivatizalasa szikséges, mivel természetes modem mendelkezik fluoreszcencias
tulajdonsaggal. Legelterjedtebb moddja ennek azopsatani szarmazékképzés. Ez torténhet az
effluens azonnali UV besugarzasaval X300 nm), hidrogén peroxid és réz (ll) jelenlétébe
[LAHELY, 1999; MAWATARI, 1991, vagy cianogén-bromid és p-aminofenol alkalmazalsav
[KRISHNAN, 1999.

3.8.3.1.4 Bs-vitamin

A pantoténsav meghatarozasadhoz legelterjedtebfueditott fazisi kromatogréfias
rendszereket hasznalnak. Mivel a pantoténsavnais ikiawrakterisztikus kromofor csoportja ezért
UV detektalasanehézségekbe Utk6Z4BALL , 2009.

Woollard és munkatarsg200(J a pantoténsav gyenge UV-elnyelését és adledthddd
szelektivitasi problémakat diédasoros detektor halseaval kiiszobolték ki, tébb hullamhosszon
(200, 205, 240 nm) tortén detektalassal és spektrumanalizissel. Az altalidolgozott
modszerrel és a hagyomanyos mikrobiol6giai modskélr. plantarun) kapott eredmények
k6zo6tt nem volt szignifikans kulonbség.
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Az eléz6 fejezetekben bemutatott B-vitaminokhoz hasonloas-gitamin is detektalhato
fluorimetriasan szarmazékképzést koven. Pakin és munkatarsgl004 élelmiszerek teljes
pantoténsav-tartalmat oszlop utani kétlépéses szikhépzéssel hataroztak meg. Az eljaras
soran a pantoténsav 6éek6r lugos hidrolizisseB-alaninna alakul, ami 2-merkaptoetanol
jelenlétében orto-ftaldialdehiddel reagalva fluaens 1-alkiltio-2-alkilizoindolt képez. A teljes
pantoténsav kinyeréséhez pepszint, panteteindagés foszfatazt hasznéltak. A mintatisztitast
er6s anion- és és kationcserél szilardfazisu extrakcioval végezték. A modszegcsbny
kimutatasi hataranak koszonben alkalmas barmely élelmiszer pantoténsav-tartadiné
meghatarozasahoz.

A Bs-vitamin gyenge UV abszorbancigjanak és a bonydalirmazékképzést igédyl
fluorimetrias detektalasanak koszortieet, meghatarozasakor egye inkabbtébe keril a
tomegspektometriagMS) rendszerek alkalmazasa. Mittermayr és mumn&aitf2004 dusitott
élelmiszerek Bvitamin-tartalmat HPLC-MS kapcsolt technikdval draztak meg. Az MS
detektalashozelektroporlasztasosonizaciot (éectrogpray onization, ESI) alkalmaztak. Az
élelmiszerek szabad pantoténsav-tartalmat vizedgukdokezelésével nyerték ki.

Rychlik és munkatarsgR0034 izotophigitasonalapuld6 HPLC-MS mdédszert dolgoztak ki,

ahol bel$ standardként'fC, °N] pantoténsavat hasznaltak.

3.8.3.1.5 Bg-vitamin

HPLC-s technikdk hasznalata lebsdget nyudjt a piridoxin (PN), a piridoxal (PL), a
piridoxamin (PM), és 5'-foszfat észtereik (PNP, PIEMP), valamint a glikolizalt piridoxin
(PN-glikozid) szelektiv meghatarozasara. Az alkabttamintaebkészitésil fliggéen a minta
teljes vagy bioldgiailag felveh&Bs-vitamin-tartalma egyarant meghatarozhaté.

Az [EN 14164:200P szabvany az élelmiszerdiologiailag hasznosithatdBs-vitamin-
tartalmanak meghatéarozésat irja le, igy a benne foglalt midka@szitési eljaras nem terjed ki a
glikozidos formak meghatdrozdsara. A szabvanyban leirt modazélvehet Bg-vitamin-
tartalmat piridoxin formajaban hatarozza meg. Eblaen esetben az extrakcid egy savas
hidrolizisi®l és egy enzimatikus feltarasbadl all, mely sorafoszfat észterek defoszforilalasat
foként takadiasztaz enzimmel végzjgSTEVE 1998; VANSCHOONHOVEN 1994. A
folyamat soran F€& jelenlétében glioxilsavval a piridoxamin piridodgImajd a piridoxal ltgos
kézegben natriumborohidriddel piridoxinna alakul at

Egy masik szabvanybdiMiSZ EN 14663:200pleirt mintaebkészités az élelmiszermintak

teljes B-vitamin-tartalmanak (beleértve a glikozidos formakat is ) meghatarédzaszolgalja. A
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savas hidrolizist egy defoszforilacios és egy detjliacios l1épés koveti savas foszfataz, illetve
B-glikozidaz felhasznalasaval. A két mintagszitéssel kapott eredmények kilénbsége adja
meg a minta PN-glikozid tartalmat.

A Bg-vitamin vizsgalatdnak egy masik alternativaja gyes vitamerek illetve a PN-
gliikozid szelektimeghatarozasa a foszforilalt és a glikozidos farmagtartasaval. Ebben az
esetben olyan mintaidészités szikséges, mellyel a kulortbézamerek eredeti formajukban
vonhaték ki a mintdbdl. Ehhez legelterjedtebben kipesavat [ARGOUDELIS 1997;
TOUKAIRINODA, 1989, és metafoszforsavpANG, 1988 hasznalnak.

A Bg-vitamerek elvalasztaséara a forditott fazZiESTEVE 1998; SIERRA 1997; VINAS
2004, forditott fazisu ionpar[ADDO, 1988; SAMPSON 1994, illetve ioncseréi
[VANDERSLICE, 1981 kromatografia egyarant alkalmas. A komponen#akreszcencias
detektalasaa gyakorlatban sokkal inkabb elterjedt, mint az dstektalagARGOUDELIS
1997; EKANAYAKE, 1988; ESTEVE 1998; SIERRA 1997. A vitamerek és foszfatésztereik
természetes fluoreszcenciaval rendelkeznek, melynehnzitdsa pH flggvényében valtozik.
Alacsony pH-n a PLP fluoreszcencias intenzitasalait Bs-vegyulethez képest jeléisen
gyengébb. A foszforilalt formak meghatarozasakoondan ez az intenzitasbeli kulonbség
javithaté oszlop utani natrium-biszulfit hasznal@l§ARGOUDELIS, 1997; EKANAYAKE,
1988; SIERRA 1997. A Bg-vitamerek szabad formaban tordémeghatarozasakor az effluens
dikdliumhidrogénfoszfattal tortén semlegesitése javit a szelektivitason, Kkiklisz@hoaz
esetleges interferencia{&IERRA 1997; VANSCHOONHOVEN1994.

3.8.3.1.6 Bg-vitamin

Az élelmiszerek természetes folattatalma, néhavgtédtl eltekintve (maj, éles#) nagyon
alacsony. Vitamerjei kozulbként a THF (tetrahidrofolat), az 5-metil-THF, aZdsmil-THF, a
10-formil-THF, valamint poliglutamat formai talalti&k meg az élelmiszerekben.

Kromatogréfias vizsgalatuk soran a folatokat ésliglutaméat-folatokat enzimatikus Gton
monoglutamat formakka, a 10-formil-THF-ot6kezeléssel 5-formil-THF-a4 alakitjak, igy
analitikai vonatkozasban a THF, 5-metil-THF, 5-fdrifHF formaknak és a folsavnak van
jelensége[BALL, 2006; BLAKE, 2007; QUINLIVAN, 20069. A kilonb6d, természetes
folatformak oOsszetettségélb kdvetkedien a mintadlkészités, és —tisztitds kulcsfontossagu
lépések. Az oxidativ veszteség elkeriilése érdekabdaemnonashoz hasznalt pufferekhez legtébb
esetben antioxidansként aszkorbinsavat is adnak]yemegyakran kombinalnak 2-
merkaptoetanolla]PFEIFFER 1997 vagy dithiothreitollal[LUCOCK, 1993. A folatveszteség
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tovabb csokkenthétaz extraktum oxigén-mentesitésével, illetve a fdegradaciot megétd
sarga fény hasznalataJgUINLIVAN , 20049.

Elelmiszerekteljes folatartalmanak kinyeréséhez szamos esetbechanikai feltarassal
kombinalthdkezeléstlkalmaznak, melyek a folatok kotéshortens felszabaditasat, valamint a
fehérjék denaturdlasat szolgaljakWATANI, 2003; MATTILA, 2001]. A folatok
felszabaditasanak egy masik, egyre szélesebb k@lbenedt megoldasa az élelmiszermintak
enzimes feltarasaharom enzim, ugymint egy protedz, egyamilaz és egy folat-konjugaz
(pteroily-glutamil karboxipeptidaz) egyiittes alkalmazasajidM, 1998; PFEIFFER 1997;
RYCHLIK, 2007; YON 2003. Ddusitott élelmiszerek esetében az alacsony teetes
folattartalombdl kifolyélag az enzimes kezelés giteat6[BALL , 2009.

A mintaebkészitést kovéen a monoglutamat formakatkentforditott fazisy[ BROUWER
2008; GUJSKA 2005a; GUJSKA 2005b; PATRING 2007 vagy forditott fazist ionpar
kromatografias elvalasztdadBELZ, 1998; OSSEY, 2001; WILSON 1984 alkalmazva
hatédrozzdk meg.

A folatok detektalasara egyarant hasznaldakés fluoreszcendetektorokat, melyek kozil
a fluoreszcens maédszer az elterjedtebb. Ablet foként dusitott élelmiszerek folsavtartalmanak
meghatarozasakor alkalmazz@RRIETQ 2004. A folsav kivételével a folatok rendelkeznek
természetes fluoreszcencias tulajdonsaggal. Afollsereszcenciaja novelhetoszlop aftti,
9-fluorenil-metil-kloroformattal (FMOC-CI) végzetizarmazéekkéepzés9&AUCH, 1993, vagy
oszlop utanioxidativ hasitassal éséerfluoreszcenciaval rendelkiepterin fragmens képzésével
[HAHN, 1991. Doherty és Beech§2003 dusitott élelmiszerek természetes folat- és halotaa
folsavtartalmat vizsgaltak UV és fluoreszcenciasekidlas kombinalasaval, mely soran a
folsavat oszlop utan beépitett fotokémiai reaktalakitottak fluoreszcensse.

A legujabb tudomanyos koézlemények egyre nagyobbmbaad szamolnak be LC-MS
technikadk alkalmazasarél folsav és folatok vizsigalaesetén. Patring és munkatarg2007
éleszébol LC-MS ESI rendszerrel, mig Brouwer €s munkataf2adg rizsksl LC-MS/MS ESI
technikaval hataroztdk meg a teljes folattartalmahoglutaméatok forméjaban.
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3.8.3.1.7 C-vitamin

Az élelmiszerek természetes C-vitamin-tartalmanagmatarozasakor a két biologiailag
aktiv formajanak, az aszkorbinsavnak, valamint &nraidalt alakjanak a dehidro-
aszkorbinsavnak egylttes vizsgélata szikséges.

A dehidro-aszkorbinsav instabilitasabdl kifolydlagC-vitamin-tartalmat legtébb esetben
aszkorbinsav formajabarhatarozzak meg, a dehidro-aszkorbinsav aszkonbraseedukalasat
kovetien [FURUSAWA, 2001; HERNANDEZ 2006; LYKKESFELDT, 2000; ODRIOZOLA-
SERRANQ 2007; SHEPHARD 1999. Redukaloszerkéntként L-ciszteinfEN 14130:2008
homociszteinfBEHRENS 1987; BRAUSE 2003, ditiotreitolt (DTT) [LYKKESFELDT, 1995;
ODRIOZOLA-SERRANQ 2007 és trisz-[2-karboxietil]-foszfint (TCEPYFONTANNAZ,
2009 alkalmaznak. Az aszkorbinsav dehidro-aszkorbinda®idalodasa megakadalyozhato, ha
az extrakcié soran kiulénbézsavakat (citromsav, ecetsav, perklérsav, ortofrsaly) adagolunk
a mintahoz. Erre a célra a metafoszforsav bizonguleghatékonyabbnafDbAOOD, 1996;
HERNANDEZ 2006; KALL, 1999. A C-vitamin aszkorbinsav formajanak meghatarozasa
kivill, a két biologiailag aktiv forma egyuttdBOGNAR, 2000; KALL, 1999, vagy az
aszkorbinsav oxidacidjat kowetn dehidro-aszkorbinsavkénfBURINI, 2007 tortérd
meghatarozasara is szamos példat talalhatunk aszalomban.

Kisméreti polaris molekulak révén az aszkorbinsav és a detasidzkorbinsav visszatartasa
hagyomanyosforditott fazisu kromatografiavaligen nehéz feladat, ennek ellenére ez az
elvdlasztistechnikai moédszer az egyik leggyakrabladialmazott eljaras a C-vitamin
meghatarozasara. Megfdlelisszatartds magas viztartalmu, alacsony pH-ju gofdzissal
biztosithaté. Az aszkorbinsav pKa-2 értékénél sablastartomanyban ionvisszaszoritott
formaban van jelen, igy javul a visszatartBSaKETE, 2003; NOVAKOVA, 2008. Ezért a C-
vitamin forditott fazisi kromatografias meghatasi##oz pH szabalyozéként perklorsavat
[NOVAKOVA, 200§, trifluoroecetsavat[SHEPHARD 1999, kénsavat [ODRIOZOLA-
SERRANQ 2007 vagy foszforsavgiWASE, 2000; KAFKAS 2004 hasznalnak.

Az aszkorbinsav, és a dehidro-aszkorbinsav meghmigaahoz azonpar kromatografia
[DAOOD, 1994; KALL, 1999; KARLSEN 2005; MULLER 2001; SALMINEN 2009 és
ionkizardsoskromatogréafia [CHENG, 1999; HERNANDEZ 2009 alkalmazésa is elterjedt.
Emellett az aszkorbinsav visszatartasa, gyenger&egn, eds anioncseréd allofazison is
kielegiv [FARBER 1983. Egyszeiiségének koszonhetn az elmult években a HILIC
(Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) kedka is egyre nagyobb népsisggnek
O0rvend[HEMSTROM, 20049.
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Néhany kutatocsoport az aszkorbinsav €és a dehghkesbinsav kvantitativ
meghatarozasahdmelsy standardként hasonld szerkezeti felépitésiakkifolydlag, hidrokinont
[WATSON, 1993 vagy izo-aszkorbinsavdKUTNINK, 1987 alkalmazott. Hasznalatuk nem
szerencsés, mivel tarolas és minikétzités sordn oxidaciojuk kénnyen felléphet. Hedil, az
izo-aszkorbinsav éfordulhat néhany élelmiszerben is. Belstandardként sokkal inkabb
hippursavat [CHEN, 20064, nikotinsavat [MAIA, 2007, hugysavat[CAMMACK, 1991,
klorogénsavat vagy 4-hidroxi-acetanilidstOVAKOVA , 2008 hasznalnak.

Az aszkorbinsav és a dehidro-aszkorbinsav egyutieghatarozasa, eltérdetektalasi
tulajdonsagukbdl adodoan analitikai nehézségekk@zik. Az aszkorbinsav ugyanis a dehidro-
aszkorbinsavval szemben jelémt UV abszorbancidval, és elektrokémiai reakciéval
jellemezhet. Mig a dehidro-aszkorbinsav szarmazékképzést &émet fluoreszcencias
detektalassal hatarozhatd i@ GNAR, 2000; KALL, 1999, ami viszont az aszkorbinsavrol
nem mondhaté el. EBbkifolyélag egy detektalasi méd alkalmazasa akaFhponens egymasba
atalakitasat kovéen lehetséges, ellenkiezesetben két detektalasi technika parhuzamos
hasznalatara van sziukgé&@ALL , 1999; SIMOES 2003.

Az aszkorbinsav meghatarozasahoz legelterjedtebh®h [HERNANDEZ 2006;
RIZZOLO, 2003, illetve DAD [DAOOD, 1994; FURUSAWA 2001; KAFKAS 2006;
MULLER, 2007 detektorokat alkalmaznak. Az aszkorbinsav és adedszkorbinsav egytttes
UV detektalasa a dehidro-aszkorbinsav 4,5-dime#H&niléndiaminnal tortéhn derivatizalasat
koveten lehetséges 360 nm-EBIOIA, 2007.

Az aszkorbinsav viszonylag & reaktivitdsabol adoéddéan konnyen detektalhato
elektrokémiai detektorralamperometrias és coulometrias médban egydfIROGLOU,
1998; IWASE 2000; SALMINEN 200§. A dehidro-aszkorbinsav elektrokémiailag inakfoy
csak aszkorbinsavva redukéalasat kéeatdetektalhato ily modon.

MS hasznéalata C-vitamin meghatarozasara, érzékengstgeelektivitasa ellenére nagyon
ritka. Csak néhany,cként tobbkomponenses modszereknél fordél ehvoie és munkatarsai
[2004 a C-vitamin fény hatadsara keletkezoxidativ bomlastermékeinek vizsgalatara
(dehidroaszkorbinsav, 2,3-diketogulin sav) alkalothz LC-MS technikat elektrospray

ionizacioval negativ modban.
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3.8.3.2Két vitamin egyittes meghatarozasa HPLC technikakkka

A folyadékkromatografias technikak a vitaminok edjymeghatarozasan tul letiséget

nyujtanak egyes vitaminok és vitamerek egyutteshaggozasara is.

3.8.3.2.1 Tiamin és riboflavin

Az élelmiszerek teljes (természetes és hozzaaBettes B-vitamin-tartalmanak egyide;
meghatarozasa a kinyerésikhoz szikséges nitikésziités hasonlosagan (savas hidrolizis,
enzimes feltaras) alaps4iMSZ EN 14122:2006; MSZ EN 14152:2004

A dusitott élelmiszerek, mint példaul a reggeli gadpelyhek tiamin- és riboflavin-tartalma
szarmazeékképzeés (derivatizalas) nélkil, egy menefbelitott fazisu ionpar kromatografiaval
es UV detektalassal 254 nm-en meghatarozhig®MMAN , 198J. Ennek ellenére a legtobb
esetben mégifluoreszcenciasdetektalast alkalmaznak a tiamin ligos kalium-lexeo-ferrat
(ln-tal torténs tiokromma alakitasat kovéen. Az alkalmazott kromatografiat az hatarozza
meg, hogy oszlop étti vagy utani derivatizaciora kerilt-e sor. Aszlop aftti derivatizacioa
tiokrdm és a riboflavin forditott fazisi kromatofigd elvédlasztdsat teszi lebieé. Az
elvalasztast kovéen a detektdlast két fluoreszcencias detektor &xp/lblkalmazasaval
[FELLMAN, 1982; REYES 1989 vagy valtoztathatdé hullamhosszu fluoreszcencidskderral
[SIMS, 1993 oldottak meg. A riboflavin és a tiokrom méréséiadtialaban kedveltebb médja a
nagyobb érzékenységet biztositd, egymas utani ébzaencias meghatarozd2ERNANDO,
1990; FINGLAS 1984; HASSELMANN 1989; TANG 200§. Oszlop utani derivatizaciova
tiamin és riboflavin forditott fazist ionpér krorogtafids elvalasztast kowven, két
fluoreszcencias detektor egyuttes alkalmazasavetdége§MAURO, 1984; WIMALASIRI,
19815.

3.8.3.2.2 Riboflavin és piridoxin

Ayi és munkatarsdil984 egy viszonylag egyszieimodszert dolgoztak ki a riboflavin és a
piridoxin egyuttes meghatarozdsara szoja- és [mjalapszerekdl. A két vitamin természetes
fluoreszcencias tulajdonsagat kihasznalva egyefleoreszcencias detektort alkalmaztak
megfeleb sZirékkel felszerelve. Gatti és Gioj@005 Be-vitamerek (PLP, PL, PN, PM) és a
riboflavin  egylttes meghatarozasdnak modszerét odtdy ki és alkalmaztak

gyogyszerkészitményeken, duasitott tejen és anyatefe extrakciohoz trifluoroecetsavat
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hasznaltak, majd forditott fazisi kromatogréafidgksztast kovéen fluoreszcencias detektalast
alkalmaztak. A piridoxal-5'-foszfat fluoreszcencidstenzitdsat oszlop utédni UV (254 nm)
besugarzassal novelték. Midttun és munkata@adg emberi vérplazma B é€s B-vitamin
szintjének meghatarozasara adgy-MS/MS ESI médszert dolgoztak ki. HétgB(PN, PL, PM,
PNP, PLP, PMP, 4-piridoxik sav) és harom @itamer (riboflavin, FMN, FAD) elvalasztasahoz
forditott fazisi ionpar kromatografiat alkalmaztaldlléfazisként RP @as oszlopot,
ionparképdkent HFBA-t hasznaltak. A mennyiségi meghatarozésld standardok,

nevezetesenepiridoxal-5'-foszfat, d-piridoxal és griboflavin segitségével végezték.

3.8.3.2.3 Nikotinamid és piridoxin

Rees és munkatars@l989 dusitott élelmiszerek nikotinamid- és piridoximtédmanak
meghatarozasdhoforditott fazist ionpar kromatografidsmoddszert dolgoztak ki UV és
fluoreszcencias detektalas kombinalasaval. Az kegibasoran (melegités 2 N,HO,-val 30
percig 106C-on) a nikotinamid egy része (megkozatity 6%-a) nikotinsavva alakult, melyet a

standardoldat mintagkészitéssel azonos kezeléseével korrigaltak.

3.8.3.2.4 Folsav és pantoténsav

Rychlik [20038 izotophigitason alapul@C/MS/MS ESI mddszert dolgozott ki dusitott
élelmiszerek és  étrend-kiegéskit folsav- és pantoténsav-tartalmanak egyluttes
meghatarozasanak céljabél. Betsandardként’H,] folsavat, valamint’Cs, °N] pantoténsavat

hasznalt. Az elvalasztast forditott fazisu kroma&dfigval oldotta meg.

3.8.3.3Harom, vagy tobb vitamin egyuttes meghatarozasa HRC technikakkal

Harom vagy tobb vitamin egytttes meghatarozasa ez&wmplex analitikai problémat vet
fel. Ennek oka egyrészt a vitaminok kulonbokémiai és fizikai tulajdonsagai (sav-bazis
jellemzsi), melyek jelentsen megnehezitik egyidejmeghatarozasukra alkalmas modszerek
kidolgozasat. Masrészt az élelmiszereszek Osszei@tixaiban, a vitaminok csupan mikro-
komponensekként vannak jelen.

A vizben oldddo vitaminok mérésének hivatalos médszgyakran bonyolult és sokszor

nem teljesen specifikus mikrobiolégiai vizsgalatokalapulnak. A kulonbdz étrend-
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kiegészibk, dusitott élelmiszerek megjelenésével és eltégédel egyre nagyobb az igény,
foként mirbségbiztositasi célbdl, dlakarékos és koltséghatékony, tébbkomponenses ex@sz

irant. Erre a célra a kilénb®HPLC-s modszerek bizonyultak a legalkalmasabbnak.

A tobbkomponenses maddszerek egyik kulcslépése adaefikészités, mely biztositja a
vitaminok egyidea} kinyerését a vizsgalando termékbAz extrakcidonak, céljatédl fuden, két
megkozelitése létezik, az egyik a hozzaadott, aknzaseljes (hozzaadott, természetes) vizben
oldédo vitamintartalom kinyerésre fokuszal.

A hozzéaadottvitamintartalom kinyerése céljabdl egyday mintaebkészités is elegend
mivel a hozzaadott komponensek nemoldek szorosan a matrixhoz. Ezzel szembeeljes
vitamintartalom meghatarozasahoz a kotésberd letaminokat is fel kell szabaditani.

Ez alapjan a gyogyszerkészitmények, étrend-kietggszidsitott élelmiszerekozzaadott
vitamintartalmanak kivonasa egysiai extrakciéval megoldhat6. Az extrahaloszer kisZlasa
azonban nagy korultekintést igényel. Toébb vizbetdvdd vitamin egyittes meghatarozasakor
szem ebtt kell tartani, hogy oldhatdsagi és stabilitasajdonsagaik sok esetben eliék, ezért a
megfeleb mintaebkészités kivalasztasa kompromisszumokon alapstkélEa szempontbol a
legnagyobb kihivast a C- és B-vitaminok egyuttegmatirozésa jelenti.

Példaul Heudi és munkatargabD0g a Bs-vitamin kinyerési hatasfokanak javitasa érdekében
natrium-hidroxid oldatot hasznaltak. Annak ellendregy az extrakciot kovéen a kivonat pH-
jat 7-re azonnal visszaallitottak, a C-vitamin thidén beltl mégis elbomlott.

A szakirodalomban tobb vizben old6d6 vitamin eggitkivonasanak szamos egyéb
megoldasaval is taladlkozhatunk, mely soran melezetvCHATZIMICHALAKIS , 2004;
MARSZALL, 2009, foszfat puffert[CHEN, 2007, ortofoszforsavat[VIDOVIC, 200§,
trifluoro-ecetsav oldatot[KLEJDUS, 2004, néatrium-hidroxid oldatot [HEUDI, 2005,
ammonium oldatofCHEN, 2004 alkalmaznak extrahaldszerként.

A vitamin- és energiaitalok vizsgalata egysibdren, gaztalanitast koven kozvetlendl
elvégezhdt [ARANDA, 2006; IIDA, 1990. Ezzel szemben néhanyként tejalapu élelmiszer
(tej, szojatej, tapszerek, tejpor) esetében a j@hékicsapatasa érdekében triklorecetsavat
[ALBALAHURTADO, 1997 alkalmaznak a mintagtészités soran.

Az élelmiszerekteljes vitamintartalmanak meghatarozasa osszetettebbaefikészitést
igényel, mely a B-vitaminok esetében savas hidgilit és enzimkezelégb all,
[LEBIEDZINSKA, 2007; LEPORAT] 2005; VINAS 2003 mely a kémiai kotésben lév

formak felszabaditasat szolgalja. Ezen extrakciégilknények kozott azonban a C-vitamin
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elbomlik, igy az élelmiszerek teljes B- és C-vitartartalmanak egyittes meghatarozasa nem
megoldhaté.

Ndaw és kutatocsoportj@00Q egy enzimkeveréket allitott 6ssze, mely a terntészB-,
B,- és B-vitaminok egyilittes extrakcidjat biztositja. Az enkeveréka-amilazbdl, papainbdl
(protedz), savas foszfatdzbol Bglikozidazbol all. Aza-amilaz a keményit lebontasat, a
papain a fehérjékhez kotott s B-vitaminok felszabaditasat, a savas foszfataz zfdakalt
formak felszabaditasat szolgalja. fxglikozidaz a teljes Bvitamin-tartalom (a gltkolizalt

formdjat is beleértve) meghatarozasahoz sziikséges.

Harom vagy tobb vizben old6d6 vitamin egylttes na¢@tozasanak egyik leggyakoribb
modja aforditott fazisi kromatografia Moreno és munkatarsf200qJ 6t, Chatzimichalakis és
munkatarsa[2004 hét, Vifias és munkatarg@&003 nyolc B-vitamint hataroztak meg forditott
fazisu kromatografiaval.

Forditott fazisu kromatografia hasznéalata soran esétben probléméat jelent a polarosabb
vitaminok gyenge visszatartasa. Ezen komponenselszatartdsaionparképd reagens
hasznalataval (forditott fazisu ionpar kromatogrédi) javithatd. A vizben olddédé vitaminok
egyuttes meghatarozasa soran ionparké&at TFA [CHO, 2000; HEUD| 2005; KLEJDUS
2004, trimetilamin [MARSZALL, 2005; ZAFRA-GOMEZ 2004, hexan-1-szulfonsav
[VIDOVIC, 2008, oktan-szulfonsav[ALBALAHURTADO, 1997, dioktil-szulfoszukcinat
[WOOLLARD, 2007 és HFBA[CHEN, 200§ egyarant hasznélhato.

A molekulak elté$ sav-bazis tulajdonsagabdl adéddéan a legtbbb esegtaeliens ellciés
program kidolgozasa szukséges, bar néhany esetbleratikus megoldassal is talalkozhatunk
[ALBALAHURTADO, 1997; EKINC| 2005; LEBIEDZINSKA 2007; MARSZALL, 2005.
Példaul Ekinci és munkatars§2009 hat B-vitamin valamin a C-vitamin forditott fazisu
kromatogréfias elvalasztasat egy 40 perces izékratnddszerrel kivitelezték.

A vizben old6dé vitaminok egyittes meghatarozasalesjelterjedtebb médja adJVv
detektalasegy [CHATZIMICHALAKIS , 2004; KLEJDUS 2004, vagy nagyobb szelektivitas
érdekébertobb hulldamhossZALBALAHURTADO, 1997; EKINC| 2005; MORENQ 2000;
VINAS, 2003 alkalmazasaval. EmellettJV-coulometrids vagy az UV-fluoreszcencias
kombinalt detektalassal is talalkozhatunk, melykdalenazasaval sok esetben jobb érzékenység
€és nagyobb szelektivitds érbietel. Példaul Marszall és munkatarsf200g valamint
Lebiedzinska és munkatarsgi007 a tiamint UV, a B- és a Bj-vitaminokat coulometrias

elektrokémiai detektalassal mértékafra-Gomez és munkatarsf200 10 vizben oldédoé
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vitamin (B-, és C-vitaminok) vizsgalata soran aidukint és a riboflavint fluoreszcencias, a
tobbi vitamint 6t kilonbdZ hullamhossz alkalmazasaval UV-VIS detektalassatéke

Napjaink egyik legkorszébb detektalasi moédja, aszerves tomegspektrometria
vitaminkutatas terlletén is egyre nagyobb teretithdthganak. A multivitaminos modszerek
kidolgozasa soran is egyre tobb kutatécsoport zhas HPLC-MS, illetve a HPLC-MS/MS
kapcsolt technikakat, jobb szelektivitas és nagyeizkenység elérése érdekében.

Elsok kozott lida és munkatarsdil99Q hasznaltak tobb vitamin (tiamin, nikotinsav,
nikotinamid, pantoténsav, piridoxin) egyuttes meghazdsahoz HPLC-MS kapcsolt technikat.
Chen és munkatars§200q multivitamin tablettak taurin és vizben old6doawitintartalmat
(B- és C-vitaminok) vizsgaltdk HPLC-MS ESI technikh Mennyiségi meghatarozashoz,
belgsstandardként hippursavat alkalmaztak. Leporati éskatarsai[2005 olasz és dusitott
tésztak B-vitamin-tartalmét vizsgaltdk LC-MS/MS hiaikaval. Méréseik soran két, azaz ESI (+
és -) és APCI_(Anospheric_Ressure_Gemical_bnization) ionizaciés médot alkalmaztak. Chen
€s munkatarsg007 LC-UV-(ESI+)-MS/MS kapcsolt rendszeren 25 perceadgens ellcios
modszert dolgoztak ki hét B-vitamin elvalasztasa.
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4 CELKIT UZESEK

A kllbnbod vitaminkészitmények, étrend-kiegéskités dusitott élelmiszerek egyre nagyobb
népszeiségnek orvendenek az egészsegiket ovni akaro fdgkakoérében. Ezen termékek
szélesed skalajanak megjelenése és fokoz6do mértdterjedése kbvetkeztében egyre nagyobb
hangsulyt kell fektetni a méiség elledrzésre a fogyasztok védelme érdekében. A vizbeidold
vitaminok meghatarozéasat szolgalé szabvanyos maelszyakran bonyolultak, &gényesek,
pontatlanok, korszétlen technikdkon alapulnak, és nem teszik I&heta vizben oldddo
vitaminok egy menetben tort@mmeghatarozasat. Doktori munkam céikései ezek alapjan a
kovetkedk:

» Olyan korszekl analitikai moédszerek kidolgozasa, melyek lékétteszik a vizben oldédo
vitaminok (C- és B-vitaminok) dusitashoz legeltdtgbben alkalmazott formainak szelektiv,
egy menetben torténgyors, rutinszér meghatarozasat.

= A C- és B-vitaminok egyidéjkinyerését biztosité mintaiészitési eljaras kidolgozasa és
validalasa.

= A kidolgozott modszerek alkalmazasa a legjdisabb, kereskedelmi forgalomban elééhet
vizben oldodo vitaminokkal dusitott termékeken.

» Egyes B-vitaminok, vitamerjeik valamint jellethzszarmazékaik egy menetben toéén
vizsgélatat szolgald analitikai eljards kidolgozaseely lehebséget teremt az élelmiszerek
természetes, valamint 6sszes B-vitamin-tartaimanedghatarozasahoz.

= Vitaminnal dusitott gabonapehelyben jeledlészabad, kotott valamint bioldgiailag

hozzaférhét B-vitamin-formdk egymashoz viszonyitott aranydnakeghatdrozésa.
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5 ANYAG ES MODSZER

5.1 Vizsgalatok soran alkalmazott vegyszerek

Vizsgalataim soran minden esetben analitikai, vaggyobb tisztasagu vegyszerekkel és
Millipore Milli-Q ELIX 3 tipusu készulékkel @allitott nagy tisztasagu ioncserélt vizzel (18,2
MQcm?) dolgoztam.

A kromatografias modszerfejlesztésekhez kuloBbomozgofazisokat készitettem,
melyekhez kalium-dihidrogén-foszfat (KPIO,) és dikalium-hidrogén-foszfat (KPQO,) sdkat
(Merck, Darmstadt, Németorszag), metanolt (MeOH;ricCaErba Reagents, Milano,
Olaszorszag), hangyasavat (HCOOH; Spektrum 3D, ddelr; Magyarorszag), valamint
ionparképskent trifluoro-ecetsavat rffluoroacetic _aid, TFA; Merck, Darmstadt,
Németorszag) és heptafluoro-vajsavatptiafuorobutyric acid, HFBA; Fluka Buchs, Svéjc)
hasznaltam.

Az alkalmazott vitamin standardok kozil az L-asbkesavat (C), a riboflavint (B, a
riboflavin-5’-monofoszfatot (FMN), a nikotinamid@WA), a nikotinsavat (NS), a pantoténsavat
(Bs), a piridoxin-hidrokloridot (B vagy PN), a piridoxal-5’foszfat-monohidratot (PLE$ a
folsavat (B) a Fluka-tdl (Buchs, Svéjc), a tiamin-hidroklorid@,), a tiamin-monofoszfatot
(TMP), a piridoxamin-dihidrokloridot (PM) és a mloxal-hidrokloridot (PL) a Sigma-Aldrich-
tél (Budapest, Magyarorszag) szereztik be.

Belss standardként hippursavat (HP, Sigma-Aldrich) hakam, melynek 100Qug/cn®
koncentracidju torzsoldatat meleg vizzel (2@0készitettem.

A mintdk hozzéadott, Iilletve 0Osszes vitamintartalald kinyerését szolgald
mintaebkészitések, valamint a standardoldatok elkész&és® hasznalt oldatokhoz a sosavat
(HCI), a natrium-acetatot (NaGBOO), az ecetsavat (GEOOH), az ammoniat (NADH)
(25%), a natriumhidroxidot (NaOH) a Merait-t(Merck, Darmstadt, Németorszag), a C-
vitamin stabilitdsat biztositdé metafoszforsavat @4 valamint a dehidro-aszkorbinsavat L-
aszkorbinsavva redukdlo L-ciszteint a Sigma-Aldiichrendeltik.

Az élelmiszerek kotésben l@witamintartalmanak felszabaditasat Taka-dias#aika) és
burgonyabdl kinyert savas foszfataz (1,1 U/mg; Sighidrich) defoszforilalo hatasu enzimek,
valamint mandula eredef3-gliikozidaz (5,2 U/mg; Sigma-Aldrich, Budapest, Magrszag)

segitségével végeztem.
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5.2 Vitamintartalom meghatarozasahoz alkalmazott analiikai rendszerek

A vizben oldédé vitaminok méréstechnikajanak kidalgsat két mérendszeren végeztem,
melyek leirasat a kdvetkézben réviden ismertetek.

5.2.1 HPLC-UV-VIS rendszer

Méréseim soran a komponensek folyadékkromatograflaalasztasahoz és ultraibolya-
lathatéfény hullamhossz tartomanyban (UV-VIS) thftdetektalasahoz légmentésétgységgel,
kétcsatornas pumpaval, automata mintaadagolévallei®g1200), kolonna termosztattal és
diédasoros detektorral (DAD) felszerelt Agilent 010 tipust nagyhatékonysagu
folyadékkromatografids (HPLC,igh Performance lquid Chromatography) rendszert (Agilent,

Németorszag) hasznaltam.

5.2.2 HPLC-(UV-VIS)-ESI-MS/MS rendszer

A komponensek elvalasztasat és UV-VIS detektakisat2.1fejezetben bemutatott HPLC-
rendszeren végeztem. A kolonnat elhagyo folyadé@kdraegy kapillariscsévon keresztil (0,125
mm bel$ atmébji) egy 3200 Q-TRAP harmas kvadrupol rendézés linearis ioncsapdaval
felszerelt hibrid tandem tomegspektrométerbe (Agapli Biosystem (USA): Applera,
Magyarorszag) vezettem. lonforrasként TurbolonSpiyust pneumatikus ES| Igtropray
lonization) ionforrdst alkalmaztam. A porlasztdgagén gaz segitségével tortént. Az adatok
kiértékelését az Analyst szoftver 1.4.2. szamuiggeal végeztem. Az ESI-MS/MS felépitése

az1l. abranlathato.

mintabevitel,
elektroporlasztasos

Curtain Flata

DP (Orifice)

Skimmer GC2ZB (Collar Lens)

EP (010) RO1 (1) ROZ (32} RO3 (O3} DF (Deflector)

IDH EIH EI I § Detactor
ST LiMAC L)

‘\ L2 az Caollision s

Call

CUR {Curtain Gas)

Aux RF EXB (Exit Lens)

1. 4bra Az ionforras és a tandem tomegspektomeéter kapgsola

56



Analitikai moédszerfejlesztés funkcionalis élelmiskerizben old6do vitamintartalmanak vizsgalatara

A készllék harom kvadrupol tomeg-analizatort tamtst, ahol az efs hagyomanyos
kvadrupol tomeg-analizatorként funkcional (Q1), aswdik (Q2) egy nitrogéngazzalikddo
utkozesi cella, a harmadik (Q3) pedig egy linet@gsapda. Az 1Q1-1Q3 a kvadrupolok kozott

elhelyezked ionlencséket jeloli.

A készilék szamos Uzemmaddja kdzul munkdm soran,aaQ1MIl, az MRM és az MS2
modokat hasznaltam.

Q1 moédbanaz el$ kvadrupol az ionforrasban keletkezett molekulal@i@asztazza. Az
adott pasztazasi tartomanyb# ésszes tdmegre egy ionintenzitas jelet kap@nklfra).

Q1MI (Multiple lon) médban a Q1 moddal ellentétben az &lkvadrupol csak
meghatarozott szamud témeg (m/z) monitorozasat végsi a kapott ionintenzitas jel a
megadott tomegre vonatkozik (2. abra).

MS2 (Product lon) méd alkalmazéasakor mindhdrom kvadrupolt hasznéljukelsz (Q1)
kvadrupol egy megadott komponens (anyaion) kivédassza szolgal. Kizéardlag ez a
komponens jut at a Q2-be, ahol nitrogéngazzal Wkoragmentalodik. Ezt kovéen a
harmadik kvadrupol (Q3) a keletkezett fragmensioablegy tomegspektrumot vesz f&. (
abra).

MRM (Multiple Reaction Monitoring) mddnél szintén mind a harom kvadrupolt
hasznaljuk azzal a kulénbséggel, hogy a harmadiR) (Rvadrupol ebben az esetben a
keletkezett fragmensek kozul csak egy bizonyos dkromt s#r ki és juttat tovabb a
detektorba. Ez a mod ismert célkomponensek mergiyisgeghatarozasara hasznalhaté
(2. abra).

. Qo Q1 Q2 Q3
Q1 mod .
& —] & (— & {—
— _ —— —
& —] & = u & r—1
Q1 Ml méd ’-’- — - — - — -
IS —1 IS — & —
G) [

l.l. = ] & = Uu & r—1

MS2 mod c e o e N
l-’- & —] & (—] S (—]

>

l_l_ & r—1 & = || & —1

"l- < [ < [ < [

4 _—

l_l_ IS (—] S —] IS —]

2. abra A tomegspektrométer négy tzemmadjanak sematikidgaab
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5.3 Vizben old6do vitaminok elvalasztasara kidolgozotinddszerek

A vizben old6dé vitaminok elvalasztasdhoz a Waxdesra (Cig, 250 mm x 4,6 mm, 5
pum; Waters Corporation, Milford, USA) és a Restekr&JIAqueous (&, 150 mm x 3,2 mm, 5
pum; Restek Corporation, Bellefonte, PA, USA) fordittazisu (FReversed Rase, RP ) HPLC
oszlopokat hasznaltam. Megovasuk érdekében minskthen a kolonnakkal megegyeblteti
elétét oszlopokat alkalmaztam. Mindkét kolonnan két-k@dszert dolgoztam ki, melynek
paramétereit &-7. tablazatokban foglaltam 6ssze. Mindkét oszloptipusnal az eg\gktieen
ionparképd reagenssel segitett forditott fazisi kromatograikalmaztam (RP-IP-HPLC), mig
a masik esetben ionparképzélkil végeztem az elvalasztast. A mddszereketesztargyalasara
az ,Eredmények” fejezetben térek Kki.

6. tablazat Vizben old6dé vitaminok elvalasztasara Waters rétdorditott fazisi analitikai
oszlopon (250 mm x 4,6 mm, Bn) kidolgozott modszerek

Maodszer |. Maodszer 1.
Rendszer RP-HPLC-UV-VIS RP-IP-HPLC-UV-VIS
Mozgofazis A 50mM KH,PQ, + 50mM KHPO, (pH7) 0,02 vivd% TFA viz (pH 2,5)
Mozgofazis B metanol 0,02 v/iv% TFA metanol/viz (90/10)
Idgartam 28 perc 23 perc
Injektéalt térfogat 20 pl 20 pl
Aramlasi sebesség 1000ul/perc 1000ul/perc
Detektalasi hullamhosszak 200, 266, 282, 325, 448 nm 266, 285, 448 nm
Komponensek C, B, B,, NA, NS, B;, Bg, By C, B, B,, NA, NS, B, Bg

7. tablazat Vizben olddédoé vitaminok elvélasztasara Restek aJlvgueous forditott fazisu
analitikai oszlopon (150 mm x 3,2 mmuBn) kidolgozott médszerek

Maodszer lIl. Maodszer IV.
Rendszer RP-HPLC-(UV-VIS)-ESI-MS/MS  RP-IP-HPLC-(UV-VIS)-ESI-MS/M:
Mozgofazis A 0,1 v/iv% HCOOH viz (pH2,5) 0,05 v/v% HFBA viz
Mozgofazis B 0,1 v/iv% HCOOH metanol 0,05 v/v% HFBA metanol
Idgartam 30 perc 20 perc
Injektalt térfogat 10l 10ul
Aramlasi sebesség 500 pl/perc 500pl/perc
Detektalasi hullamhosszak 266, 290 nm 266, 290 nm
lonizéciés maéd ESI pozitiv, negativ ESI pozitiv, negativ
Detektalasi méd MRM MRM

By, B;, NA, NS, B, PL, PM,

C, Bl By, NA, NS, B;, B,
Komponensek Bi, B, B, Be B TMP, FMN, PLP
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5.4 Munkam soran hasznalt standardoldatok

A kromatografias modszerek kidolgozasa, és alkahsazsoran kilénbdz mdédon
elkészitett standardoldatokat hasznéaltam, melykékacaz ,Eredmények” fejezetben térek Ki.

A Médszer . kidolgozasa soran az aszkorbinsavat (1p6@nt) 1mM HCI oldatban, a
folsavat (5Qug/cnt) 0,1 M NaOH oldatban, a tobbi vitamint, azaz anti@ (100 pg/cnt), a
nikotinsavat (100ug/cnt), a nikotinamidot (100ug/cnt), a pantoténsavat (10@g/cnt), a
piridoxint (200 pg/cnt), valamint a riboflavint (30ug/cnt) vizben oldottam fel. A
tobbkomponenses munkaoldatokat ez¢kb torzsoldatokbdl készitettem a kezdeti eluens
Osszetételnek megfetelazaz pH7-es foszfat puffer felhasznéalasaval.

A Modszer |1l. kidolgozdsanal alkalmazott standard torzsoldatek, aszkorbinsav
kivételével, megegyeznek a Modszer I-nél haszniéilaldz aszkorbinsavat ebben az esetben 2
vIiv%-0s HPQ oldatban oldottam fel. A tobbkomponenses standdatiokat is 2 v/v%-o0s HPO
oldattal készitettem.

A Mddszer lll. esetében a tiamin, a nikotinamid, a nikotinsapaatoténsav és a piridoxin
kdzos térzsoldatat (100Qug/cnT) készitettem el. Egy 10 émtérfogatd méslombikba a
vitaminokbdl 10-10 mg-ot mértem be és oldottamviegben. Ezt koveéten az oldathoz 1l
ecetsavat adtam, majd a lémbikot vizzel jelre toltottem.

A riboflavin és a folsav k6z6s torzsoldatat (1@§cnt) a kovetke# moédon készitettem el.
Egy 100 cmi térfogati &zépoharba 10 mg riboflavint és 10 mg folsavat mérteen A
standardokhoz 50 chvizet és 1 cth25 % -os ammonia oldatot adtam. Magneses kKeeér
addig kevertettem, amig a vitaminok teljesen fahrmaldodtak. Ezt kévéen az oldat pH-jat
hangyasavval hétre allitottam, majd egy 10G e¢énfogatii méilombikba atmosva vizzel jelre
toltottem.

Az aszkorbinsav torzsoldatat (1000g/cnT) és a mar Osszes vitamint tartalmazé
munkaoldatokat ebben az esetben is 2 v/v%-osioRiattal készitettem.

Modszer IV, kidolgozasanal a tiamin, a nikotinsav, a nikatimd, a piridoxin, a
piridoxamin, a piridoxal, a piridoxal-5’foszfat-mohidréat, a riboflavin-5’'monofoszfat valamint
a tiamin-monofoszfat 100Qug/cnt koncentraciéju torzsoldatait 0,02 M téményiségretsav
oldattal készitettem.

A riboflavin (100 pg/cnt) torzsoldatat a Modszer Ill-nal leirtakkal megegyenddon

allitottam eb.
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sz

ecetsavoldatot hasznéaltam.
A standardoldatokat minden esetben borostyaniso@lombikban készitettem, és
borostyan sziin ivegedényben 4C-on taroltam. A torzsoldatokat hetente, a munkatokat

naponta készitettem.

5.5 Vizben oldédo vitamintartalom meghatarozasahoz végit
mintaelokészitések

Doktori munkam soran kereskedelmi forgalombar® learmékeket, tugymint multivitamin
tablettat, vitaminokkal dusitott teljesokiési reggeli gabonapelyhet, gyimolcslevet és instant
kakaoport vizsgaltam.

A szilard mintakatérl6 mozsarral vagy konyhai daraléval poritottam és dgenizaltam.
Vizsgalataimhoz a homogén por- és folyadékmintdiestiznaltam. A mintakat°@-on, fénysl

elzéarva taroltam.

5.5.1 Hozzaadott vitamintartalom meghatarozasahoz végzemintaelokészitések

Vitamintablettdk, valamint funkciondlis élelmiszier€C- és B-vitamin-tartalmanak egy
menetben tortéh kinyeréséhez Cho és munkatarg200qQ altal publikalt sésavas extrakciot,
valamint az EN 14130:2003 szamu szabvanyban laitafoszforsavas mintddészitést vettem

alapul.

5.5.1.1 S6savas mintadikészités

Tizenodt cnd térfogatd centrifugaéde (Falkon) mg pontossaggal 1 g homogenizalt mintat
mértem be, melyet 1 mM-os sésavval 10°ce toltdttem. A vitaminok kinyerését a minta
O0sszerazasat (VWR labordancer-S40 kémazd) koveben 10 perces ultrahangos (Realsonic
cleaner, Magyarorszag) kezeléssel segitettémAad extrakcidt koveten a mintakat 20 percig
(6000 rpm) centrifugaltam (Hermle Z206A, Németoggzamajd a fellluszokat cserélbiet
0,45um porusatméijic cellul6zészter membranlappal ellatott fecskesadrével (Millipore,
Tullagreen, Irorszag) leggem. A kromatogréafias vizsgélatokhoz az igy kapsdirleteket

hasznaltam.
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5.5.1.2Metafoszforsavas mintaatkészités

A darélt, homogenizalt szilard mintakb6l mg ponéaggal 1 g-ot, a folyadék halmazallapotu
mintakbél 5,0 cmit mértem be 15 citérfogat( centrifuga ébe, majd 15 crhig 2 v/v %-0s
metafoszforsav oldattal jelre toltéttem. Az extilakaebsegitése érdekében a manualisan
Osszerazott mintdkat 10 percre ultrahangos étigdhelyeztem. Ezt kougtn a mintakat az
elézéekben lefrt médon centrifugéltam édigem. A stirletekl®l 5 cnt-t sotét tivegedénybe
pipettaztam (Socorex), melyekhez 2,5%atnm/m %-os L-cisztein oldatot adtam. Az igy kapott
oldatok pH-jat 12,5 v/v %-0s ammonia oldattal 7 €8 kozotti értékre allitottam (Hanna
instruments pH212-tipus). Ot perc magneses kegsttktveten az oldatok pH-jat 20 m/m %-
os metafoszforsav oldattal 2,5 és 2,8 kozotti éetéllitottam vissza. A kivant pH elérése utan
az extraktumokat vizzel 10 éme jelre toltéttem, majd 0,2@m-es pdérusatméjii celluldzészter
membransirével (Millipore, Tullagreen, irorszag) le§em. Az igy nyert oldatokat hasznaltam

kromatografias vizsgalataimhoz.

5.5.2 Teljes vitamintartalom meghatarozashoz vegzett mirgtelokészités

Az élelmiszermintak 6sszesBB,- és B- vitamin-tartalmanak meghatarozashoMsZ
EN 14122:200F az [MSZ EN 14152:2004 valamint az[MSZ EN 14663:2006 szamu
szabvanyokban leirt mintddiészitési eljarasokat vettem alapul. A- Bs a B-vitaminok
kinyerése hasonldé mdédon torténik, igy extrakcidggly menetben elvégezhiet

A harom vitamin mintaékészitésének disharom lépése megegyezik. Ezek alapjaf els
lépésként 5-5 g mintat mértem be 100°dérfogatl Erlenmeyer lombikokba, melyekhez 50
cm® 0,1 M HCI oldatot adtam. Majd a mintakat 6raiivegigéedve 60 percre 108C-os
vizfirdobe helyeztem. Ezt kouen a mintaglkészitések tovabbi lépései mar dlek.

A Bj- €sB,- vitaminok esetében a mintak pH-jat szotraBrsekletre valoitiésik utan 2,5
M nétrium-acetat oldattal 4-re allitottam. Majd extraktumokhoz 500 mg 10 énvizben
feloldott taka-diasztaz enzimet adtam. Az igy kapddatokat parafiimmel letakarva 24 6ran
keresztil 37°C-ra felfitott horizontalis razégépben inkubaltam. A 24 dtaliével a mintakat
szobalbmérsékletre #téttem, majd 100 cfh térfogatd méflombikba atmosva 0,02 M
toményséf ecetsavoldattal jelre toltottem. Ezutdn a mintakid&i percig 6000 rpm
fordulatszdmon centrifugaltam és a fellliszOkat5 Odin-es porusatméjii cellulézészter
membransirével lesfirtem. Ezeket a $izleteket hasznaltam fel méréseimhez.
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A Bg-vitaminra vonatkoz0 szabvany alapjan a vizélitddn szobatmérsékletre tit6tt
mintakat 100 critérfogatt méslombikba atmostam, majd vizzel jelre toltdttem. Eavetien
a mintakat 6000 rpm fordulatszdmon 15 percig clemféitam. A feltliszékbél 12,5 chi
fézépoharba pipettaztam, majd pH-jat natrium-acetatattddl (2,5 M) 4,8-ra allitottam. Ezt
kéveten az extraktumokhoz 1-1 émavas foszfataz (29 mg/désp-glikozidaz (6 mg/cr)
enzimoldatot adtam. Ezutan a-BésB,-vitaminokhoz hasonl6 mddon a mintdkat 24 6ran
keresztll inkubaltam. Szob&érsékletre tités utan az extraktumok pH-jat sésavoldattal (0,1
M) 3-ra allitottam, majd 50 chtérfogatl centrifuga ébe atmosva 25 cime vizzel jelre
toltéttem. Végll 0,45um-es pérusatméyii cellulézészter membrarigdvel lesdirtem. Ezeket

a s#irleteket hasznaltam fel méréseimhez.
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6 EREDMENYEK

A vizben oldo6do vitaminok meghatarozasat szolgéikrobioldgiai vagy fizikai-kémiai
technikakon alapuld, ugynevezett hivatalos modsézermos szempontbol korsireneknek
tekinthetk, és igy nem minden esetben felelnek meg az ikbgutamasztott elvarasoknak. A
jelenleg elfogadott AOAC és nemzetkdzi szabvanyok ®setben igigényes, bonyolult
mintaebkészitést irnak 8/ nem teszik lehévé tobb vizben olddédd vitamin egy menetben
tortérd meghatarozasat. 6ként a mikrobioldégiai mobdszerekre jelleépz hogy nagy
hibasz&zalékkal dolgoznak, mely egyrésa komponensek maétrixtol tortérelvalasztdsanak
hianyabol adodo keresztreakciokbdl, masrészt azsegytamerekkel szembeni egyéidn
valaszreakciokbol ered. Az elmult években kozlésrilt tobbkomponenses mddszerek jeient
része a B-vitaminok csoportjara fokuszal, és csahany publikacio szlletett olyan
modszerekil, melyek lefedik a vizben oldddé vitaminok telgsalajat, beleértve a C-vitamint
is. Jelen dolgozat célja egy olyan tobb komponenseB-vitaminok és a C-vitamin egyuttes
meghatarozasat lelis® teww korszeti analitikai modszer kidolgozdsa volt, mely a
vitaminkészitmények, illetve a vitaminokkal dusitélelmiszerek megbizhato, rutin vizsgalatat

szolgalja.

6.1 Komponensek kivalasztasa

A vizsgalat targyat képézkomponenscsoport 6sszeallitasakor arra torekedtegy, olyan
vizben old6do6 vitaminok, illetve vitamerek alkossakelyek a vitaminkészitmények és
vitaminnal dusitott élelmiszerek gyakori 0Osszétiként kiemelked gyogyszer- és
élelmiszeripari jeleriséggel birnak. Ennek fuggvényéberB.atablazatban felsorolt vizben

oldédo vitaminokra, illetve vegylleteire esett éagatasom.

8. tAblazatA vizsgalat targyat képéaizben oldodo vitamin vegyuletek

Vitaminok Vitamin vegylletek

B, tiamin-hidroklorid

B, riboflavin

B, nikotinamid, nikotinsav
Bs D-pantotenat

Bg piridoxin-hidroklorid
By folsav

C L(+)-aszkorbinsav
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A vizben old6do vitaminok kozil a biotint a legtéélelmiszer az emberek sziikségleteinek
megfeleb mennyiségben tartalmazza, ezltal biotinhidny tezgsbha nem alakul ki, igy a
csecserstapszerekil eltekintve az élelmiszerek biotinnal toéréédusitasa nem jellertiz Ebkbl
kifolyélag az altalam vizsgalt analit-készlet részeém képezi.

A Bsvitamin kivételével vizsgalataim a vizben oldédéitaminok duasitashoz
legelterjedtebben hasznalt formaira fokuszalt. 2sgélanddé komponensek kdzott gvlBamin
mindkét, dusitashoz hasznalt formaja szerepel, kaefianére, hogy dként nikotinamidként
kerll az egyes élelmiszerekbe. Azért dontdttem k@ihditamer vizsgalata mellett, mert ezen
vitamin két jellemd forméjanak egyittes meghatarozasa a tébbi vitanémos vitamerjével
szemben egyszéitben megoldhaté. A tobbi vizben oldédé vitamin wigajének vizsgalata

tulmutat a jelenlegi tanulmany céljan.

6.2 Vizben old6do vitaminok egyuttes meghatarozasa RPRLC-(UV-VIS)
rendszerrel

A szakirodalom alapjan, a vizben oldédé vitaminglyenkénti, valamint egymas melletti
meghatarozasanak legelterjedtebb modja a fordiéaisu, illetve a forditott fazisa ionpar
kromatografia UV-VIS detektaldssal. Az eddig publdsra kerllt toébbkomponenses
modszereket alapul véve, @lszben egy egyszébb, ionparkép& nélkdli, forditott fazisu
kromatografia kidolgozasa mellett dontdttem az lelsZtast koveét UV-VIS detektalassal.

Az irodalmi &ttekintésben mar emlitésre kerlt,yhag élelmiszerek (beleértve a vitaminnal
dusitottakat is) B-vitamin-tartalma alacsony a tdbbi vitaminhoz képé&gy az UV detektalas
nem biztosit megfelél érzékenységet kimutatdsahoz. &blkifolyolag a vizsgalandé
komponensek korétiB By-, NS, NA, B-, Bs-, By-, C-vitaminokra sikitettem.

A vizsgalat targyat képéznyolc vizben oldédd vitamin egylttes meghatarozzanos
analitikai probléma athidalasat koveteli meg. A woildgndd problémak egy része ezen

vegyuletek elté fizikai, kémiai tulajdonsagaikbol ered.

6.2.1 Standardoldatok

Méar a standardoldatok elkészitése is nagymeért&kriltekintést igényel, az egyes
komponensek eltér oldhatésaga, illetve nagyfoku instabilitasa miaft. standardoldatok

elkészitésére nem all rendelkezésinkre egységesszerpda szakirodalomban szamos
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megoldassal taladlkozhatunk. A standard torzsold&kdzitése sordn a riboflavin és a folsav
okozta a legtébb problémat, ami abbol adddott, hemw két vegyillet nagyon rosszul oldédik
vizben. Végill a riboflavin 3Qig/cnt koncentracidju vizes oldatat tudtam elkészitenfolsav
jobb oldédasat lugos kézegben (0,1 M NaOH) érterbal ilyen korilmények kozott is csak 50
ug/cnt tdménység oldatanak elkészitése volt lehetséges. Az aszksabhak hig savas (ImM
HCI) térzsoldatat készitettem el, stabilitasanakehése érdekeben.

Az egyes komponensek oldhatésagat, stabilitasdlamimat a szakirodalom kinalta
lehetiségeket figyelembe véve a standard torzsoldatokafAayag és moddszer” fejezetben
leirtak alapjan készitettem el.

6.2.2 Kromatografias modszerfejlesztés

A komponensek forditott fazisu kromatografias edgatasanak kidolgozasat egy 250 mm
hosszusagu, 4,6 mm atrdgr és 5um szemcsemerig@llofazison (Waters Xterra) végeztem. Az
eddigiekben publikdlasra kerilt egydias, tdbbkomponenses mdbdszereket alapul véve,
mozgofazisnak pH 7-es foszfat puffert (50mM) és anelt vélasztottan{EKINCI, 2005;
VINAS, 2003. A mozgdfazis kivalasztasat koven felvettem az egyes vitaminok abszorbancia
spektrumat. Az abszorbancia spektrumok alapjani@iink6 hulldmhosszat valasztottam a
komponensek érzékenyebb, illetve szelektivebb tidteda érdekében. A;B B,-, Bs- és C-
vitaminok maximalis abszorbanciaja 250 és 270 naelkgsik, igy ezen vitaminok detektalasara
egy kompromisszumos hullamhosszat a 266 nm-t véléam, mely a C-vitamin elnyelési
maximuma is egyben. ABritaminnak szines (s6tét sarga) vegylulet révéhaté hullamhossz
tartoményban is van jellerdzInyelése, igy a Bvitamin szelektivebb meghatédrozasdhoz a 448
nm-t is felvettem a detektalasi hullamhosszak kd@zd&e-vitamin detektadlasahoz a 282 nm-t,
mig a B-vitaminhoz a 325 nm-t valasztottam. A pantotén@g) karakterisztikus kromofor
csoport hianyaban csak nagyon gyenge elnyelésseétlieezik a 200 nm korlli tartomanyban.
gy UV detektalasa nem szerencsés az oldészevellaz egyéb matrix komponensek zavard
hatasa miatt. A fentiekben leirt kromatografiasikienyek kozott megis lehitég nyilik a
200 nm-en tortéh detektalasara a foszfat puffer 200 nm alatti (485 UV cut-off’

hullamhossza révén.

YEgy mozg6 fazis UV cut-off értékén azt a hullangmertjik, ahol az oldészer abszorbancidja egysétjetve
ahol az oldészer transzmittanciaja nagyobb, mifb 9PEKETE, 2003]
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6.2.2.1Elvalasztas kidolgozasa

Kezdetben Ekinci és Kadakdk00§ nyoman a vizsgalt vegylleteket, egysibbr
izokratikus moédon probaltam elvalasztani egymastél,ezt a komponensek sokfélesége nem
tette lehetve. Alacsonyabb metanol tartalom mellett (20%) pal@isabb termésaetiboflavin
és folsav nagy retenciokkal és széles csucsalakbalodtak. Az eluens &ség novelésével a
tobbi polarosabb komponens visszatartasa csOkketdmint romlott a felbontds. A nyolc
komponens alapvonalig tori@relvalasztasat szamos variacio kiprobalasa utadlvegy négy
lépcdis, 28 perc idtartamu gradiens ellcios program kidolgozasavasittam megd. abra),

1000ul/perc-es aramlasi sebesség, esillbjektalasi térfogat mellett.

100 -
~ 80 -
S
:§ 60 —e— Metanol
@ 40 - Foszfat puffer
(&)
c
o
< 20 /

4

O T T T T T T

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Id6 (perc)

3. abraNégy Iépcés gradiens ellcids program (aramlasi sebességullpeer)

Ve

kulcsfontossagu szerepet tolt be, ugyanis a pHntiede mértékben befolyasolja az egyes
komponensek &lléfazison valé visszatartasat. A idkhen bemutatott gradiens ellciéhoz
hasznalt mozgoéfazis 7-es pH-ja a bazikusabb vetpkilemint példaul a tiamin (B
visszatartdsahoz kedvidab feltételeket biztosit, ugyanis a bazikus veggklea pH=pKa+2
értéknél lugosabb tartomanyban ionvisszaszoriothéban vannak jelen. igy a tiamin, melynek
pKa értéke 4,8, a 7-es pH-ju kbzegben ionvisszéstbiformaban van jelen. Ez a forma
apolarisabb természgtezaltal nagyobb a visszatartasa forditott fazisélitikai oszlopon. A
bazikus tiaminnal ellentétben az aszkorbinsav (f&@nge sav révén, ugyanezen koériimények
kozott polarisabb, ionos formaban van jelen, mdtykiavetkeztében kicsi a visszatartasa. igy az
aszkorbinsav a kolonna holt idejéhez kozel, 2,8mp@Erelualdédott4. abra).
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4. dbraVizben oldddod vitaminok standardoldatanak kuloddallamhosszon felvett
kromatogramjai (C 63,ag/ml; By, Bs, NS, NA 6,25ug/ml; Bs 12,5ug/ml; By 3,1ug/ml; B, 1,8
ug/ml)

A 4. abrdn a nyolc vizsgalt komponens standardoldatanak kidéh hullamhosszokon
felvett kromatogramjai lathatdk. B. abran bemutatott gradiens ellciés programmal a vizsgalt
vitaminok ellciés sorrendje a kovetkexolt: C, NS, B, Bi, Bs, NA, By, B,. A 4. abran
megfigyelhetjik az 6t detektalasi hullamhossz halstakor tapasztalt érzékenység-, valamint
szelektivitdsbeli kilénbségeket az egyes vitamias&tében. A 8, és B-vitaminoknak a B,

B,-, Bs- és C-vitaminok detektalasara valasztott 266 nrisemn elnyelése, igy ha a minta nagy
mennyiségben tartalmazza ezeket a vitaminokat, radlegend ennek az altalanos detektalasi
hullamhossznak a hasznalata. Az élelmiszerek t@gbszonban a folsavat {Bcsak igen
alacsony koncentraciéban tartalmazzak, ezért a kimitatdsi hatar elérése érdekébenga B
vitamin detektalasa az abszorbancia maximuman, a82znm-en kedvéibb. A Bs-vitamin
esetében 325 nm hullamhosszon detektalva a nagéadkenység mellett jobb szelektivitas

erhedt el. A By-vitamin detektaldsa sok esetben a 448 nm-en emgbaébb, a nagyobb
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jelintenzitast mutatdé 266 nm-rel szemben. Ugyanis448 nm hullamhosszal nagyobb
szelektivitas érhét el, mivel csak kevés komponensnek van ezen arhbbiaszon jelels
fényelnyelése. A Bvitamin detektalasa egyedil 200 nm koéruli hullasdgrmn lehetséges, mint
ahogy ezt a4. abra is mutatja. A kidolgozott modszer megféleretenciés ablakok
alkalmazaséaval akér valtoztathatd hulldmhosszudétgktorral is megvaldsithato.

Kilonbdz koncentraciéju, mind a nyolc vitamint magéba fé@lsstandardoldatok
elkészitéskor a higitasokat az eluensként is hihigaHa7-es foszfat pufferrel végeztem. Ezen
oldatok mérésekor a toményebb oldatoknal,a & a B-vitaminok koellciojat tapasztaltam.
Tovabbi vizsgalatok elvégzését koven fény derillt e jelenség okara, miszerint abban az
esetben, ha a tbbbkomponenses standardoldat tarizdna B-vitamin lugos oldatét, a foszfat
puffer veszit puffer kapacitasabdl és a megvaltormizacios viszonyok okoztdk a két
komponens retencios idejében bekodvetkezett valtoZasa jelenség kivedhietnegfeleb aranyd
foszfat puffer alkalmazasaval. Méréseket végezterstamdardoldat idedlis foszfat puffer
tartalmanak meghatarozasara, mely eredményekéntkagtam, hogy a retenciés 6kl
csuszasanak kikiiszoboléséhez a standardoldat tfquafi@r koncentraciéja nem lehet 10,25
mM-nal kisebb. A ké&sbbiekben az oldatokat ennek figyelembevételévetikétsem el.

6.2.3 Stabilitds vizsgalat

Tovabbi kisérleteim a tébbkomponenses, illetve ggkemponenses standardoldatok
stabilitasanak vizsgalatara terjedtek ki. A mindhylc vitamint tartalmazé foszfat pufferes
(pH7) standardoldatot érankét Ujra mértem 6t alkahal, valamint huszonnégy ora elteltével. A
torzsoldatokbdl egy nap elteltével Uj tobbkompomsnadatot készitettem és mértem meg. A C-
vitamin kivételével a vizsgalt vitaminok huszonnéw elteltével is stabilak maradtak, mind a
tobbkomponenses, mind a térzsoldatokban, tehaggesealkalommal mért csucs alatti tertleteik
k6zo6tt nem volt szignifikdns kilonbség. Azonban-ait@minrél nem mondhatd el ugyanez. A
tobbkomponenses oldatnal méar a nap folyaméan egyéeg\elteltével is a C-vitamin jeldist
bomlasa volt megfigyelhét 6t 6ra elteltével 40%-al, mig huszonnégy orat 8ao-al cstkkent
a csucs alatti tertileb( abra). A térzsoldat aszkorbinsavtartalma 35%-al csokkerszonnégy
Ora leforgasa alatt.

A C-vitamin rohamos bomlasat ideiglenesen a staluddatok elkészitést kovetrzonnali
mérésével kertltem ki. A szakirodalomban is tafhk utalast a C-vitamin instabilitasa okozta
nehézségeki a C-vitamint is magaba foglaldo tébbkomponensegismérek esetéfHEUDI,

20093. Azonban konkrét megoldast egyik publikacié senakfel.
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O6ra 16ra 26ra 36ra 46ra 5Sb6ra 246ra

1d&

5. &bra C-vitamin 24 6ra alatt bekdvetkebomlasa a tobbkomponenses foszfat puffer (pH7)

standardoldatban

6.2.4 A moédszer alkalmazasa élelmiszermintan

A kidolgozott mdodszert egy vitaminokkal és asvaagiyagokkal dusitott gabonapelyhen
probaltam ki. A mintaékészitést az ,Anyag és modszer” fejezetben szesiddit savas
extrakcié alapjan végeztem el. A fentiekben leiddszer azonban, az adott kromatogréafias
korilmények kozott Osszetettebb matrix esetén nette tleheivé a vizsgalt vitaminok
matrixkomponensekt valé elvalasztasat, illetve a komponensek tobésél detektadlasahoz
hasznalt 266 nm nem biztosit elegésdelektivitast.

6.2.5 A mddszer alkalmazasa étrend-kiegés4in

Habar a mdodszer komplex élelmiszermintdk vizsgélatin teszi lehévé, egyszdibb
matrixok rutin vizsgalatahoz, gyors, olcsé megadidbitosit. Egyszdibb matrixként egy
multivitamin tablettat valasztottam, melynek a kedogramja a6. abran lathato. A
vitaminkészitmények a dusitott élelmiszereknél jgragasabb koncentraciéban tartalmazzak az
egyes vitamin komponenseket, éblkifolydlag a 266 nm altalanos hullamhosszként a
pantoténsav kivételével megféedrzékenységet biztosit a vizsgalt vitaminok méréséigy a
vitamin készitmények mérésehez elegekdt hullamhossz a 266 és a 200 nm hasznalata. A
vizsgalt vitamintabletta a 8 komponefikbsak hetet tartalmazott, mert g-@tamin nikotinamid

form4jaban volt jelen a készitményben.
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6. abra Multivitamin tabletta kromatogramjai 266 és 200 detektalasi

hullamhosszokon

Doktori munkamat a tovabbiakban, a fentiekben taldgra kerllt kisérlet sorozat soran

felmertb analitikai probléméak megoldasaval folytattam, re&lysszefoglalva a kovetkide

1)

2)

3)

Standardoldatok készitése soran felmerlt problémak

a) A riboflavin és a folsav feloldasanak nehézsége.

b) A C-vitamin bomlasa a térzsoldatban, illetve a kidohponenses oldatban.
A kidolgozott kromatogréafia gyenge pontjai:

a) A C-vitamin rossz visszatartasa

b) A matrix komponensek és a vizsgalt vitaminok kogljac

c) A szervetlen pH 7-es foszfat puffer hatranyai:

i) A szervetlen s6 a szerves oldoszer hatasara kidbapdnely egyrésér a rendszer
eltomodését (szelepek, kapillaris csdvek) okozhatja, ésasil a kolonnan kirakédva
ronthatja a visszatartast es a felbontast.

i) A 7-es pH kedveitlen a mikrobioldgiai stabilitdas szempontjabal.

Az alkalmazott mintaékészités nem biztositja a B- és C-vitaminok eggltte
meghatarozasat:
a) C-vitamin bomlasa

b) A matrixkomponensek okozta interferencia az elAsssoran.
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6.3 Vizben oldbddé vitaminok egytittes meghatarozasa iodpképzé
hasznalataval RP-IP-HPLC-(UV-VIS) rendszerrel

Az el6z6 fejezetben bemutatasra kertlt RP-HPLC modszewaaBiinra gyakorolt gyenge
visszatartasa kovetkeztében nem tette éslgetn C- és B-vitaminok egyidejmeghatarozasat.
Ebbsl kitiinik, hogy a vizben oldédé vitaminok egyittes megratasanak kritikus pontjat a C-
vitamin jelenti. A C-vitamin B-vitaminokkal torténegyuttes meghatarozasanak korlatai két
problémakorbl erednek. Az egyik problémakér a C-vitamin nagyfakstabilitasabol eréd
gondokat, mig a masik a kromatografias elvalasntdsaehézségeit oleli fel. A két tertlet kdzul

elészor a C-vitamin instabilitasabdl efegroblémak feltdrasat mutatom be.

6.3.1 A C-vitamin stabilitasanak problémai

Az aszkorbinsav szerkezeti felépitédéhdodoan a leginstabilabb vizben oldddd vitamin.
Ezt az egyes vitaminok stabilitasanak vizsgalatémanyuld kisérletem eredmeényei is
alatamasztjaky. abra). A torzs- és tobbkomponenses standardoldatokbgeadél a C-vitamin
koncentracié csokkenése volt szamaitedz aszkorbinsav bomlaséat vizes kézegben szamos
kornyezeti tényex elsidézheti, mint példaul annak magas pH-ja, a megkenett kmérseklet,

a fény, valamint oxidalé agensek jelenl@#&OVAKOVA, 2008. Ezen tényeik kizarasaval,
mérséklésével lassithaté az aszkorbinsav bomlBsirfata.

Az aszkorbinsav todrzsoldatat az eddigiekben GRO0J nyoman 1mM tdménység
sésavoldat felhasznélasaval készitettem, mig &bbponenses standardoldatok higitasahoz az
eluensként is alkalmazott foszfat puffert haszmdlt&zt koveden, az oldatokat a fény és a
homérséklet degradacios hatasanak kizarasa érdekéean fénybl elzarva taroltam.

Az aszkorbinsav bomlasa a tdbbkomponenses staridatian volt a legnagyobb mértek
mely a foszfat puffer (pH 7) hasznélata altal bektkes pH emelkedéssel hozhat6
dsszefliggésbe.

Azonban, a C-vitamin stabilitdsanak fenntartasabnilkséges tényék (alacsony pH,
alacsony Bmeérseéklet, féeny kizaras) fennallasa ellenére akasbmsav bomlasa a térzsoldatban
is megfigyelhet volt.

A felmerllt stabilitasi problémék kivédésére, a i@win meghatérozdsara fokuszalo
tanulmanyokat alapul vévB-FONTANNAZ, 2006; HIDIROGLOU 1998; KABASAKALIS,
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2000; RIZZOLQ 2003 a tovabbiakban mind az aszkorbinsav torzsoldatndmia
tobbkomponenses standardoldatok elkészitéséhez abilizsttorként is funkcionalo
metafoszforsavat (HP{alkalmaztam, az ,Anyag és mddszer” fejezetbetiuifiébtett modon. A
metafoszforsav amellett, hogy megvédi az aszkoabaitsaz oxidaciotol, megfetelstabilitasi

viszonyokat teremt a B-vitaminok szamara is.

6.3.2 A C- és B-vitaminok egyuttes kromatografias meghaté&zasanak problémai

A C-vitamin meghatdrozdsanak legszerencsésebb naWjéonkizardsos kromatografia
lenne, ebs kationcserél kolonna alkalmazésaval. Azonban kationcg€eil@lonna hasznalata
nem tenné lehévé a savas és a bazikus tulajdonsagu vitaminoktegyineghatarozasat. A
legidealisabb korulményeket forditott fazisu alésal lehet biztositani polaritasukban és
bazicitdsukban ilyen nagymértékben kilonbdegylletek egyittes meghatarozasahoz.GEbb
kifoly6lag a korabbiakban alkalmazott all6fazist {Wrs XTerra ¢ 4,6 mm x 250 mm, fm)
megtartva, a mozgofazis valtoztatasaval probalt&waamin visszatartasan javitani.

Az aszkorbinsav megfelel visszatartasa forditott fazisu analitikai oszlopsemleges
formajanak fenntartasaval érbetl. Kett koruli pH értéki mozgofazis alkalmazasaval ez a
feltétel teljesithét, mivel az aszkorbinsav pKa(4,2) -2 értékénél sabvlagkodzegben apolarisabb
ionvisszaszoritott allapotban van jelen. A mozgiéfgaH értékének csokkentése azonban a
bazikus vegyliletek visszatartdsanak romlasat vmajga utan, mivel savas kdzegben a bazikus
vegyuletek a polarisabb ionos formajukban vannbdnje

A fentiek alapjan a C- és B-vitaminok megfélelvalasztasa, illetve visszatartasa céljabol a
foszfat puffert trifluor-ecetsav (TFA) tartalmi ngifazisra cseréltem fel. A TFA részlegesen
ionizalodo ebs savként kitné pH stabilizator, igy a pH alacsonyan tartasavaiositja a savas
tulajdonsagt  komponensek, valamint az allofazis nrigaradd szilanol csoportjai
ionvisszaszoritott allapotanak fenntartasdtsegjitve ezzel visszatartasukat.

Ezen felll a TFA ionparképként hatassal van a bazikus komponensek visszseatéis. A
pozitiv toltés bazikus vitaminok a TFA karboxil csoportjaval kéimhatasba |épve apolarisabb
karaktefi ion-asszociatumot képeznek a mozgoéfazisban, ésndgon mar megkétnek az
allofazison.

Tovabba a TFA az éll6fazis fellletének megvalt@daval is javitja az elvalasztéasehat a
TFA pH stabilizator és ionparképzulajdonsagabdl adodoan lebsdget nyujt az eltérfizikai

és kémiai tulajdonsagokkal rendelkedzben oldodo vitaminok meghatarozasara.
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A TFA a vizsgalt komponensek retenci6jara gyakoparitiv hatasan kivil szadmos mas
elénnyel rendelkezik az eddig hasznalt foszfat puleszemben. Hasznalataval az alacsony pH
biztositasanak koszonkden a mozgofazis mikrobiologiai stabilitasa fenrtatd, illetve
elkertlhebk a szervetlen s kivalasa okozta problémak. Amfgsafat puffer nagymértékben
csokkenti a kolonna élettartamét, addig a TFA oka@ttbfazis er6zio elhanyagolhato.

A forditott fazisu ionpér kromatogréfidban énersékletvaltozds befolydsolja az egyensulyi
folyamatokat, a fellleti toltégiséget, ezért az allando visszatartas és szel@tibiztositasa
érdekében, oszloptermosztat segitségével az alla émozgofazis dmérsékletét 3C-ra
allitottam be.

A mozgofazis cseréje a vizsgalt vitaminok abszoclmmspektrumanak Gjrafelvételét tette
szikségesse, mivel az egyes komponensek fényednyeiéximuma a pH fliggvényében
valtozik. A kulénbod pH értekek hatasat az egyes vitaminok abszorbamgiaa 7. abra
szemlélteti. A komponensek fényelnyelési maximurkadekol6dasa ellenére nem kerult sor
jelents valtoztatas az eddig alkalmazott detektalasdmilossz dsszeallitasban. A Cy;, B,
Bs-vitaminok fényelnyelési maximuma valtozatlanul 30270 nm k&zotti tartomanyba esett,
igy detektalasukat tovabbra is a 266 nm-en végezeBs-vitamin szelektivebb meghatarozasat
biztosité 448 nm is az Osszeallitas része maradBe#Aitamin abszorbancia spektrumanak
jelens valtozdsa kovetkeztében az eddig alkalmazott 1325 helyett az Uj abszorbancia
maximumahoz kozeli 285 nm-t valasztottam, mely egyba B-vitamin fényelnyelési
maximuma is. A TFA foszfat pufferhez képesti magphsdV cut-off értéke (210 nm) nem teszi
lehetivé a B-vitamin 200 nm koriili hullamhosszon téréémeghatarozéasat. igy a tovabbiakban
a vizsgalandé komponens készletet hét komponens, 8., B,-, NS, NA B-, és a B
vitaminok alkotjak, melyek detektalasara a 266, & 2s a 448 nm hullamhosszokat

valasztottam.
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7. abraVizben old6do vitaminok abszorbancia spektrumak&inboz pH-ju kdzegben
(pH 7 foszfat pufferben és pH 2,55 0,02 v/iv% TFAakn( vizes oldatban)
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A detektalasi hullamhosszak kivalasztasat kéeeta vizsgalt molekuldk elvalasztasat
lehetivé tewy gradiens ellcidés programot dolgoztam ki, mely s@a&ét mozgoéfazis viz (A) és
metanol/viz 90/10 aranyu elegye (B) volt. Mindkévagofazis 0,02 viv % TFA-t tartalmazott,
mely az A mozgofazis 2,5 pH értékét biztositotta.kézdeti eluens o6sszetétel 0,5%-ban
tartalmazta a B mozgofazist. A 23 perces gradidingds program soran a B eluens elérte a 100
%-ot. A kromatografia végére egy 10 perces regermss&zakaszt épitettem & @bra).

100 4
80 -
60 - ——A

—a—B
40 -

Koncentracio (%)

20 -

0 5 10 15 20 25
1d6 (perc)

8. abra Gradiens eluciés program (A: 0,02 v/iv% TFA viz, (802 viv% TFA
metanol/viz 90/10 aranyu elegye, aramlasi sebeE3@gul/perc)

A gradiens program 100Ql/perc aramlési sebesség mellett 16 perc alatosiizita a
komponensek elvalasztaséat. Az injektalasi térf@gapl volt. A 9. abradn a tobbkomponenses
standardoldat harom hullamhosszon felvett kromatogai lathatok.

A vizsgalt komponensek ellciés sorrendje a koveétké&s-, C-, NS, NA, B-, Bo-, By-
vitaminok.
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3 3
84 By E B,
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@ 61 13 Retencids id6 (perc)
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\
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9.4bra Vizben oldddoé vitaminok standardoldatanak kulo@bdzlldmhosszon felvett

kromatogramjai© 10ug/ml; B;, NS, NA 1ug/ml; Bs 2 pg/ml; By 0,5ug/ml; B, 0,3 pg/ml)
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A savas pH a vartaknak megféleh megnovelte a C-vitamin visszatartasat és igpdrdes
retencids idejével elvalik a holttérfogattal eludddoldészer csucstdl. A B/itamin azonban az
ionparképd hasznélata ellenére holbidbz kozeli retencidés &vel elualdédott, melynek
kovetkeztében nem valt el teljes mértékben az aklossicstol, valamint a nem megfélel
retencié mellett, a kiszéleseaslcsalakja is problémat jelentett. Eli@att cslicsalakja (peak
tailing), a pozitiv toltés aminocsoportja és az allofazis fellletén szabadwradt, nem
semlegesitett, negativ szilanol csoportok kozdtg@gé ioncserés kblcsonhatasok kdvetkeztében
kialakult masodlagos retenci6 eredménye. dtblkifolydlag a B-vitamin mennyiségi
meghatarozasa az adott kromatografids korilménge&tknem lehetséges. R abran lathato,
hogy a 285 nm detektalasi hullamhosszongad® a B-vitamin nagyobb jelintenzitast, mig a

448 nm-en a Bvitamin jobb szelektivitdst mutat a 266 nm-hezdsip

6.3.3 A kidolgozott RP-IP-HPLC mddszer alkalmazasa élelnszermintakon

A kromatografia kidolgozasat kowemn, a modszert élelmiszermintak mérésére

alkalmaztam.

6.3.3.1Mintael 6készités

A C-vitamin gyors bomldsa a standardoldatokon kevithintaebkészités soran is komoly
problémat jelent. Ekld kifolydlag a mintdk C-vitamin-tartalmanak miggése céljabol az
élelmiszerek C-vitamin-tartalmanak meghatarozaskidolgozott Eurépai SzabvanyEN
14130:2003 altal ebirt mintaebkészitést vettem alapul, és terjesztettem ki a t&minok
csoportjanak meghatarozasara. Erre azért nyiltdeég, mert a dusitott élelmiszerek hozzaadott
vitamintartalma nem kétlik szorosan a matrixkomponensekhez éekliolydlag a B-vitaminok
Osszetett, savas hidrolizidbés enzimes feltarasbol allé mintdledszitése felvalthatdo egy
egyszefibb extrakcidval. Tovabbi kisérleteim soran ezen taglikészités alkalmassagat
vizsgaltam dusitott élelmiszerek C- és B-vitamirialananak egyuttes meghatérozaséara. Az
Eurdpai SzabvanybdEN 14130:200Bleirt mintaebkészités kétd 1épésldl, egy extrakcids és
egy redukcios lépégb all. Az extrakcid az L(+)- aszkorbinsav oxidad@npk megéizése
érdekében a standardoldatokhoz is hasznalt metafeaz (2 m/v%) oldattal torténik. A
redukcios lépés L-cisztein, mint redukalé agenddstnalasaval az L-dehidro-aszkorbinsav

redukaldédasat biztositja, mely letwed teszi a C-vitamin aszkorbinsav formaban tdrtén
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meghatarozasat. A mintégkEszités menetének részletes leirasa az ,Anyag @dszar”
fejezetben tekinthétmeg.

6.3.3.2Elelmiszermintak mérése

Az elébbiekben bemutatott mintd@dészitést, valamint a kidolgozott kromatografias
modszert harom kereskedelmi forgalombandéjévitaminokkal dusitott élelmiszerterméken
alkalmaztam. Egy reggeli gabonapehely, egy gyun#&leslamint egy instant kakadpor C4-B
Bs-, Bs-, €s B-vitamin-tartalmat hataroztam meg. Azért esett ezekmatrixokra a valasztasom,
mert ezek az élelmiszer tipusok alkotjdk a duséietimiszerek gerincét.

A komponensek mifségi azonositasat retencios idejik alapjan végeatestyet standard
addicios modszerrel is megsitettem. Tovabbi mifségbiztositasi eszkdzként a vizsgalt
komponensek csUcstisztasagat a didodasoros deteligtotta leheiségek kihasznalasaval
ellendriztem. A didédasoros detektor lefieé teszi a kromatografids futés teljes ideje alatti
VIS spektrum felvételt. igy az éd(t), abszorbancia (A) és hullamhossy) @datharmasbol
megjelenithét a kromatogram haromdimenziés képe, mélytmegbecsiilhék az ,elbljo”
csucsok effordulasa [I. melléklet). Az on-line spektrumfelvétel az alapja a kiértékezoftver
automatikus csucstisztasag vizsgalatanak is, neblialddd csucs harom vagy tobb pontjdban
felvett spektrumait veti 6ssze, amit egy matematiksszefliggés alapjan szamsafive a
hasonl6ségi faktorral jelol. A hasonlésagi faktotéke 0 és 1000 ko6zé eshet a hasonlésag
mértekésdl figgoéen. A kérdéses kromatogréfids csucs tisztasagaefeégfha a hasonldsagi
faktor 995-nél nagyob[STAHL, 2003.

Az elobbiekben leirt kromatografids korilmények megtefeltételeket biztositottak mind a
harom élelmiszermatrixnal a dusitashoz legeltegjgalthasznalt vitaminformak, agymint az
aszkorbinsav (C), a riboflavin B a nikotinamid (NA), a piridoxin (§ és a folsav (B
esetébenl(0-12. abrg.

A reggeli gabonapehely mintdbab0( abra) mind a hat vizsgalt komponens megtalalhat6
volt. Az instant kakadpor nem tartalmazotp-\Btamint (11. abra. A gyumodlcslében a
dusitashoz hasznalt vitaminformak voltak jeld2.(abra). A reggeli gabonapehelyben és az
instant kakadporban az®itamin dusitdshoz gyakrabban hasznalt formaj&katinamid mellett
a nikotinsav is kimutathaté volt. A nyomokban jéé&é nikotinsav szarmazhat egyrészt a

nikotinamid tarolas soran bekovetkeatalakulasabol, valamint felszabadulhatott a tkeké
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természetes nikotinsav készlgiEbA nikotinsav (NS) megfelél elvalasztdsa a matrix egyéb
alkotéelemeitl nem volt megoldhat6. Mindkét mintdndl egy matdrikponenssel egyutt
elualodott, mely a kimutatasi hatar romlasat oktjahad 266 nm a C-, a vitamin és a
nikotinamid meghatarozasahoz megi&lstelektivitast és eérzékenységet biztositott minatha
mintanal. A B-vitamin vizsgalatahoz a 266 nm-hez képest kisabdnritasi 448 nm bizonyult
hatékonyabbnak nagyfokd szelektivitAsanak koszéehet A By-vitamin detektalasahoz
valasztott 285 nm csak a gabonapehely és a gylla@sstében nyujtott kielégiszelektivitast.
Az instant kakad vizsgalatakor a 266 nm kisebbla&Emzgséget, de jobb szelektivitast mutatott.

Ebbsl kifolydlag a tovabbiakban a kakadg-Bitamin-tartalmanak meghatarozdsat a 285 nm

helyett a 266 nm-en végeztem.

Abszorbancia (mAU)
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10. &braReggeli gabonapehely kromatogramjai 266, 285 83w detektalasi

hullamhosszokon
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11. &braGyumolcslé kromatogramjai 266, 285 és 448 nm délé&si hullamhosszokon
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12. abralnstant kakadpor kromatogramjai 266 €s 285 nmk@tesi hullamhosszokon
A komponensek mennyiségi meghatarozasa céljabofélé&étkalibracidés technikéat

alkalmaztam és hasonlitottam o0ssze. A mintdk hatbaitamintartalmat ks és matrixhoz

illesztett (standard addici6) kalibracios egyenesmiitségével is meghataroztam.
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A kalibraciés egyenesek pontjait az analitikai rkitan varhaté koncentracidk alapjan
allapitottam meg. A harom pontbdl allo killkalibracios egyenesek, ezek alapjan a kovétkez
koncentracié tartoményokat fedték le az egyes vitaknesetében: B [0-0,6 pg/ml]; NS, NA:
[0-2 pg/ml], Be [0-1 pg/ml], Bo[0-1 pg/ml], C [0-20pg/ml]. A 13. abrana B- és a C-vitaminok
kalibracios egyenesei lathatok. A jobb atlathatéaapkeben a C-vitamin kalibracios egyenesét
az eltéé skalabeosztas miatt kulon koordinata rendszerleazaltam. Mind a hat vegyulet
esetében a vizsgalt koncentracié tartomanyban aekracio és a csucs alatti tertlet kozotti

dsszefiiggés linearis volt $R0,999).
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13. dbraVizben oldédé vitaminok kalibraciés egyenesei
(266nm:NS, NA, C, 285 nm:d3Bg 448nm: B)

A komponensek mennyiségi meghatarozasa soran dignmd kell venni a kulonbéz
méatrixok esetleges zavard hatasat, mivel ha a xmé&familyen iranyu torzitd hatasa érvényesl
az egyes komponensek esetében, askiadibraciés technika hasznalataval hibat kovetéhi
mennyiségi meghatarozas soran. A matrix zavaré shatk Kkiséirése és kiklszoboléese
érdekében standard addicios kalibracios technikisalnaaztam. A matrixhoz illesztett
kalibracios egyenesek szintjei megegyeztek adkilibraciés egyenes pontjaival. A nullas
pontnak a mintakivonatok sajat vitamintartalma lfeleeg. A kivonatokhoz a standardoldatokat
oly mdédon adtam hozza, hogy a Killalibraciénak megfelélkoncentracié szinteket érjem el,
melyek a kovetkexk: B,: (0,3 pug/ml, 0,6ug/ml ); NS, NA: (1pg/ml, 2 ug/ml), Bs (2 pg/ml, 4
pg/ml), By (0,5 pg/mi, 1 pg/ml), C (10 pg/ml, 20 pug/ml). Az ily médon nyert kalibracios
egyenesek szintén linearisak voltak<®,995).

Abban az esetben, ha nem lép fel matrixhatas, akkamartixhoz illesztett kalibracios
egyenesek meredekségei megegyeznek & kalsracios egyenesek meredekségeivel. A matrix

okozta zavar6hatést elhanyagolhaténak vettem kiéa lealibraciés egyenes meredeksége kozotti
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kilonbség 20% alatt maradt. Ebben az esetben ayiségh meghatarozashoz hasznéalhaté a
kilso kalibracios technika.

A 9. tablazat tartalmazza a két kalibracios technikaval nyertibkacios egyenesek
meredekségeit, a meredekségek kozti eltérést sk kifejezve, valamint a mintak mindkét
kalibraciés technikaval szamitott vitamintartalmat. két kalibracidos egyenes meredeksége
kozotti eltérés minden esetben 20 % alatt maradtlilds kalibracidés egyenes meredekségéhez
képesti legnagyobb eltérést (12%) a nikotinamidogalpehely matrixhoz illesztett kalibracios
egyenesénél tapasztaltam. Ez a meredekségek kdzZ#t-os eltérés a minta szamitott
vitamintartalmaban 14 %-os eltérést eredménye2ett4. abra a C-vitamin és a nikotinamid
példajan bemutatva grafikus modon szemlélteti aorhamatrixhoz illesztett kalibracios
egyenesek kidskalibracidhoz viszonyitott eltérését.

Az eredmények alapjan tehat elmondhatd, hogy anmammatrix (gyuimolcslé, kakad,
gabonapehely) zavard hatasa a vizsgalt komponeesetiében elhanyagolhatonak tekinthet
mely lehebvé teszi a ks kalibracios technika alkalmazaséat.

600 2% kakad

B 5

2 200 b=

[5] Q

= 129 = 0

B —/.-/& B 400 3%a gabonapehely
o L ©

9 100 9 200 standardoldat
= 3

0 T T T 1 0 T T T T 1
0 0.5 1 15 2 0 5 10 15 20
Koncentracio (ug/ml) Koncentracio (ug/ml)

14. abraA nikotinamid és a C-vitamin kiflgstandardoldat) kalibracios egyenesei, valamint a
harom kilénbd& matrixhoz illesztett (gyumolcslé, kakadpor, galaeteely) kalibracios
egyeneseik a kidskalibracidés egyenes meredekségéhez képesti skagzalierések értékeinek

feltintetésével

A tovabbiakban a C-vitamin stabilitdsanak rhegse érdekében alkalmazott
mintaebkészités alkalmassagat vizsgaltam a dusitott-&debnek C-, és B-vitamin egyulttes
meghatarozasara. Ennek érdekébenssz&ir a mintaékészités soran bekdvetkez
vitaminveszteség mértékét hataroztam meg, melynékabdl visszanyerési kisérleteket
végeztem, az alabbi médon.

A metafoszforsavas extrakciot meglen a bemért gabonapehely, gyumélcslé, valamint

instant kakadpor mintakhoz ismert koncentraciogingard torzsoldatokat adtam. A torzsoldatok
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elkészitésénél arra torekedtem, hogy a metafosafis eltét olddszerek ardnya a leliet
legkisebb legyen. Ennek fliggvényében a kalibraddhasznalt torzsoldatoktdl elé&m harom
torzsoldatot készitettem. A ®itamin vizes (50ug/ml), valamint a B-vitamin (30 pg/ml)
natriumhidroxidos oldata megegyezett a kalibraczolasznaltakkal. Az eddigight eltérd
modon a C-, NA, NS, Bvitaminokbdl tébbkomponenses metafoszforsavas /(8%) standard
torzsoldatot készitettem, melyben a C-vitamin 1Q@0ml, a NS és a NA 10Qg/ml, a B-
vitamin 200 pug/ml koncentraciéban volt jelen. Azért dontottenvieaminok koézos standard
torzsoldatanak elkészitése mellett, hogy ezzel séklentsem az extrakciohoz hasznalt
metafoszforsav (2 m/m%) koncentracio valtozasanékékét.

Ezt koveben a mintakhoz 500-50QU-t adtam a harom standard toérzsoldatbol. Ezt a
térfogatot ugy allapitottam meg, hogy a minf&ékzités soran felléghiguldsokkal szamolva az
injektalasra keri@l minta altalam hozzaadott vitaminkoncentracidjaadibkaciés egyenes éls
pontjaval egyezzen (B0,3ug/ml, NS, NA: 1ug/ml, Bs 2 pug/ml, Bo:0,5pug/ml, C:10ug/ml).

A standardoldatok mintahoz adasat kéeet az ,Anyag és modszer” fejezetben leirtak
alapjan elvégeztem a mintékészitést. Ahhoz, hogy a mintékészités soran fellép
veszteségeket meg tudjam allapitani, kontrol, astandardoldatok hozzaadasa nélkili
mintakivonatok elkészitésére is szikség volt. Ati@mmintakhoz a metafoszforsavas extrakciot
megebzéen 500-500 pl natrium hidroxidot (0,1 M) és vizdtaam. Erre azért volt sziikség, hogy
a kontrol mintak oldészer dsszetétele megegyezzataralardoldatokat tartalmazé mintakéval,
ezzel biztositva az 6sszehasonlitas pontossagat.

A mintak vitamintartalmat a kidskalibraciés egyenesek segitségével hataroztam BErtg.
kovetben a 2. egyenletbebehelyettesitve kiszamoltam a visszanyerés mérigkdzalékban

kifejezve, melyeket 8. tAblazatbantiintettem fel.

2. egyenlet

Visszanyerés (%) _C (minta+standard)-C (kontrol minta) 1
C (standard)

C (minta+standard): Standardoldatokat tartalmaztaniitamintartalma (mg/100g9)
C (kontrol minta): Kontrol minta vitamintartalma ¢/1.00g)

C (standard): A mintakhoz adott vitaminmennyiseg)00g mintara kifejezve

A harom matrixnal az egyes komponensek visszanyesgdzaléka, a nikotinamid

kivételével 96 és 109 % kozé esett. A visszanyértgke egyedil a nikotinamidnal volt 96 %
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alatti. A nikotinamid gabonapehelyhez adott menéyének 88%-at nyertem vissza, mely az
el6zéekben mar emlitésre kerll matrixhatdssal magyatézMivel a mintaglkészités lépései
soran fellép veszteség minden vitamin esetében 20 % alatt maday itéltem, hogy az
eredetileg C-vitaminra kidolgozott mintékEszités kiterjeszth@tdusitott élelmiszerek esetén a

B-vitaminok csoportjanak mérésére.

A gabonapehely, a gyumdlcslé és az instant kakadpttalam meghatarozott
vitamintartalma, néhany kivétélt eltekintve 6sszhangban van a csomagolasukoiinfeliett
értékekkel 9. tablazaf). Néhany komponens esetében az altalam mért &rtegyobbnak
bizonyultak a csomagolason feltlintetetteknél. Ezeli@rés egyes esetekben abbdl fakadhat,
hogy az élelmiszergyartok szamolva a tarolas séelépd veszteségekkel a legtobb esetben
tébblet mennyiséget adnak a termékekhez, hogy amél hosszabb tarolast kodenh is
tartalmazzdk az egyes vitaminokat a csomagolastitinfetett koncentraciéban. A folsav
esetében azonban ez az eltérés mindharom matsxzaahottetinek (100-2000 %) bizonyult.
igy ennél a vitaminnal nagy valés#geggel valamilyen analitikai problémaval kell sz&mook,
mely eredhet koelGciobol, a kimutatasi hatar kdzehé 16w mérésbl, vagy ezek

0sszegéadésébl.

A visszanyerési és a matrixhatas vizsgalatok eregieérra mutatnak, hogy az eredetileg
C-vitaminra kidolgozott extrakcios eljaras kitegdweth a vizsgalt B-vitaminokra, ezzel
megoldast talalva a C-vitamin mintéleészités soran felléppbomlasanak minimalizaldsara. Az
ionparképd hasznalata megnovelte a C-vitamin retenciés idegét forditott fazisu
kromatogréafiahoz képest, ezzel lefsgiget teremtve valodi mintak mérésére.

A Kkiterjesztett mintaékészitést és a kidolgozott RP-IP-HPLC modszert reden
alkalmaztam kulonbdz élelmiszermatrixok C-, NA, B, és B-vitamin-tartalmanak
meghatarozasara. Azonban a mozgofazis TFA tartakn&dvetkeztében megndvekedett UV
cut-off értéke nem tette lelée® a B-vitamin meghatarozasat. Tovabba a modszer hatkénya
meg kell még emlitenem a ;Bitamin cslcsalak, valamint visszatartasi, a nisav
szelektivitasbeli, valamint aJBsitamin érzékenységi problémait. A-Bitamin visszatartasa a

Idékdzben lehdtségem nyilt tomegspektrométer hasznalatara. igggges komponensek
esetében felmerdilszelektivitasi, visszatartasi és érzékenységi lproék egyittes megoldasa
céljabdl a kromatografias modszer tomegspektrometgnld atultetése mellett dontottem,

melynek részletes targyaladséara a kéveikepezetben keril sor.

83



9. tablazatA reggeli gabonapehely, az instant kakadpor, gdiandlcslé mérési eredményei (érzékenység, koramatvisszanyerés)

C NS NA Bs By B
Reggeli gabonapehely
Detektalasi hullamhossz (nm) 266 266 266 285 285 448
Kiilsg kalibracids egyenes meredeksége 11,42 24,1 24,7 32,35 44,6 23,5
Méatrixhoz illesztett kalibraciés egyenes meredeleség 111 24,8 21,7 31,25 442 23,33
A kalibracios egyenesek meredeksége kozotti eltérés % 3 3 12 3 0,8 0,7
Kilsg kalibracidval nyert koncentracio (mg/100g) 88,8 5,53 33,08 4,69 0,68 2,41
Martixhoz illesztett kalibracidval nyert koncentré@ (mg/100g) 91,48 5,38 37,67 4,86 0,72 2,44
A csomagolason fedintetett koncentracio (mg/1009) 102 - 31 3,4 0,34 2,7
Visszanyerés (%) 97 103 88 97 99 99
Instant kaka6por
Detektalasi hullamhossz (nm) 266 266 266 285 266 448
Kilsd kalibraciés egyenes meredeksége 10,8 31,3 31,25 34,32 21,3 27
Méatrixhoz illesztett kalibracids egyenes meredeleség 11,2 33,4 34,2 35,6 21,26 27,6
A kalibracios egyenesek meredeksége kozotti eltérés % 4 7 9 4 0,2 2
Kiilsg kalibracidval nyert koncentracio (mg/100g) 75,4 7,75 16,4 1,87 3,35 <kh.
Martixhoz illesztett kalibracioval nyert koncentré@ (mg/100g) 72,5 7,27 15 1,88 3,57 <kh.
A csomagolason fedintetett koncentracio (mg/1009) 43 - 14 1,2 0,18 -
Visszanyerés (%) 104 107 109 104 100 105
Gyiumolcslé

Detektalasi hullamhossz (nm) 266 266 266 285 285 448
Kilsd kalibraciés egyenes meredeksége 10,8 31,3 31,2 34,3 45,8 27
Méatrixhoz illesztett kalibraciés egyenes meredeleség 11 28 29,9 35,5 49,6 26,3
A kalibracios egyenesek meredeksége kozotti eltérés % 2 10 4 3 8 2
Kiilsg kalibracidval nyert koncentracio (mg/100ml) 33,2 <kh. 2,68 1,02 0,43 0,3
Martixhoz illesztett kalibraciéval nyert koncentréi (mg/100ml) 32,7 <kh. 2,8 1,01 0,4 0,3
A csomagolason fedintetett koncentracio (mg/100ml) 30 - 4,5 0,6 0,05 0,4
Visszanyerés (%) 102 109 96 104 108 98




Analitikai moédszerfejlesztés funkcionalis élelmiskerizben old6do vitamintartalmanak vizsgalatara

6.4 Vizben old6dé vitaminok meghatarozasa RP-HPLC-(UV-\S)-ESI-
MS/MS kapcsolt rendszerrel

A vizben olddéd6 vitaminok egylttes meghatarozaseansofelmerib érzékenységi,
szelektivitdsi és detektalasi problémak athidaldkanegigéretesebb megoldasat egy
tomegspektrometrids detektalason alapulé folyad#kkitografias maodszer kidolgozasaban
lattam. EbBI kifolydlag lagy ionizacios technikan alapuld HPIESI-MS/MS kapcsolt
rendszeren kidolgoztam egy 0j tdbbkomponenses redtisnelynek alkalmassagat vizsgaltam
vizben oldédé vitaminok meghatérozdsara. Doktorink&m részeként az MS és UV-VIS
detektalas kozott 6sszehasonlito vizsgalatokatégextem. E tertleten végzett munkanmd els
részeként tovabbfejlesztettem a kordbbiakban akkadth standardkészitési mdodszereket is. A

végzett médositasokra az aldbbiakban részletelzet miatt volt szikség.

6.4.1 Standardoldatok készitése

Az eddigiekben a Bvitamin 30 pug/ml koncentraciéju vizes oldatat, a-Bitaminnak 50
bizonyultak. Toményebb standardoldatuk elkészietegyrészt azért van sziikség, hogy ezzel is
noveljuk stabilitasukat, masrészt a standard addisoran toményebb standardoldatok
hasznalataval csokkentlied mintakivonat higulasa. A mintaoldat higulasamakimalis szintre
csokkentése egyrészt azért Iényeges, hogy elkkrélj@-vitamin esetlegesen feliépomlasat,
melyet az extrakci6hoz hasznalt metafoszforsavdsat okoncentracié valtozasa idézheb. el
Masrészt a mintdk alacsony vitamintartalmanak tbvatigitdsa ellehetetlenitheti egyes
vitaminok mintabdl tortééh meghatarozasat.

A B,- és a B-vitamin oldhatésaga javithatdo a pH emelésével.nGée munkatarsg200q
altal publikalt standardkészitési eljarast alapéNey a két vitamin bemérését kda a vizes
kézeg pH-jat 11 kordli értékre noveltem ammoniaatial. A megndvelt pH mellett mar 100
ug/ml koncentracioju oldat elkészitése is lehetssgeglt. Azonban a B és B-vitamin magas
pH mellett veszit stabilitasabdl, ezért oldodaslkatethen az oldat pH-jat a leRetegrévidebb
idén beltl 7 koruli értékre kell visszadllitani. A pldsokkentéséhez hangyasav oldatot
alkalmaztam. A komponensek stabilitAsanak énegse szempontjabol a pH 7 alatti tartoméany

még kedve&bb lenne. Azonban a pH tovabb csokkentése a vetgkil&icsapodasat
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eredmeényezi. A fény degradacidos hatdsadnak csoldeentrdekében a standardoldatok
készitéséhez és tarolasahoz borostyari sriegeszkozoket hasznaltam.

Irodalmi adatokra tAmaszkodva a-BBs-, Bs-vitaminok stabilitasanak novelése érdekében
vizes oldatuk pH értékét ecetsav hozzaadasavakentidttem, mivel ezek a vegyulletek savas
kozegben jobban ellenallnak a kornyezeti hatasakniedvabba az eddigiekben hasznalt
fokozdsa miatt. A standardoldatok készitéséneklatesz leirasa az ,Anyag és modszer”

fejezetben talalhatd meg.

6.4.2 RP-HPLC-(UV-VIS)-ESI-MS/MS maddszer kidolgozasa

Az élelmiszer analitika terén a vizben oldodé virewk egyittes tdmegspektrometrias
meghatarozasa meég gyerekitipn jar, igy a szakirodalomban csak kevés infortnattiezen a
téren rendelkezésinkre. Ezért ebben a fejezetlsatetésen kitérek a detektalasi paraméterek
optimalaséara, az elvalasztas kidolgozasara, a reédstidalasara, valamint az MS és UV-VIS

detektalas kozotti kilénbségek targyalasara.

6.4.2.1Detektalasi paraméterek optimalasa

A detektalasi paraméterek optimalas tekintetébdanfdkk&soportra kulonithék. Az egyik
csoportot azionforras paraméterek alkotjak, melyek optimalis értékei az alkalmazott
folyadékkromatografias (LC) kortlményékt (mozgofazis Osszetétel, aramlasi sebesség)
flggéen valtoznak. A masik csoportbakamponensfligd paraméterektartoznak, melyeket az
LC korulmények nem befolyasolnak, azonban mindempanens esetében eliék, igy azokat
minden vizsgalandé molekulara kulon optimalni keNz optimalandd paramétereket és
mértékegyseégeiket, illetve az angol elnevezéslikbarmazo roviditésiuket H0. tablazatban
tintettem fel.
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10. tablazat ESI-MS/MS detektélas esetén optimalandd paraniétergol nevikbl szarmazé

roviditéseik és mértékegységeik fieltetésével

lonforras paraméterek Komponensfiuggaraméterek

lonforrés fesziltségls V) Deklaszter potencialBP (V)
Flggony gaz €CUR (psi) Utkozési cella beléppotencial CEP (V)
Porlaszté gazGS1 (psi) Utkozési energia €E (eV)
Szaritd gaz 6S2 (psi) Utkozési cella kilépési potenciaGXP (V)
Hémeérseklet FEM (°C) Belépési potencialEP V)

Porlaszto kapillaris poziciéja (mm)

6.4.2.1.1 lonforras paraméterek

El6szor az ionforrds paraméterek optimalasat végeaemiridoxinnal Q1 mdédban. Az
irodalmi adatok alapjan pozitiv ionizaciot alkalrtean. Az optimélashoz 0,1% HCOOH metanol
/0,1% HCOOH viz 10/90 aranyu elegyét hasznaltany meiridoxint Jug/ml koncentracidban
tartalmazta. Az oldatot infuziés technikaval 5Q0perc aramlasi sebességgel juttattam az
ionforrdsba. A késbbiekben a paramétereket a kidolgozasra kerilt &tognafias moédszerhez
hangoltam. Az optimalt ionforras paraméterekdtlatablazat tartalmazza. A porlasztogaz az
egyenletes folyadék permet kialakitasaban jatszécepet. A szarito gaz és éniérséklet a
keletkezett folyadékcseppek elparologtatasat seffiti A legjobb érzékenység a mozgofazis
teljes elparolgasa esetén éthek A rossz hatasfoku porlasztas az érzékenysiidkenését, mig
az eBs gazaram és a magasniérséklet a jel/zaj arany nodvekedését eredményezhet
fuggbnygaz feladata az esetlegesen kelétkeagyobb folyadékcseppek MS-be jutdsanak

megakadalyozésa ezzel kikliszobdlve, illetve csdikeeaz ionoptika elszennyé@tesét.

11. tAblazatOptimalt ionforras paraméterek

lonforras paraméterek Optimalt érték
lonforras fesziltségls (V) +4500
Fuggony gaz €UR (psi) 10
Porlaszt6 gazGS1 (psi) 40
Szarit6 gdz 6S2 (psi) 20
Hémérséklet TEM (°C) 300
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6.4.2.1.2 Komponensfiigd paraméterek

A komponensflgdy paraméterek optimaldsa soranéelgpésként felvettem a vizsgalt
komponensek Q1 tdmegspektrumat pozitiv és negatiizacios modban egyarant, és ezek
alapjan kivalasztottam az egyes komponensek angdtidkiindulasi ionjait).

Ezt koveben a készulék nydjtotta automata optimalds teeget kihasznalva
meghataroztam az egyes anyaionok fragmentaciokieletked két legintenzivebb termékiont,
valamint a keletkezésikhoz szikséges komponensfipggaméterek optimalis értékeit. Az
optimalast az egyes vitaminok ud/ml koncentraciéju oldataival végeztem, melyek
elkészitéséhez 0,1% HCOOH metanol /0,1% HCOOH @i2QLaranyu elegyét hasznaltam Az
oldatokat infuziés technikaval %il/perc aramlasi sebességgel jutattam az ionforragba
paraméterek optimalasat pozitiv és negativ modhgarant elvégeztem.

Az automata optimalas sorarbstor a cél komponens Q1 spektrumanak felvételéngtke
sor (L5/A. 4bra). Ezt kévette Q1MI mdédban a DP, EP és CEP parasiétiéiggvényében az
anyaion intenzitadsanak vizsgalai®/B, C, D. abrd. Az ionizacios modtdl fugigen a DP £) O-
400 V, az EP) 0-12 V, a CEP+) 0-188 V kozd4tti tartomanyba eshet. A DP a skimnseaz
orifice kénuszok kozotti potencialkilonbséget jeldinelynek feladata az ionforrdsban az
anyaionhoz kdétdé oldoszer maradvanyok minimalis szintre csokkentéBél nagy DP
alkalmazasa a vizsgalandé molekula ionforrasbant\mke? hasadasat eredményezheti,
csokkentve ezzel a Q1l-be juté anyaionok szamatERza QO és a fold kozétti potencidl
kiloénbséget jeldli, melynek feladata az ionok Otmtésa és keresztil vezetése a relativ magas
nyomasu QO régién. Az EP kihat az dsszes ionpélyaiiftségére. A CEP a QO és az 1Q2 kozott
fellépé potencial kilénbség, mely a kivant ion Utkozédlaba vald bejutasat szabalyozza.
Optimalis CEP esetén az anyaion bejutasanak h&tasfolegnagyobb, megnévelve ezzel a

fragmentalhaté ionok mennyiségét.
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A B
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15. abraA pantoténsav Q1 spektrum@)( valamint anyaionjanak (220 m/z) intenzitasa
kulénbo® deklasztering potenciaBj, belé® potencial C), illetve itkdzési cella belép
potencial D) értékek mellett Q1MI médban

A DP, EP és CEP paraméterek optimalasa utan adgghh intenzitast biztositdé értékeik
bedllitasa mellet MS2 mddban kivalasztiasra keruttégy legintenzivebb termékion, mely a
célkomponenst jellemzil@/A. abra). Ezt kovette MRM modban az Utkdzeési energia (CE)
hatdsanak vizsgalata a kivalasztott négy termékitamzitasara nézved §/B. abra). A CE a QO
és a Q2 kozotti potencial kuldonbséget, és egyaitblaz energiamennyiséget jeldli, mellyel a
kiindulasi ion (anyaion) felgyorsitasa torténik & Qtkozeési cellaba érkezésekor, ahol a gaz
molekulakkal 6sszeltkdzve fragmentaldédik. Az egyagmensek intenzitasmaximuma
kilonb6d Utkdzeési energian van. A CXP egyes fragmenselnaittesira gyakorolt hatasanak
vizsgalata szintén MRM modban tortert6(C. abra). A CXP a keletkezett fragmensek
gyorsitasara szolgal a Q3-ban. Optimalis értékebetlitasaval a fragmensionok a legnagyobb
hatésfokkal érik el a Q3-at, majd a detektort. \léggi 6sszes komponensfiiggparaméter
optimalis értékének beallitdsaval a vizsgalt kongmenMS2 mddban felvett spektruma alapjan
kivalaszthatd a két legintenzivebb termékidi®/D. abra), melyek alapjan a komponensek

meghatarozasa tortenifMANUAL, 2005. A tovabbiakban az egyes komponensek
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meghatarozasat szolgaldé anyaion, termékion atmiestete kovetked moédon fogom jeldini:

anyaion / termékion (pl.:220/90).

Intenzitas (cps)

Intenzitas (cps)
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240

16. abra A pantoténsav anyaionjanak (220 m/z) termékidbfaeV Utkdzeési energia mellett
MS2 médbanA); A négy legintenzivebb termékion (90, 202, 98, infenzitasa kilénbdz

Utkozési energiaB) es utkozési cella kiléppotencial C) mellett MRM maodban; A négy
termékion intenzitasa az optimalt CE és CXP értékekett MS2 mddban)

A komponensflgg) paraméterek optimaldsat az dsszes vizsgaland6 dmemp esetében

elvégeztem, és tovabbi munkam soranlza tablazatban feltintetett beallitasokat, illetve

atmeneteket alkalmaztam. A komponensek meghat&@&o&$RM mddban végeztem. Minden

vitamin esetében két anyaion/termékion atmenetetitoroztam. A két atmenet alkalmazasanak

magyarazata a késbiekben keril targyalasra.
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12. tébldzat A vizsgélt vizben oldodd vitaminok anyaion/terméki@gtmenetei, valamint,

meghatarozasukhoz sziikséges komponenéfiiggaméterek optimalis értékei

Komponensek Atmenetek DP EP CEP CE CXP
V) V) (eV) V) V)
Tiamin (B ;) 265/122 26 4.5 16 21 4
265/144 26 4.5 16 19 4
Riboflavin (B,) 3771243 71 9 16 31 4
3771172 71 9 16 51 4
Nikotinsav (NS) 124/80 41 4,5 12 29 4
124/78 41 4.5 12 29 4
Nikotinamid (NA) 123/80 46 9,5 10 27 4
123/78 46 9,5 10 29 4
Pantoténsav (B) 220/90 36 9 14 19 4
220/202 36 9 14 15 4
Piridoxin (Bg) 170/152 26 8,5 12 19 4
170/134 26 8,5 12 27 4
Folsav (By) 440/311 -55 5,5 -20 -32 -4
440/175 -55 5,5 -20 -44 -4
Aszkorbinsav (C) 175/115 -30 -5 -10 -16 0
175/87 -30 -5 -10 -26 0

6.4.2.1.3 A vizben oldodo6 vitaminok anyaionjainak keletkezédletve azok feltételezett
fragmentalodasa

Vizsgalataim soran azt tapasztaltam, hogy a fofsasz aszkorbinsav kivételével a vizsgalt
vitaminmolekuldk pozitiv modban ionizalédtak jobbak B;-vitamin molekula énmagaban
pozitiv toltéssel rendelkezik, igy anyaionja az {MA B,-, Bs-, Bs-, Bg-vitaminok egy proton
felvételével ionizalédnak, egyszeresen pozitiv amekat képezve [M+H] A By-, és a C-
vitamin negativ médban rendelkezett nagyobb intaegal, ezért anyaionjaiknak az egy proton
leadasaval keletkéZM-H]  egyszeresen negativ kiindulasi ionokat valasztotta

A 17. &bra az optimalis komponensfu§gparaméterek beallithsa mellett keletkez
feltételezett termékionokat szemlélteti. A tiamBy)(két legjellem#bb termékionja a molekula
kettéhasadasaval keletikepirimidin gyiiriit (122 m/z) és tiazol dyit (144 m/z) tartalmazé
molekularészletek. A riboflavin @B legnagyobb hanyadban keletkezagmense (243 m/z) a
ribitil-oldallanc elvesztésével jon létre, mig asudik legintenzivebb termékion (172 m/z) az
izoalloxinvaz felhasadasanak eredménye. A kétviamer anyaionjaib6l azonos tdnieg
fragmensek (80m/z, 78m/z) keletkeznek. A nikotirdtmdl izocianat csoport lehasadasaval, mig

a nikotinsavbol vélhéen széndioxid semleges vesztéssel jon létre a ind&lekulat jellemé&
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80 m/z fragmens. A pantoténsav legintenzivebb feagge az amidkotés felszakadasaval
keletke® protonalddottp-alanin rész (90 m/z), mig a masik termékionja (202) egy
vizmolekula semleges vesztésével jon létre. A pxild fragmensei egy (152 m/z), illetve két
(134 m/z) vizmolekula semleges vesztésével kelatdezA folsav egyik fragmensét (311 m/z)
az L-glutaminsav leszakadasat ket fennmaradd pteroesav vaz alkotja. A masik jetesp
fragmense a pteroesav vazabol leszakadd bicikpkersn gyiri alkotta molekularész (175 m/z).
Az aszkorbinsav fragmensei oldallancanak leszaléa@dg115 m/z), illetve ciklikus vazanak

felhasadasaval (87 m/z) keletkeznek.

NH2
HsC
NH
OH  HsC | ®)
o . . i
Tiamin Riboflavin CH—CH-CH-CH»

S smz 7 H 8Tmiz

Q.

Piridoxin L(+)- Aszkorbinsav

17. &braVizben oldddé vitaminok anyaionjanak feltételefetgmentdlodasa MRM médbaiz

alkalmazott tomegspektrométer beallitasok mellett
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6.4.2.2A vizben oldddé vitaminok elvalasztasanak kidolgoza

A 6.3.3. fejezetben bemutatasra kertlt forditotisd ionpar kromatografias modszer nem
tette lehaivé a B-, Bs-, Bg-vitamin valamint a nikotinsav megfetelJV detektalason alapul6
meghatarozasat, melynek okai roviden 6sszefoglalMevetkedk voltak. A mozgoéfazisok
0,02% TFA tartalma nem biztositotta a;-Btamin megfeled visszatartasat, igy az a
holttérfogattal elualddott. Az ionparkéjként alkalmazott TFA magas UV cut-off értéke mellet
a Bs-vitamin UV detektalassal nem volt kimutathato. Aatinsav elégtelen elvalasztasa a
matrixkomponensekt megnehezitette mennyiségi meghatarozasat. A reédszékenyséege
nem volt elegentla vizsgalt mintak alacsonyo®itamin-tartalmanak méréséhez. A-#tamin
visszatartdsa a TFA mennyiségének optimaldsavakxmiileg javithatd lett volna, azonban a
TFA nagymértékben rontja a vitaminok ionizaciojaee a TFA elhagyasaval egy 0 MS
kompatibilis modszer kidolgozasa mellett dontdttem.

Mivel az eddigiekben alkalmazott XTerra analitikeizlop ionparkégz hasznéalata nélkal
nem biztosit megfelél visszatartast a vizsgalt vizben oldédé vitamindkdagyikének, ezért
egy mas jelleg C,g-as all6fazisra cseréltem. A valasztasom a Restek Bqueous ggas (3,2
x 150 mm, 5um) analitikai oszlopra esett. Azért dontottem estelaz all6fazis mellett, mert
ennek az oszlopnak magas a viz tolerancigja, ab@r% viztartalom mellett is megfebein
mukodik. Ez azért lényeges, mert a polarisabb kompssle visszatartasa a mozgofazis
viztartalmanak novelésével is javithato.

A savas karaktér vegylletek, igymint a C-vitamin visszatartasanakofzasa érdekében
ebben az esetben is alacsony pH dért@ékozgofazis hasznalata szikséges, ami biztositja
ionvisszaszoritott allapotuk fenntartasat. A moagiok kivalasztasakor azt is szerbitekellett
tartanom, hogy ,ESI-MS kompatibilisek” legyenekleive, hogy minél kevésbé rontsak a
vizsgéalt komponensek ionizacidjat. Mindezeket figyebe véve mozgofazisoknak meghagytam
az eddigiekben alkalmazott vizet és metanolt, deakarsony 2,5 korili pH-t hangyasav
hozz&adasaval értem el. igy az elvalasztas kidakfimz a kovetkézkét eluenst hasznaltam:
0,1 % HCOOHJ/viz (A) és 0,1% HCOOH/metanol (B).

Az UV detektornal szelektivebb ESI-MS/MS alkalma@é@d a komponensek
meghatarozasahozoéektes kromatografias elvalasztas nem feltétleniikssges. A kilonbdez
anyaion/termékion atmenetek monitorozasa a legtébiben lehévé teszi a koelualodo
komponensek mifségi €s elvileg mennyiségi meghatarozasat. AzondanESI-MS/MS
technika sokkal érzékenyebb a matrix jelenlétérat raz eddigiekben alkalmazott UV-VIS

detektor. Ugyanis a matrixkomponensek zavarhatjaizsgalt komponensek ionizacidjat, mely
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az érzékenység romldsat vonhatja maga utanglEkibolydlag torekedni kell az analitok
egymastol, valamint a matrixkomponensggktald bizonyos mértédk ha nem is alapvonalig

tortérns elvalasztasara.

6.4.2.2.1 Gradiens program kidolgozasa

Szamos valtoztatast kdven al8. abran bemutatott gradiens ellicios program biztositotta a

nyolc vizsgalt komponens megfdlelisszatartasat, illetve elvalasztasat.

100
80 -
60

40 |

Koncentracio (%)

20 -

0 5 10 15 20 25 30 35
Id6 (perc)
18. abraVizben oldddé vitaminok elvalasztasara kidolgogo#tdiens elicios program (A: 0,1

% HCOOH/ viz; B: 0,1 % HCOOH/metanol, aramlasi ssiég:50Qul/perc)

A gradiens program kidolgozasa soran toérekedtemora@nk elualédé vitaminok minél
nagyobb visszatartdsanak elérésére. A legkritikusabvitamin legnagyobb visszatartasat a
mozgofazis szerves olddszer tartalmanak a lehetdégkisebb szintre csokkentésével értem el.
igy a C-vitamin legnagyobb mértékiisszatartasa (2,8 perc) a mozgoéfazis 99,9% véhaa
mellett volt. Azért volt szikséges a kezdeti moagdaf 0,1 % szerves oldoszer tartalmara, hogy a
modszer elején mar mind a két pumpiékiadjon, mert az elvalasztas soran lizembé fpnpa
zavarokat okozhat.

A gradiens program egy négy perces izokratikus as#al kezéblik (99,9% A, 0,1% B),
mely biztositja a vizsgalt vitaminok elvalasztasatextrakciohoz hasznalt oldéssérivalamint
a matrix polarisabb komponenggittovabba lehéivé teszi a C-, és a,®itaminok elvalasat. A
kovetked 14 percben a mozgofazis szerves oldoszer arangarisan emelkedett 60%-ig. A
gradiens program 50Ql/perc aramlasi sebesség mellett 17,8 perc alatbgitotta a nyolc

Ve

regenerald szakaszt épitettem be, mely az all6ffalszabadulasat szolgalja az apolaris
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matrixkomponensekt. A program a kezdeti eluens ¢sszetétel 6t peacasioltatdsaval zarul,
ami a kezdeti egyensuly visszaallasat biztosikawetkes injektalast megékzéen.

A vitaminok detektalasdhoz UV detektort és tomekgBpenétert egyarant alkalmaztam. A
két késziuléket egy kapillaris @ssegitségével sorba kotdttem. Az elvalasztast kevetaz
effluens ebszor az UV detektor celljan halad keresztil, nsgjdelhagyva a kapillaris csévon
keresztll jut a tdmegspekrtométer ionforrasaba. LAz detektalast a korabbiakban felvett
spektrumok alapjan 266 é€s 290 nm-en végeztem.

Az alkalmazott kromatografias korulmények mellettvdiaminok ellciés sorrendje a
kovetked volt: C, By, NS, B, NA, Bs, By, B,. A vitaminok retencids idejét B4. tAblazatban
tantettem fel. A19. abran a vitaminok standardoldatanak UV (266nm), illedBM pozitiv és
negativ médban felvett kromatogramjai lathaték.oBl attekinthdiség erdekében a pozitiv és
negativ ionizacios médban felvett kromatogramokedk abrazoltam.

Az el szembding kiulonbség a két kilonbéz detektdlasi technikaval felvett
kromatogramok kodz6tt, hogy az UV kromatogramon a@NWkromatogramokkal szemben a
nyolc vizsgalt komponengb csak hét lathatdo. Ennek az az oka, hogy az akkadbth
kromatografias kérilmények kozott a vegyulletekayényelésén alapuld UV-VIS detektor nem
tette lehatvé a karakterisztikus kromofor csoporttedm rendelke# Bs-vitamin kimutatasat. A
tomegspektrométer, mely a molekuldkat ionizalasukéveten tomeg/toltésik alapjan
detektélja, lehéweé tette az eddigiekben nehézségekbe dtB3zvitamin meghatarozasat is.

A kovetked szembdiné kulonbség az UV és az MRM kromatogramok kodzotgyhaz
MRM kromatogramoknal minden analithoz két kroma#digs csucs tartozik. A két
kromatografias csiucs a komponensek mennyiségi @$séui meghatarozasat szolgald két
anyaion/termékion atmenet monitorozasabol addédik #tenzivebb anyaion/termékion
atmenetek a vitaminok mennyiségi meghatarozasalga@k. A masodik legjellentibb
anyaion/termékion atmenet a rbsegi azonositds soran felephibak kikiiszoboléséhez
szikséges. Ugyanis 6ébrdulhat, hogy egy matrixkomponens a vizsgalt mitaok
valamelyikéhez hasonlé modon fragmentalddik, uggbrez anyaion/termékion atmenetet
képezve, mely téves azonositdshoz vezethet. Azonkagy masodik fragmension
monitorozasaval a tévedés valossidge csokkenth@t A két fragmension egy édben tortén

eludlédasa biztositja a vizsgalt komponens azogassa
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19. &braA vizben old6doé vitaminok standardoldatanak U\e#&irral 266 nm-en (A), valamint
tomegspektrométerrel MRM pozitiv (B) és MRM negd@y modban felvett kromatograjai (C:

100 pg/ml, NS: 50ug/ml, By, By, NA, Bs,Bg, Bo: 10 ug/ml)
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Az egymashoz nagyon hasonl6 fragmentéacios visettedéatatd vitaminok esetében a két
atmenet monitorozasa ellenére fennallhat a helytaleonositas veszélye. A kdvetikben a
helytelen azonositasbdl etetflibalehetséget a nikotinsav és a nikotinamid példajan muaotato
be.

A nikotinsav és a nikotinamid molekulaszerkezeteelédl adodéan a molekulatdmege is
nagyon hasonl6. Pozitiv ionizaciés modban a nilsathdl keletked egyszeresen protondlt ion
tbmege 124 amu, mig a nikotinamidé 123 amu. Tovdiasdnlé fragmentacios viselkedésuk
folytan a két legintenzivebb termékionjuk megeggezA komponensflugy paraméterek
optimalasa sordn mindkét molekula esetében a 8@ &8 m/z volt a két legintenzivebb
termékion. A nagyfokd hasonlésag 6nmagaban mégat@mna problémat, azonban, ahogy azt
a 20. abrais mutatja a nikotinsav mindkét atmenete a krogydtita soran a nikotinamiddal

megegyeé retencios idben masodszor is megjelenik.

NS NA

124/78 123/78
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20. dbraNikotinsav (50ug/ml) és nikotinamid (1@ug/ml) MRM kromatogramja

Ennek a jelenségnek a lehetséges magyarazata aib@wly €s a fragmensionok szerkezetét
vizsgélva a nikotinamid molekulajat alkot6 elemeknészetes izotdpeloszlasaban keresend

Abban az esetben, ha a nikotinamid m/z 123 izotdgfidordulési valészitiségét 100%-ra
normaljuk, akkor 7% a valdsZigége annak, hogy a molekulatdmege 124 m/z izotGim
illetve 0,4%, hogy 125 m/z lesz. Mivel a két kompona fragmens ionjai megegyeznek, a
legvalészifibb, hogy az a szén, melyhez az aminocsopotidikit*C izotép formajaban van
jelen. Ennek a molekulatipusnak a®fetduldsi valdszitisége azonban kisebb az &tlagosan
szamolttol. Ebben az esetben a nikotinamid anyaiomggegyezik a nikotinsav anyaionjaval,

mely elvalasztas hianyaban téves azonositashothetzEz a tévedés megfélddromatografias
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elvalasztassal medahet. Tehat a komponensek megféletlvalasztdsa a matrix zavaré
hatdsanak csokkentése mellett, a helyes azonaskédilhetetlen feltétele. A komponensek
kromatografias elvalasztasa és két jellénfragmensionjuk egyid& monitorozasa biztositja a

helytelen azonositasbdl eteliba elkeriléseét.

6.4.2.3Teljesitményjellemzk meghatarozasa

A kromatografids elvalasztas kidolgozasat kéeet UV és ESI-MS/MS detektalas
alkalmazasa mellett meghataroztam a modszer tetiésyjellemsit (kimutatasi hatér,
linearitas, érzékenyseég, ismétetisgtg).

A kimutatasi hatar és a linearitds vizsgalathonddadoldatokat készitettem a B-vitaminok
esetében 0-1Qug/ml, a C-vitamin esetében 0-1Q@/ml koncentracio tartomanyban. A C-
vitamin esetében azért vizsgaltam a B-vitaminolgzéllesebb koncentracio tartomanyt, mert a

vitaminnal dusitott termékek tobbségében egy nagesédel nagyobb mennyiségben van jelen.

6.4.2.3.1 Kimutatasi hatar vizsgalat

Az egyes vizben oldddo vitaminokra vonatkozo kirtagahatarokat, illetve a mennyiségi
meghatarozasuk alsé hataraitld. tablazatbanfoglaltam 6ssze. A kimutatasi hatarokat és a
mennyiségi meghatarozas alsé hatérait szilard nainiéetve folyékony halmazallapotd mintara
vonatkoztatva is megadtam, mivel a két éltgalmazallapotd mintatipus eléémintaebkészitési
folyamatot igényel. Az eltér mintaebkészitésbl adddik, hogy a folyékony halmazallapotu
mintak esetében alacsonyabb kimutatasi hatar@&dhet

ESI-MS/MS esetében a kimutatasi hatérok az inteiyazaz a mennyiségi meghatarozast
szolgaldo anyaion/termékion atmenetekre adtam meg.mkGseégi azonositast szolgalo
anyaion/termékion atmenetek gyengébb intenzitadéfwdyolag ebfordulhat olyan eset, amikor
az intenzivebb atmenet még a kimutatasi hatartféém, de a gyengébb intenzitdsu, mar a
kimutatasi hatar ala esik. Ebben az esetben &s@gi azonositas az intenzivebb atmenet és a
retencios id alapjan torténik.

A két detektalasi mod kozul a legtobb vitamin eseté ESI-MS/MS detektalassal
szignifikansan jobb kimutatasi hatar éthel. Ez aldl kivételt képeznek a C-, a-Bs a B-
vitaminok. A C-vitamin esetén UV detektalassal s, tdobb mint egy nagysagrenddel
alacsonyabb kimutatasi hatar éthet. Ez a nagy kulonbség a két detektalasi mod k@ &-
vitamin rossz ionizaciojaval magyarazhaté. A- Bs a B-vitaminok kimutatasi hatara a két

detektalasi méddal nem mutat Iényeges kilonbskgeel azonosnak mondhaté.
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Nikotinsav (NS) esetén ESI-MS/MS detektalassal adgye cstkken a kimutatasi hatar az
UV detektalassal elért értékhez képest, mig a m&otid (NA) a B- és a B-vitaminok esetében

tébb mint egy nagysagrenddel alacsonyabb kimuth&iart biztosit.

13. tadbldzat A HPLC moddszer vizben old6dé vitaminokra vonatkdaénhutatasi hatarai,

valamint mennyiségi meghatarozas als6 hatarai ESM& valamint UV detektaldssal

MS/MS uv
Mennyiségi Mennyiségi
Kimutatasi hatar meghatarozas als6 Kimutatasi hatar meghatarozas als6
hatara hatara

ng/mf mg/100§ mg/100mf ng/mf’ mg/100§ mg/100mi ng/mf mg/100§ mg/100mf ng/mf* mg/100§ mg/100mi
Cc 519 1,04 0,208 1731 3,46 0,692 69 0,14 0,03 229 0,46 0,09
B, 7 0,01 0,003 25 0,05 0,010 104 0,21 0,04 345 0,69 0,14
B, 11 0,02 0,005 36 0,07 0,018 17 0,03 0,02 58 0,12 0,07
NS 13 0,03 0,001 45 0,09 0,004 55 0,11 0,02 182 0,36 0,07
NA 3 0,01 0,001 10 0,02 0,003 52 0,10 0,02 173 0,35 0,08
Bs 3 0,01 0,017 9 0,02 0,055 57 0,11 0,02 190 0,38 0,07
By, 41 0,08 0,004 138 0,28 0,014 53 0,11 0,01 176 0,35 0,02
Bs 3 0,01 0,001 9 0,02 0,003 - - - - - -
aA zaj szérasanak haromszorosa osztva a kalibragyenes meredekségével.
b A kimutatasi hatér szilard mintara vonatkoztatva.
€ A kimutatasi hatara folyadék halmazéllapotu mintémaatkoztatva.
d A zaj szérasanak tizszerese osztva a kalibracieneg meredekségével.

€A mennyiségi meghatarozas alsé hatara szilard raimdmatkoztatva.
f A mennyiségi meghatarozas als hatara folyadék tzlimpot( mintara vonatkoztatva.

6.4.2.3.2 Ismételhetiséq, linearitas, eérzékenység vizsgalat

Az injektalas ismételh8ségének vizsgalatat a B-vitaminok esetébgrg/nl, a C-vitamin

ismétlésben injektaltam. A csucs alatti teriletdldzamitott RSD% érték jellemzi az injektalas
ismételheiségét. A két detektalasi moddal nyert csucs alattilleteklél szamolt RSD%
ertékeket d4.tablazatban tintettem fel. Az injektalas ismételldstge UV detektalas esetében
jobbnak bizonyult. Az UV detektalashoz tartozé6 RSB#ekek 0,2-1,2 %, mig ESI-MS/MS
detektalas esetén 2,2-8,8% kozott alakultak. Az RSEtékek alapjan elmondhatd, hogy a
vizben oldodo vitaminok mérése esetén az UV ddtektabosztusabb.

A harom injektalasbdl a retenciésoid eltolédasanak mértékeét is meghataroztam RSD%
ertékben kifejezve 1@4. tablazat). A két rendszer Osszekapcsolasa soran nem keédtke
holttérfogat, igy nem jelentkezett retencios$ étolodas a két detektélas kdzott. Egy injektatédso
belll a két detektalasi moddal kapott retenciék imhegegyeztek. Az RSD% értékek 0,02-0,51%
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kozé estek, tehat a vizsgalt komponensek retena@gEenek csuszasa elhanyagolhaté,

lehetiséget nyljtva ezzel a komponensek azonositasara.

14. ablazatA HPLC mddszer linearis tartomanya, az injektakmételheisége, valamint az

egyes komponensek retencios ideje ESI-MS/MS valaoihdetektalassal

MS/MS uv
Koncentracié Injektalas  Koncentracié ) Injektalas Retenciosid
tartomany ismételhefisége tartomany ismételhefisége
Hg/ml RSD% (n=3j Hg/ml RSD% (n=33 perc (RSD%)
C 0,5-100 0,9600 8,8 0,07-100 0,9997 0,6 2,88 (0,22)
B, 0,007-10 0,9999 24 0,10-10 0,9988 1,9 3,27 (0,51)
B, 0,01-10 0,9999 6,7 0,02-10 0,9999 0,7 17,6 (0,02)
NA  0,003-10  0,9955 4,7 0,05-10 0,9999 0,2 9,14 (0,17)
NS 0,01-5 0,9929 4,3 0,05-10 0,9997 0,6 5,19 (0,23)
B¢ 0,003-10 0,9956 2,2 0,06-10 1,0000 0,5 6,16 (0,35)
By 0,05-10 0,9999 4,2 0,05-10 0,9999 0,5 16,3 (0,04)
Bs; 0,003-10 0,9997 2,9 - - - 11,7 (0,06)

R? A kalibracios egyenes illeszkedésének szorossaga
a Az RSD% értékek standard oldatokra vonatkoznakif@sin 14pg/ml, a tébbi komponens|&y/ml)

A kidolgozott HPLC mddszer vizben oldodo vitaminmkionatkozoé linearis tartomanyanak
és érzékenységének meghatarozasahoz ESI-MS/MS édetétalas alkalmazasaval minden
vitamin esetében 6t pontbdl allé kalibracios eggenettem fel (B-vitaminok: 0, 1, 2, 5, 10
pg/ml, C-vitamin: 0, 10, 20, 50, 1Q@y/ml). A kalibraciés egyenesekeRa. abra szemlélteti. A
C-vitamin kalibracids egyeneseit az ebtéengelybeosztas miatt kilén koordinata rendszerben
abrazoltam.

Az egyes vizben oldddé vitaminok esetén a nikotirkgeetelével a koncentraciod és a csucs
alatti tertilet kozott linearis volt az 6sszeflggesikotinsav linearis tartomanyanak félsatara
ESI-MS/MS detektaldssal 1Qg/ml helyett 5pug/ml volt. A vizsgalt komponensek lineéris
tartomanyait és az egyéskg szorossagat kifejeRR? értékeket al4. tablazatban foglaltam
ossze. Az ESI-MS/MS detektalassal felvett kalilddatgyenesek Reértékei 0,96-0,9999 kozé,
mig UV detektalas esetén 0,9988-1 kozé esett. foréaios egyenesek illeszkedése kozotti
kulénbségek a két detektalas fentiekben emlitbtbsptussagbeli eltérésével magyarazhato.

A detektalasi rendszer érzékenysége alatt az egysé@ncentracidé valtozas hataséara
bekovetke# jelvaltozast értjuk, ami nem mas, mint a kalibddcegyenes meredeksége. A két
detektalasi rendszer eltérérzékenységet mutat az egyes vitaminok esetében.egyes
komponensek érzékenységbeli sorrendjgl gbra grafikusan szemlélteti. A legszemibsibb
kuldnbség a B és a B-vitaminok esetében tapasztalhatd. Amig UV detéktéketében ennek a
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két komponensnek a legjobb az érzékenysége, a@liIE/MS detektalassal a legrosszabb. Itt
megjegyezentl hogy ®Hként a tomegspektrométer esetében az egyes kongmknen
érzékenysége jeledfgebben valtozhat, ami a detektor amortizaciojabdlletve

elszennye&désébl ered.
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21. abraVizben oldodo vitaminok kalibracios egyenesei BER/MS és UV detektalassal

6.4.3 A moédszer alkalmazasa élelmiszermintakon

A teljesitményjellemék meghatarozasat koven a modszert dusitott élelmiszereken
alkalmaztam. Vizsgéltam a mintamétrix jelenlétémakaré hatdséat, valamint a két detektalasi
mod szelektivitasbeli kulonbségét, melyet a kovaikben a reggeli gabonapehely példajan
mutatok be. A gabonapehely minidedszitését az ,Anyag €s modszer fejezetben” leirtak
alapjan végeztem el. Vitamintartalmat azzéekben részletezett HPLC-UV-ESI-MS/MS

maodszerrel hataroztam meg. A gabonapehely UV és MRivhatogramjai 2. abran lathatok.
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22. abraReggeli gabonapehely extraktum UV detektorral @@6en (A), valamint
tomegspektrométerrel MRM pozitiv (B) és MRM negdy modban felvett kromatogramijai
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6.4.3.1Szelektivitas vizsgalat

A gabonapehely UV és MRM kromatogramjai kozoétt sketiné a kilénbség. Amig UV
detektalassal (266nm) a vizsgalt komponensek meali&imos matrix komponens is megjelenik
(22/A. abra), addig az MRM kromatogramokon minddssze egy metedel ,hamis” csucs
lathato 2 perces retenciosicl (22/B. bra). Ez a szelektivitdsbeli kilonbség a két detektala
mod mikodeési elvebl ered.

Mivel a vizben old6édé vitaminok tobbségének meglmatisahoz hasznalt 266nm-en
szamos mas komponens is rendelkezik fényelnye|éss@it fennall a koellcié veszélye, mely
nehézségeket okozhat a kvalitativ meghatarozas.dérael szemben ESI-MS/MS detektalasnal
a komponensek koellucioja nem okoz ilyen jelenszelektivitasbeli probléméat. Példaul jelen
esetben, amig 266 nm-en a nikotinamid részlegeslu¢io@m figyelheb meg egy
matrixkomponensselR@/A. abra), addig az MRM mad tiszta csucsot biztog2/B. arba) a

mennyiségi meghatarozashoz.

6.4.3.2Matrixhatas vizsgalat

A gabonapehely vitamintartalmanak kvantitativ meégieasat megétéen a 6.3.3.2.
fejezetben leirtakhoz hasonlé elven standard asklitéchnikat alkalmaztam az esetlegesen
fellépd matrixhatas kisirése és kikiszobdlése érdekében. Az egyes vitameszkén a
matrixhoz illesztett valamint a kidskalibraciés egyeneseket O0sszevetve meghataroztam a
meredekséguk kozti kilénbséget, melynek eredményéaitalékban kifejezveldb. tablazatban
foglaltam Ossze. UV detektalasnal a meredekségekitkdkilonbségek 0,09-2,4 %, mig ESI-
MS/MS detektalds esetén 3-36% kozé estek. Ezekiélzek azt tikrozik, hogy feltételezlien
a tomegspektrométer ionforrasa érzékenyebben reagalrix jelenlétére, mint az UV detektor.
gy példaul a nikotinamid esetében, amig UV detékt#@l nem, addig ESI-MS/MS

detektalasnal mar szamolni kell a matrix zavar@seatal 23. abra).
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23. abra A nikotinamid UV és ESI-MS/MS detektalassal fetdgilss, valamint matrixhoz

illesztett kalibracids egyenesei a meredekségebkitkddilonbségek szazalékos éertékével

Mivel az UV detektalassal felvett kalibraciés eggsek meredekségeinek kilénbsége
minden vitaminnal 20% alatt maradt, ezért UV deilg esetén ugy itéltem meg, hogy nem
szikséges matrixhoz illesztett kalibracio haszaakaimennyiségi meghatarozas kikalibracio
alapjan is elvégezh&t Azonban ESI-MS/MS detektalasnal a nikotinsav ésikotinamid
esetében a meredekségek kozti kilonbség meghal&ige-ot. igy, e két komponens, illetve a
vizben old6do vitaminok egyittes meghatarozasaedémegspektrométer alkalmazasa mellett
matrixhoz illesztett kalibracié készitése szikségesmatrix torzitdé hatasanak kivédése

érdekében.

6.4.3.3 Mennyiségi meghatéarozas

A gabonapehely vizben oldédo vitamintartalmat &ids matrixhoz illesztett kalibraciéval
egyarant meghataroztam, melynek eredményeit a ggéson feliintetett ertékekkel egyitt a
15.tablazatban foglaltam 6ssze.

A tovabbiakban a két detektalasi mod 0sszehasealitz az ékdekben emlitett okokbol
kifoly6lag a matrixhoz illesztett kalibracioval kaip eértékeket vettem alapul.

A vartakkal ellentétben a két detektélasi moddalokberedmények nem minden vitaminnal
egyeztek. Amig az aszkorbinsav, a nikotinamid @éridoxin esetében az eredmények kozotti
kulonbség elhanyagolhat6 (<20%), addig a tobbi kamepsnél ez az eltérés 30% feletti.

A nikotinsav, a B és a B-vitamin esetében az ESI-MS/MS detektalassal kapott
eredmeények tekinthét megbizhatobbaknak, ami ezen komponensek mintéaknalacsony

V4

mérési tartomanya a ng/ml-es koncentracié szintrozik. igy a kisebb koncentracioban
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jelenléws vitaminok (ng/ml) tomegspektrométerrel, a magaabkug/ml) UV detektorral
mérhebk nagyobb megbizhatésaggal. Ezt az is alatamaswifp, az ESI-MS/MS detektalassal
meghatarozott 8, és B-vitamin-tartalom kdzelebb &ll a csomagolasonifektett értékekhez,
mint az UV detektorral mértek.

Ez aldl kivételt képez a tiamin, ahol az MS-esetile az UV-val mért értékek kozott
szembeains, kozel 60%-0s az eltérés. Ebben az esetben agoaldkoncentracié ellenére az
UV-val mért érték kdzelebb all a csomagolason fa#tetthez. Erre a nagymértékltérésre
pontos magyarazatot nem talaltam, nagy valds&ggel valamilyen kromatografias eredetre
vezethet vissza.

Kovetkeztetésképpen elmondhatd, hogy,aviBamin kivételével a vizben oldodoé vitaminok
egyuttes meghatarozasa soran a nagyobb koncemh@acijélenléé komponenseknél az UV
detektalas, mig a kisebb koncentrciéban jelékié®l az ESI-MS/MS detektalas a
megbizhatdbb.

105



15. tablazatVitaminnal dusitott reggeli gabonapehely kétfélébkacids technikaval, ESI-MS/MS és UV detektaldssaghatarozott, valamint a

csomagolason fdintetett vizben oldddo vitamintartalma

Reggeli gabonapehely

C Bl B2 NS NA B6 B9 B5
MS/MS
Anyion/termékion atmenet (m/z) 175/87 265/122 377/243 124/80 123/80 170/152 440/175 P20/9
Kulsg kalibraciés egyenes meredeksége 7163 250769 68408 11377 200469 236054 18120 60876
Méatrixhoz illesztett kalibracids egyenes meredekeség 5950 207143 55377 7270 151429 248500 15457 59286
A kalibraciés egyenesek meredeksége kozotti eltérés % 17 17 19 36 24 5 15 3
Klilsd kalibracioval nyert koncentracio (mg/100g) 117 5,2 2,2 1,2 25 4,4 0,27 12,9
Martixhoz illesztett kalibraciéval nyert koncentrét (mg/100g) 141 6,3 2,7 1,8 33 4,2 0,32 13,2
A csomagolason felintetett koncentracio (mg/100g) 102 2,4 2,7 - 31 3,4 0,34 10
uv

Detektalasi hullamhossz (nm) 266 266 266 266 266 290 290 -
Kilsd kalibracios egyenes meredeksége 1,2 13,8 36,1 18,2 20,4 26,5 35,6 -
Méatrixhoz illesztett kalibracids egyenes meredekeség 1,2 14,1 36,0 18,6 20,4 26,6 34,7 -
A kalibraciés egyenesek meredeksége kozotti eltérés % 0,12 2,16 0,20 1,99 0,09 0,17 2,40 -
Klilsd kalibracioval nyert koncentracio (mg/100g) 117 2,6 1,6 0,57 28 3,6 0,21 -
Martixhoz illesztett kalibracioval nyert koncentri (mg/100g) 117 2,6 1,6 0,56 28 3,6 0,22 -
A csomagolason felintetett koncentracio (mg/100g) 102 2,4 2,7 31 3,4 0,34 10




Analitikai moédszerfejlesztés funkcionalis élelmiskerizben old6do vitamintartalmanak vizsgalatara

6.4.4 Az extrakcid hatasfokanak vizsgéalata

A C- és a B-vitaminok egyiuttes meghatarozdsahozalrabkzott metafoszforsavas
mintaebkészités alkalmassagara iranyuld Kkisérletek résrel® 6.3.3.2. fejezetben a
mintaebkészités soran esetlegesen féllepaminveszteség mértékéet hataroztam meg.

Ebben a fejezetben a mintéledszités soran alkalmazott extrakcié hatasfokamedgalata
kerul targyalasra. Extrakcidés hatdsfok alatt azerdr hogy az adott kivonatolasi technika
alkalmazott bedllitdsai (minta mennyiség/oldoszeding ultrahangos kezelés dtdrtama)

megfelebnek bizonyulnak-e a kivonhato6 vitaminmennyiségetekinyeréséhez.

A mintaebkészités hatasfokanak vizsgalatat egydsiandard alkalmazasanak segitségével
harom kilonbd& mintamatrixon (gabonapehely, gyimdlcslé, instaaitadpor) végeztem el.
Bels standardként a hippursavat hasznaltam. Ez a vefggilovak és mas novényeuallatok
vizeletében taladlhatdé meg. Szamos ok miatt esetflasztasom erre a vegyuletre. Egyrészt
amellett, hogy kémiai szerkezete hasonlésagot nautdzben old6dé vitaminokkaR®b. abra),
az élelmiszer mintdkban nincs jelen. A komponenéébségének detektaldsahoz alkalmazott
hullamhosszon, azaz 266 nm-en megéelabszorbanciaval rendelkezik, valamint pozitiv és
negativ ionizaciés médban egyarant ionizalhat6 bédleszthei a kidolgozott modszerbe, azaz
a fentiekben leirt kromatografias kortlmények kozategfeleb retencidval, a vizsgalt
komponensek  kozott  eludlodik 2. 4bra), valamint megfelélen elvalik a
matrixkomponensekt is (26. abra), habar a kakadpor esetében a medfekdvalasztas

erdekében a gradiens program kismériwékitoztatasara (lassitasara) volt sziikség.
A vizben old6dé vitaminokhoz hasonléan elvégeztemhippursav komponensfiifg

paramétereinek optimalasat ESI pozitiv és negatidban egyarant, melynek értékeitlé.

tablazatban tiintettem fel.
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16. tabldzat A hippursav anyaion/termékion atmenetei, valamikbmponensflgg
parameétereinek optimalis értékei ESI pozitiv ésatiggonizaciés mddban

Hippursav (HP)

lonizaciés maéd Atmenetek DP EP CEP CE CXP
(m/z) (V) (V) (eV) (V) (V)

ESI + 180/105 16 45 12 17 4

180/77 16 45 12 45 8

ESI - 178/134 -20 -3 -10 -16 -2

178/77 -20 -3 -10 -22 -8

A hippursav ESI pozitiv modban egy proton felvétel¢ ESI negativ mddban egy proton
leadasaval ionizalodik egyszeresen pozitiv [M%H]lletve egyszeresen negativ [M-H]
anyaionokat képezve. A hippursav feltételezett zaciojat és fragmentalédasat24. abra
szemlélteti. Pozitiv modban a legintenzivebb teliorek105 m/z) glicin kilépésével, a masodik
legintenzivebb a benzolgsihdz kapcsolédd oldallanc lehasadaséaval (77 m/zgthesik.
Negativ médban az egyik fragmens (intenzivebb) din&idvesztéssel (134 m/z), a masik a
benzolgyiriih6z kapcsolodo oldallanc lehasadasaval (76 m/zlgjive.

0O
OH
T/\l'(
H O
180m/z 178 miz
ESI + ESI -
+ H - H

24. dbraA hippursav ionizacitja ESI pozitiv és ESI negativizacios modban, valamint a
keletkezett anyaionok feltételezett fragmentadcMiRM modban az alkalmazott

tomegspektrométer beallitasok mellett

108



Analitikai moédszerfejlesztés funkcionalis élelmiskerizben old6do vitamintartalmanak vizsgalatara
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25. dbraVizben old6do vitaminok valamint bélstandardként alkalmazott hippursav (HP)
standardoldatanak UV detektorral 266 nm-en (A)avaht tomegspektrométerrel
MRM pozitiv (B) és MRM negativ (C) médban felvetbknatogramjai (C: 100
pg/ml, NS, HP: 1Qug/ml, By, B,, NA, Bs,Bs, Bo: 2 pg/ml)
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26. abraGabonapehely (beéistandardként hozzaadott hippursavval (HP) old&téha
detektorral 266 nm-en (A), valamint tomegspektrarmét MRM pozitiv (B) és MRM negativ
(C) modban felvett kromatogramjai
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Az extrakcié hatasfokanak vizsgélatat a kovetkezddon végeztem el. Mind a harom
mintamatrixbdl két-két parhuzamos bemérést késeite(1-1g gabonapehely, 1-1 g kakadpor,
5-5 ml gyimolcslé). Az extrakciét megeben a mintakhoz 120QU hippursav torzsoldatot
(1000 pg/ml) adtam. Ezt kovéen elvégeztem az extrakciét, majd az extraktumokat
centrifugaltam az ,Anyag és modszer’ fejezetbentdki alapjan. A fellliszé eltavolitdséat
kovetben a két parhuzamos minta kdzul az egyiken, mapungav hozzdadasa nélkil
megismételtem az extrakciot. A két extrakcio ehésgt koveten a két fellluszot
dsszeontottem, majd metafoszforsavval (2 m/v %)B@e jelre toltéttem. Annak érdekében,
hogy a két parhuzamos extraktumot Osszehasonhwhategyem (pl.: a kulonbdzhigitasi
szintBl eredd matrixhatas kikiszébolése érdekében) az egyszeahét minta feliliszoéjat
szintén 30 ml-re jelre toltottem metafoszforsavizam/v %).

Az extrakcid hatasfokanak kimutatasahoz dedtandard hasznélatara a kovethemiatt
volt szikség. A fellliszd eltavolitasat kddet az Uledék még tartalmaz egy bizonyos
mennyiséf extraktumot (ugyanis az Uledék nedves marad, @usdo nem tavolithato el
maradék nélkil). Eld az kovetkezik, hogy a megismételt extrakcio samgert feltiliszé nem
csak a mintabdl djonnan extrahaldédd, hanem dzesigakcioval mar kinyert, csak az tledékben
visszamaradt vitaminokat is tartalmazza. Tehat asodii extraktumbol kimutatott
vitaminmennyiség nem feltétlendl a tiszta oldéskatasara ujonnan kivont komponensikb
szarmazik. Ennek figyelmen kivil hagyasa téves t@atetések levonasahoz vezethet.

Ez a tévedés bdisstandard alkalmazésaval elkerutheA mintdhoz adott hippursavval a
vitaminokhoz hasonl6 jelenség torténik, igy Betsandardként felhasznalhaté az eredmények
korrigalasahoz. Példaul a gyumdlcslénél a kétszertsakcio 13%-al magasabb-Bitamin
értéket eredményezett az egyszeres extrakciohoesképzonban a Bvitaminhoz hasonlo
maédon a hippursav mennyisége is novekedett 12%-ethat abban az esetben, ha a® els
extrakciobodl visszamaradt vitamin mennyiséget figyen kivil hagyjuk, akkor az extrakcio
hatasfoka mindéssze 88 %. Mig a Bettandarddal torténkorrigalast kovdéten ez az érték
99%. Az ebbbieket figyelembe véve az extrakcié hatasfokdt agyenletalapjan szamitottam
Ki.

111



Engel Rita

3. egyenlet

terulet, / terilet,, o

Extrakcio hatasfokgo) = — .
terulet, / tertlet,,

100

terllet,, - egyszeres extrakcioval kinyert vitamin csucs atattillete
terulet,,- egyszeres extrakcioval kinyert hippursav csdcsidkaiilete
terulet,- kétszeres extrakcidval kinyert vitamin csucs alettillete
terulet,,- kétszeres extrakcioval kinyert hippursav csucsiakatiilete

A 3. egyenletalkalmazéasaval az extrakcio hatékonysagat mindmarzsgalt matrix
(gabonapehely, gyumolcslé, kakadpor) esetében rdghtam. A kapott értékeket &7.
tablazatban foglaltam 6ssze.

17. tAblazatA metafoszforsavas extrakcio hatékonysag vizsgaddt eredmeényei (n=3)

Gabonapehely Gyumélcslé Kakaopor

Komponensek

%*

C 104 104 103
B. 10¢ 99 10C
B, 9% 10¢c -
NA 99 106 104
NS 100 - 116
Bs 101 10z 10¢
Be 97 94 10C
Bg 8C 10c 85

Az 2.egyenlet alapjan szamitott értékek.

A Bg-vitamin kivételével az extrakcié hatékonysaga reimdiitamin esetében 95% folott
volt. A gabonapehelynék és a kakadpornal az extidiatékonysaga asB/itamin esetében 80,
illetve 85%. Ez a tbbbi vitaminhoz, illetve a gylicglehez viszonyitott eltérés azzal
magyarazhato, hogy ezen két mintaMBamin tartalma a kimutatasi hatar kornyékeéré.esi

Végeredményll elmondhatd, hogy az egyszeres éstszekés extrakcid kozott nincs
szignifikans kulonbség, tehat a metafoszforsavaslkoios kortilmények alkalmasak dusitott

élelmiszerek vitamintartalmanak meghatarozasara.

Az extrakcio hatékonysaga mellett vizsgéltam a aglikészités ismételh&tégét is. Harom
parhuzamos mintagkészitést végeztem mindharom minta esetén, és aemmények kozotti
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eltérést RSD%-ban fejeztem kig. tabldzat). Minden vitamin esetén az ismételisiget

jellemz6 RDS% érték 10% alatt maradt, mely azt jelzi, hagyintaebkészités reprodukalhato.

18. tablazatMetafoszforsavas mintadészités ismételh&iége

Gabonapehely GylUmolcslé Kakadpor

Komponensek RSD% (n=3)

C 2,4 3,8 1,9
B, 7.7 5,5 4,6
B, 3,2 1,5 -

NA 3 6,8 0,6
NS 2 - 8,9
Bs 4,1 5,2 3,7
By 2,8 5,0 6,1

Osszegzésképen elmondhaté, hogy a fent bemutatotdmények alapjan a
metafoszforsavas extrakcio alkalmas a C- és a &iz&yvitaminok dusitott élelmiszereéb

tortérd kinyerésére.
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6.5 Természetes vitamintartalom meghatarozas

Az Irodalmi attekintésben mar emlitésre kerilt, ynagvizben oldédé vitaminoknak szamos
azonos hatdsu vitamerje létezik a természetbenaiggitalunk fogyasztott élelmiszerekben is.
Az egyes vitamerek szabad, valamint fehérjékheatlezs cukrokhoz kotott formaban egyarant
eléfordulnak. EbBI kifolyolag az élelmiszerek teljes vitamintartalnak meghatarozasa a kotott
formék felszabaditdsaval lehetséges, mely 0sszlebettnzimes mintagtészitéssel valdsithatd
meg. Azonban ezen mintékEszitések alkalmazasa soran szamolni kell azagl bz emberek
szamara biologiailag nem hozzaféthettaminformak is felszabadulngkDAW, 2000, 2002

A dusitott élelmiszerek teljes vitamintartalma azxémdott, illetve a természetes
vitamintartalombol te§dik 6ssze. Jelen fejezetben az altalam B-vitamiakr kiterjesztett
metafoszforsavas mintéészitést a B-vitaminok eurdpai szabvany szerirdghatarozasaval
hasonlitom 6ssze, annak érdekében, hogy informagiétiek arrol, hogy a metafoszforsavas

extrakcioval a dusitott élelmiszerek teljes vitaraitalmanak hany sz4zaléka nyeéht

Az élelmiszerek B-vitamin-tartalmanak meghataromsaonatkoz6, HPLC moddszert
alkalmazo6 eurdpai szabvany csak &, B,-, és B-vitaminok esetében &ll rendelkezéstinkre
[MSZ EN 14122:2006; MSZ EN 14152:2004; MSZ EN 14@689. Mindharom szabvany az
élelmiszerek 0sszes;B B,-, illetve Bs-vitamin-tartalmara vonatkozik. A B Bs- és a B-
vitaminok meghatarozasanak szabvanyos modszereolmokbgiai eljarason alapul, igy ezen
vitaminok esetében az 6sszehasonlitoé vizsgalathor allt rendelkezésemre szabvanyos HPLC
modszer.

A Bs-vitamin esetén a nemzetkdzi irodalomban publikédidszereket alapul véyBALL,
2006; NDAW, 2007 az 6sszniacin-tartalom egy egydzsavas hidrolizissel felszabadithato, és
mivel a B-, B, és B-vitaminok szabvany altal &kt extrakcidja tartalmaz savas hidrolizist,
ezért mindharom maodszer biztositja az 6sszniactalten felszabadulasat is.

A Bs- és a B-vitaminok mintaebkészitése, illetve a HPLC technikan alapulo
meghatarozasara a nemzetkdzi irodalomban is mégottit igy ezen két vitamin esetében,
doktori munkdm soran nem volt médom a teljes vitdartalomra vonatkozé 6sszehasonlitd

vizsgalat elvégzésére.
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Az 6sszehasonlito vizsgélat soran a harom eur@adivany altal javasolt mintaddészitést
hasznaltam fol, de az egyes vitaminok, illetve axiamerjeinek egyiittes meghatarozasa
erdekében a szabvanyok altal javasolt HPLC mddkeerelhagyva egy Uj kromatografias

modszert dolgoztam Ki.

6.5.1 A vizsgalt analit készlet

A Bi- és a B-vitaminok szabvany Aaltal @kt extrakcioja azonos |épésekball, igy
mintaebkészitésik o©sszevonhatd. Bbbkifolydlag az 0sszehasonlitd vizsgélat soran a
metafoszforsavas extrakcifEN 14130:200Bkét kilonb6d enzimes mintaékészitésselMSZ
EN 14152:2004; MSZ EN 14663:200%etettem 0ssze a négy vizsgalt vitaminra vonatanzé
(B1, Bz, Bs, Bg).

A B-vitaminok szabvanyos modszerei kétlépésibl &linak, ugymint savas hidroliziéh
mely a fehérjék denaturaléddsat és a vitaminokrjéhéz kotott forméinak felszabadulasat
szolgélja, valamint enzimkezelédbA Bi- és a B-vitaminoknal az enzimkezelés a vitamerek
defoszforildlasat szolgélja, migeBitamin esetében ez eg@-glikozidazos kezeléssel is
kiegészil a glukozilalt formak felszabaditasa @&jaMindkét mintaglkészitést kovéen mind
a négy vizsgalt vitamin szabad formaiban lesz jelenintdban, ugymint: tiamin ¢B riboflavin
(B2), nikotinsav (NS), nikotinamid (NA), piridoxin (PNpiridoxamin (PM) és piridoxal (PL).

igy a vizsgalt analit készletet ez a hét komponealgmint a B-, B,- és B-vitaminok egy-
egy foszforilalt formaja alkotja. A foszforilalt fmak vizsgalata a defoszforilalé enzim optimalis
miikodésének ellginzése céljabdl szukségesek. A foszforilalt formifknegse a kromatogramrol
jelzi az enzim megfelél mikodését. Az altalam valasztott harom foszforiléltnia a tiamin-
monofoszfat (TMP), a riboflavin-5'-foszfat (FMN) kaamnint a piridoxal-5’-foszfat (PLP).

6.5.2 Komponensfigd paraméterek optimalasa

Az eddigiekhez hasonl6éan az Ujonnan osszedllitatitekészlet meghatarozasat RP-HPLC-
(UV-VIS)-ESI-MS/MS kapcsolt rendszeren végeztem.

Az elvélasztas kidolgozasat meggien a 6.4.2.1. fejezetben leirtak szerint optiméleam
egyes komponensek ESI-MS/MS detektalasdhoz szikskgmponensfiudgg paramétereit,

melyeket &l9.tablazatban foglaltam 6ssze. A riboflavin-5’-foszfat ESI neiyata tébbi
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vizsgalt molekula ESI pozitiv médban ionizalodatblpan. A riboflavin-5'-foszfat egy hidrogén
leadaséaval, a tobbi komponens egy proton felvéetléanizalodik [M-HJ, illetve [M+H]

anyaionokat képezve.

19. tabldzat A vizsgalt vizben old6d6 vitaminok anyaion/terna@ki &tmenetei, valamint,
meghatarozasukhoz sziikséges komponens fliggméterek optimalis értékei

Komponensek Atmenetek DP EP CEP CE CXP
(V) (V) (eV) (V) (V)
Piridoxal (PL) 168/150 26 3,5 10 15 4
168/122 26 3,5 10 27 4
Piridoxamin (PM) 169/152 26 4 10 15 4
169/134 26 4 10 29 4
Tiamin-monofoszfat (TMP) 345/122 26 4,5 16 23 4
345/224 26 4,5 16 19 6
Riboflavin -5’-foszfat (FMN) 455/97 -50 -8,5 -28 -36 0
455/199 -50 -8,5 -28 -24 0
Piridoxal-5'-foszfat (PLP) 248/150 36 6,5 14 21 4
248/94 36 6,5 14 37 4

6.5.3 Kromatografias elvalasztas kidolgozasa

A tiz komponens kromatogréfias elvalasztasanaklgudésahoz az 6.4.2.2.1. fejezetben
bemutatott gradiens ellciés modszert vettem aldpguyl allofazisként a Restek Ultra Aqueous
Cigas (3,2 x 150 mm, um) kromatogréafias oszlopot, mozgoéfazisként 0,1 %ggasav
tartalmd metanolt és vizet alkalmaztam. A kezdeiees szerves olddszer tartalmanak minimalis
szintre csokkentése (0,1%) ellenére a piridoxansinaétiamin-monofoszfat a holttérfogattal
elualédott.

A fronton eludlodé komponensek nagyobb visszataréadekében ionparképhasznalata
valt sziikségessé. Irodalmi adatokra tamaszkodvpar@psdként az alzéekben alkalmazott
TFA helyett heptafluoro-vajsavat (HFBA) valasztattaugyanis amellett, hogy illékonyabb,
kisebb mértékben okoz zavart az ionizaciéban, igyFé&-hoz képest a HFBA hasznalata
kedvedbb LC-MS/MS alkalmazas esetfdHEN, 2006; MIDTTUN, 20035.

A tovabbiakban a mozgoéfazisok HFBA tartalméanak roptasat végeztem el. Ennek
erdekében 0,03, 0,05 és 0,07 % (v/v) HFBA tartalimés és metanolos eluenseket készitettem

€s prébaltam ki. A harom kulonb®koncentracioju eluens koézil a 0,05 és 0,07 % (MWBA
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tartalmi oldatok biztositottdk mind a 10 komponenggfeleb visszatartasat. Mivel a
magasabb 0,07% (v/v) HFBA tartalom nem eredményedentisebb javulast, ezért a
tovabbiakban az elvalasztas optimalasahoz a 0,B-BA tartalmu oldatokat hasznaltam.

A csucsalakok javitasa érdekében a metanol hedggtesebb olddszert, az acetonitrilt is
kiprobaltam, de mivel nem eredményezett jélentdltozast, igy szerves eluensként a metanol
mellett maradtam. Szamos valtoztatast kéeeta 27. dbran bemutatott gradiens ellcios
program 500pl/perc aramlasi sebesség mellett 10 perc alattositotta a tiz vizsgalt

komponens megfel@lvisszatartasat, illetve elvalasztasz.@bra).

100 1

80
60 A
—a—B

40 -

Koncentracio (%)

20 -

O T T T
0 5

Idé (perc) 10 15

27. abraVizben oldddo vitaminok elvalasztasara kidolgogo#idiens ellciés program

(A: 0,05 % HFBA/ viz; B: 0,05 % HFBA/metanol, ararsi sebesség:5Q0/perc)
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28. dbraVizben old6do vitaminok standardoldatanak (S5ppi)detektorral 266 nm-en (A),
valamint tomegspektrométerrel MRM + (B) és MRM - (@dban felvett kromatogramijai
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6.5.4 Az 6sszehasonlitd vizsgalat eredményei

A kromatografias modszer kidolgozasat kdeet elvégeztem a harom mintéletsziteJEN
14130:2003; MSZ EN 14152:2004; MSZ EN 14663:300€szehasonlitdé vizsgalatat, melynek
eredményeit az eddigiekben is vizsgalt telje&l&si reggeli gabonapehely példajan mutatom
be. A sziikséges enzimekiikbdésének ellginzését kdveten, a szabvanyok &altal leirt modon
végrehajtottam a mintaidészitést, melynek |épéseit vazlatosan az ,Anyagnmeéxiszer”
fejezetben is felintettem.

Az dsszehasonlitd vizsgalatot a nagyobb szele&tiuitomegspektrométerrel felvett adatok
felhasznaldsaval végeztem. A gabonapehely vitantétt@at mindharom extrakciéo esetén
standard addiciés technikaval hataroztam meg alegssen felléfp matrixhatas kikliiszobolése
érdekében.

A gabonapehely harom kilénddmintaebkészitéssel kinyert B, B,-, Bs- €s B-vitamin-
tartalmat mg/100g-ban kifejezve grafikus mddon abitdm @9. 4bra). A 29. 4bran
feltiintettem még a B(By)- és a B-vitamin szabvanyszerinti mintd@dészités eredmeényeinek a
metafoszforsavas extrakcioval kapott értékekhezowigitott eltérését is abszolut értékben,

szazalékban kifejezve.

40 -
35 6%
S 30 -
d
()] |
£ 25
Ne)
S 20 +
'
€ 15
3
é 10 + 32 49%
0 [T | |
Tiamin Riboflavin Nikotinsav  Nikotinamid Piridoxin
Komponensek

O Metafoszforsavas extrakcio (EN 14130:2003 E)

O Bg-vitamin szabvanyszerinti mint@ékszitése (EN 14663:2006)

B B,- és B-vitamin szabvanyszerinti mintééészitése (EN 14122:2006; EN 14152:2004)
29. abraVitaminokkal dusitott reggeli gabonapehely harditbokbdz mintaebkészitési
eljarassal kinyert vizben oldédé vitamin tartalmaenzimes mintagkészitések

metafoszforsavas extrakciohoz képesti eltérésératatékos értekeivel féhtetve
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A mintaebkészitéseket azonosnak tekintettem abban az esétherkoztik fennallo eltérés
20% alatt marad, mivel ekkora mériéditérés az dsszetett mintéledszités, illetve az injektalas
szorasanak tulajdonithato.

A riboflavin és a nikotinamid esetében a teljedetve a metafoszforsavval kinyert
vitamintartalom kozotti kildnbség 20%-nal kiseblz. égyrészt tikrézi, a gabonamagvak igen
alacsony természetes riboflavin-tartalmat, masrésxyy a gabonapehely nikotinamid-tartalma
kizarolag a dusitasbol szarmazhat. A gabonamagwakbB-vitamin nikotinsavként talalhato
meg, melynek 85-90%-a biolégiailag nem hozzaférhglikozid formaban van jelen. Az
altaldnosan alkalmazott savas hidrolizis a koétditbtmsavbol tobbet szabadit fel, mint az
élészervezetben ezt a célt szolgéld glikohidrolaz reeki[NDAW, 2003. A kémiailag kotott
formak felszabaduladsaval magyarazhato a 43%-oseeleé metafoszforsavas extrakcid éssa B
vitamin szabvanyszerinti mintdéészitése kozott.

A tiamin esetében mindkét enzimes mint&ékzités novekedést eredményezett a
metafoszforsavas extrakciohoz képest, ami a defoEdd enzimek hatasara felszabadulo
tiamin-difoszfatnak tulajdonithat6. A természetesvBaminban gazdag teljesdlési gabona
termékek ugyanis (szabad) tiamin mellett tiamirpsiffatot is tartalmaznak.

A Bg-vitamin esetében mindkét enzimes mintkébkzités azonos mértékndvekedést
eredményezett a metafoszforsavas extrakciohoz képes szintén a foszforilalt formak
felszabadulasaval magyarazhatd. Felmerulhet azrégé&éhogy ha a két kulonkbznzimes
mintaebkészitéssel azonos eredmény &rhelt akkor mi indokolja a 8vitamin szabvanyos
extrakciojanak kulonbdwségét. Ennek magyardzata a kovetkéen rejlik: A kukorica
kivételével a novények Brvitamin-tartalmat piridoxin és piridoxamin alkatjA piridoxin egy
része a noveényi szbvetekben gyakran biologiailag felvehet PN-glikozidként van jelen,
ezért irja & a szabvany a defoszforilal6 enzim melletB-glikoziddz hasznélatat is. Jelen
esetben azonban (rglikozidaz hasznélata nem okozott valtozast aréiag defoszforilalo
enzimet alkalmazé mintaidészitéshez képest. igy elmondhatd, hogy a vizsgdlbnapehely
nem tartalmazott PN-glikozidot. A piridoxamin kiratdsi hatar alatti koncentracidoban volt,
ezért a vizsgalt gabonapehelg-Btamin-tartalmat kizarélag szabad és foszforilditidoxin
alkotta. A defoszforilalé enzim hatdséara kdzel 5804%tt a piridoxin mennyisége, ami azt
mutatja, hogy a vizsgalt gabonapehely természetgsit@nin-tartalmanak jelefis része

foszforilalt formaban volt jelen.
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A kovetkedkben arra kerestem a valaszt, hogy a metafoszfassaxtrakcié a szabad
vitaminformdkon tal eredményezheti-e a matrixhoztokd formak bizonyos mérték
felszabadulasat.

Ennek érdekében a metafoszforsavas extrakciot wieegkivonassal hasonlitottam 6ssze
(1 g gabonapehelysrlemény / 10 ml 4%C-os viz, 10 perc ultrahangos férdszirés,
centrifugalas), mely a nemzetkdzi gyakorlat szekinéirélag csak a szabad formakat vonja ki a
mintabdl. A két extrakcids technikaval kapott erédiyeket, illetve azok kozotti kilénbségeket a

30. abra szemlélteti.
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Komponensek

O Metafoszforsavas extrakcio

B Melegvizes extrakcié

30. abraVitaminokkal dusitott reggeli gabonapehely metafosavas, illetve melegvizes
extrakcidval kinyert vizben oldddé vitamintartalnagkét extrakcios technika kozotti eltérés

széazalékos értékének faitetésével

A kapott eredmények alapjan minden vizsgalt vitaesetén a vizes és a metafoszforsavas
extrakcio kozotti kilénbség elhanyagolhatonak (%) tekinthet.

Kovetkeztetésképpen elmondhatd, hogy a metafosafass extrakcioval kinyerhiet
vitaminmennyiséget kizarélag a szabad vitaminfornadkotjak. Mivel dusitott élelmiszerek
esetében a szabad vitaminformakdéht a hozzaadott vitaminok alkotjak, ezért ezemékek
esetében a metafoszforsavas extrakcioval kiny&ri@aminmennyiség a dusitds mértékét
jellemzi.

Tehat duasitott élelmiszerek hozzaadott B- és QOniitatartalma egy menetben

meghatarozhaté a C-vitamin stabilitasat biztositétainszforsavas extrakcié segitségével.
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7 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kidolgoztam az élelmiszerek dusitasahoz legelterjgebben alkalmazott vizben old6do
vitaminformak (C, B, B, Bs, Bs, Bs, Bg) egy menetben tortéé mérésére alkalmas
analitikai modszercsaladot. Ennek soran a vitaminokeltéré sav-bazis jellemaibél
eredéo kromatografias problémakat tobb, eltéré analitikai megkdzelitést alkalmazoé

alternativ megoldassal hidaltam at.

- Kidolgoztam a fent emlitett komponensek:

o UV-VIS detektalassal egy és tobb hullamhosszorgnaait
UV-VIS-ESI-MS/MS detektalasi rendszerrel megvaldtjt
ionparképavel (trifluoro ecetsav),

ionparképd nélkil, semleges kémhatason toéévalamint

o O O o

ionparképd nélkuli ionvisszaszoritasos forditott fazisu HPLC

modszereit.

- Bizonyitottam, hogy az UV detektalast alkalmazonkatografias modszernéb®Bitamin
meghatarozasakor a 448 nm hullamhosszon triétektalas, a nagyobb szelektivitas
miatt jobb kimutathatésagot eredményez, mint a 20 hulldmhosszon talédlhato

abszorbancia maximumon toréémérés esetén.

- lgazoltam, hogy vitaminkészitményeks-Bitamin-tartalma — még karakterisztikus
kromofor csoport hianyanak ellenére is — meghat@atz 200 nm hullamhosszt
alkalmaz6 UV detektalassal, 50mM foszfat-puffer/MeOmozgofazis o6sszetétel

esetében.

- Bizonyitottam, hogy a trifluoro-ecetsav ionparkémdkalmazasa az egyik megoldasat
jelentheti a vitaminok eltér sav-bazis jellemdbol ered kromatografias problémak

athidalasara.
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2. Kidolgoztam egy ionparkép#t alkalmazo forditott fazisi HPLC elvalasztast, vaamint
ehhez hangolt ESI-MS/MS detektalasi modszert, amelalkalmas a vizben oldédé
vitaminok, egyes vitamerek valamint jellem# szarmazékaik egy menetben tortéh
vizsgalatara. lgazoltam, hogy a modszer alkalmas @miszermintak természetes
vitamintartalmanak meghatarozasat célz6 mintadikészitési eljarasok megfeléségének

ellendrzésére.

- lgazoltam, hogy 0,05 % (v/v) heptafluoro-vajsav parképst alkalmazva lehéség
nyilik a tiamin (B), a tiamin-monofoszfat (TMP), riboflavin-5’-monafafat (FMN), a
nikotinamid (NA), a nikotinsav (NS), a piridoxin {B piridoxamin (PM), a piridoxal

(PL) és a piridoxal-5'foszfat (PLP) elvalasztasara.

3. Kidolgoztam egy vitaminkészitmények és élelmiszerekizben olddédd vitaminjainak
vizsgalatara alkalmas mintaebkészitési moédszert és valdédi mintakon alkalmazva
igazoltam annak alkalmassagat teljes C-vitamin, vaimit a szabad B-, B,-, B3-, Bs-, Be-,

Bo-vitaminok mennyiségi meghatarozasara.

- Visszanyerési kisérletekkel igazoltam, hogy a fentlitett vitaminok mifiségi és

mennyiségi integritdsa nem séril az alkalmazottaritkészitési eljaras soran.

- Kidolgoztam egy Uj hatasfok-vizsgalati eljarast,lynek alkalmazéasaval bizonyitottam,
hogy a metafoszforsavas extrakcios korilményekotkdszer/minta arany, extrakciés

id6) megfelebnek bizonyultak az extrakcio maximalis hatasfokael@ékéséhez.

- Bizonyitottam, hogy az eredetileg C-vitamin kivofids kidolgozott metafoszforsavas
extrakcios eljaras B-vitaminokndl azonos eredmérgekezet, mint az altalanosan

elterjedt melegvizes extrakcio.

4. A kidolgozott vitamin vizsgalati modszerek eseténgszehasonlito kisérleteket végeztem
a munkam soran alkalmazott két detektalasi rendszeel (ESI-MS/MS és UV-VIS),

melynek soran:

- Megdllapitottam, hogy a Hvitamin meghatarozasa a kidolgozott kromatografias
eljarasokkal UV-VIS detektalassal valodi mintaklm@m Kkivitelezhet, ugyanakkor az
elté mikodési elv miatt ez ESI-MS/MS rendszerrel azonooniatografias

kortlmények kdzott megoldhato.
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Megallapitottam, hogy két detektalasi méd koziHvBamin esetén kdzel 15-sz6r,:B
vitamerek esetében tébb mint 17-szer jobb kimuitat@sar érhét el ESI-MS/MS
detektalassal, mig C-vitamin esetén UV detektaladshetett tébb mint egy
nagysagrenddel jobb kimutatasi hatart elérni.,Ad% a B-vitaminok kimutatasi hatara a

két detektalasi méddal nem mutat Iényeges kilordiség

Megallapitottam, hogy az ESI-MS/MS detektalasi szed érzékenyebben reagél a
matrix jelenlétére, mint az UV detektor, ezért aben oldédd vitaminok egytttes
meghatarozasa esetén ESI-MS/MS alkalmazédsa meilgtixhoz illesztett kalibracié
készitése szilkséges a matrix torzitdé hatasanatdseéérdekében.

Megéallapitottam, hogy az alkalmazott modszerekkelizsgalt komponensek esetén UV

detektalassal jobb ismételliség érhét el, mint ESI-MS/MS detektalasi rendszerrel.

A nikotinsav és a nikotinamid esetében igazoltaogyrESI-MS/MS detektalasi rendszer
alkalmazasakor szikségsiee két vitamer megfelél felbontast kromatografias
elvalasztasa, a kozel azonos toihég szerkezétmolekulak esetén megjelemzonos-

atmenetek okozta zavaras miatt.

5. Kidolgoztam egy olyan analitikai eljarast, amely akalmas gabona alapu termékek

felvehe B;-, B,- és B-vitamin-tartalmanak egy menetben tértéré6 HPLC-ESI-MS/MS

rendszerrel végzett kvantitativ meghatarozaséara. Emek soran:

Bizonyitottam, hogy a kordbban kidolgozott-BB,-, és B-vitaminok egyenkénti
meghatarozasara szolgaldé mintkélszitési modszerek egyesitietés ezaltal az altalam
kidolgozott HPLC-ESI-MS/MS analitikai moddszert dikezva e komponensek

biologiailag hozzaférhéthanyada a mintabdl egy menetben meghatarozhato.

A modszer alkalmassagat igazoltam gabona alapléterfiglvehed B;-vitamin, azaz
tiamin és foszfatjai, felveh&tB,-vitamin, azaz a riboflavin és foszfatjai, valanait
felvehet Be-vitamin formak (piridoxin, piridoxal és piridoxam)i és foszfatjai

meghatarozasara.
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8 OSSZEFOGLALAS

A helytelen, egyoldalu taplalkozas vilagszerte kbnmegészséguigyi problémakoalézje.
Szamos, sok esetben halalos kimeridbettegség kialakulasaért a hianyos taplalkozastkaldo
elégtelen vitaminbevitel okolhat6. Ezen betegségegebzésének a kulcsa az emberek étkezési
szokasanak megvaltoztatasaban, helyes iranyba&gébain rejlik. Ennek megvaldsitasa azonban
hosszadalmas folyamat. Egy koztes megoldast jedentilyan készitmények, termékek
eléallitasa, melyek hozzajarulnak az emberek j0 e@g€szallapotanak fenntartasahoz. Ezt
felismerve kulonbé& vitaminkészitmeények, eétrend-kiegéskit dusitott élelmiszerek egyre
bévils skéldja kerll kereskedelmi forgalomba. Ezen teekéldmeges megjelenése szigoru
mindségbiztositast kovetel meg a fogyasztok védelmekétien. A vizben oldédé vitaminok
mérésének hivatalosan elfogadott modszerei azoglyakran bonyolult, idigényes és sok
esetben pontatlan mar elavult technikakon alapulmaklyek nem teszik leh@té tobb
komponens egyidéj meghatarozasat. Edlb kifoly6lag egyre nagyobb az igénygként
minéségbiztositasi  célb6l, megbizhaté, otakarékos,  koltséghatékony,  kordger
tobbkomponenses analitikai moédszerek irant.

A fent megfogalmazottak tikrében doktori munkamasorizben old6do vitaminok (C,.1B
B, Bs, Bs, Bs, Bg) egyideji folyadékkromatografias meghatarozasara fokuszalfamtaminok
eltés sav-bazis jellemi#bsl eredd kromatografidas akadalyokat tobb, ebtéranalitikai
megkozelitést alkalmazé alternativ megoldassalltaiceat. Ennek eredményeképpen egy olyan
UV-VIS, illetve UV-VIS-ESI-MS/MS detektalasi rendszket egyarant alkalmaz6 analitikai
modszercsaladot dolgoztam ki, mely ldivét teszi a vizben oldddo vitaminok dusitashoz
legelterjedtebben hasznalt formainak egy menettxért meghatarozasat.

A tobbkomponenses modszerek egyik kulcslépése daefikészités, mely biztositja a
vitaminok egyide]j, veszteség nélkili kinyerését a vizsgalando tebdiékAz extrakcionak,
céljatol fugden, két megkozelitése létezik. Az egyikhezzaadott(szabad formak), a masik a
teljes(hozzaadott + természetes) vizben oldédé vitantaltan kinyerésére fokuszal.

A hozzaadottvitamintartalom kinyerés céljabdl egysifleh mintaebkészités is elegenid
mivel a hozzaadott komponensek nemékiek szorosan a matrixhoz. Doktori munkam soran a
kilonbod vitaminkészitmények és dusitott eélelmiszerek gyarsnszet vizsgalata érdekében
az eredetileg C-vitamin kinyerését szolgald —metdfosavas mintaékészitést
tovabbfejlesztettem, és valédi mintakon sikeredkalmazva igazoltam alkalmassagat teljes C-

vitamin, valamit a szabad;B B,-, Bs-, Bs-, Bs-, Bo-vitaminok mennyiségi meghatarozasara.
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Ezzel szemben @ljesvitamintartalom meghatarozasa esetén a kétéshérvitaminokat is
fel kell szabaditani. Ez a legtébb esetben toblediép(savas hidrolizis, enzimatikus feltaras)
mintaebkészitési eljarast igényel. Az ilyen 0sszetett aebkészitési folyamatok sok
hibaforrast rejtenek magukban (pl.: elégtelen eakimitas), ezért ellafrzésik elengedhetetlen.
Ennek érdekében kidolgoztam egy ionparkémdkalmazo forditott fazisi HPLC elvalasztast,
valamint ehhez hangolt ESI-MS/MS detektalasi modszemely alkalmas a vizben old6do
vitaminok, egyes vitamerek, valamint jellebngzarmazékaik egy menetben toéézsgalatara.
lgazoltam, hogy a moddszer alkalmas élelmiszermintékmészetes vitamintartalmanak
meghatarozasat célzé mintédledszitési eljarasok megfetegének ellagrzésére.

A hozzaadott és teljes vitamintartalom vizsgalaidrfelmerilhet az igény az élelmiszerek
biologiailag felvehed vitamintartalmanak meghatarozasa irant is. Ezéidlgoztam egy olyan
analitikai eljarast, amely alkalmas gabona alaptinékek felvehét B;-, Bo- és B- vitamin-
tartalmanak egy menetben t6rdéNHPLC-ESI-MS/MS rendszerrel végzett kvantitativ
meghatarozasara. Bebizonyitottam, hogy a korabhdolgozott B-, B,-, és B-vitaminok
egyenkénti meghatarozasara szolgaléo midkaslzitési modszerek egyesitiletés ezaltal az
altalam kidolgozott HPLC-ESI-MS/MS analitikai mo@sz alkalmazva e komponensek
biolégiailag hozzaférhéthanyada a mintabol egy menetben meghatarozhato.

Az élelmiszerek vitamintartalmanak meghatérozasarsyulé analitikai kérdésfeltevés sok
esetben nem egyértelim Ugyanakkor a fent kidolgozott modszerek rugalmasés
koltséghatékonyan teremtenek Idisgiget a valtozé megrendel igények széles kdr
kielégitésére. Ezt bizonyitja, hogy az altalam lgdaott és validalt mddszereket a Nemzeti
Akkreditalé Testllet (NAT) elfogadta és 2008. Otgy eakkreditalt analitikai laboratorium
élelmiszervizsgalatra iranyuld profiljanak részekészolgalja ki a kulonbdz igényi

megrendeiket.
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9 Summary

Micronutrient malnutrition is widespread throughdi world, with important health and
economic consequences. Vitamin deficiency causeitlynby inappropriate dietary habits is
responsible for a wide range of serious, sometimedal diseases. The best way of preventing
these diseases could the consumption of a baladiegdthat is adequate in every nutrient.
However, factors affecting food choice are compéd therefore programmes to effect changes
in dietary patterns may take a relatively long tirReoducts with health-promoting property can
be a tool in helping the population to meet itsatie requirements. Because of this reason an
expanding scale of various dietary supplements fanified food products is commercially
available. The growing number of these productsiireg reliable quality control to insure the
protection of consumers. However the official atiagt methods of water-soluble vitamins in
most cases are based on outdated procedures, venehcomplicated, time-consuming,
inaccurate and do not allow the simultaneous detetion of the vitamins. For these reasons
there is an increasing need for the developmentabflated, accurate, time-saving, low cost,
modern, multicomponent methods.

In the light of the aforementioned facts my thefiguses on the simultaneous
determination of water-soluble vitamins (G, B,, Bz, Bs, Bs, By) by liquid chromatography.
| offered alternative solutions using different kphaal approaches to overcome the
chromatographic difficulties caused by the chemdiakrsity of water-soluble vitamins. As a
result | developed a group of analytical methods@idJV-VIS and UV-VIS-ESI-MS/MS
systems allowing the simultaneous determinatiothefmost frequently applied forms of water-
soluble vitamins.

One of the key steps of the multivitamin methodsasiple preparations, which is able to
extract several vitamins simultaneously from theipalar matrix. Depending on the aim of the
extraction two different approaches are involvede @f them serves the extraction of fortified
(free forms) levels of water-soluble vitamins, vehihe other provides the extraction of the total
(fortified and endogenous forms) water-soluble mita content of the sample For the first
approach a simpler extraction method could beofitgurpose, since the added vitamins are not
strongly embedded in the matrix .

In the frame of my Ph.D. study | have optimizedample preparation method using
metaphosphoric acid, originally developed for tle¢edmination of vitamin C. to gain a routine
technique for the examination of the several vitesnin supplemented products. By means of

applying this optimized extraction procedure ortifi@d food products | proved its efficiency for

129



Engel Rita

the quantitative determination of total vitamin @ahe free forms of vitamin,BB,, Bs, Bs, B,
Bo.

Contrarily, in the case of the determination of thial vitamin content the bound vitamin
forms have also to be released from the matrixclvineeds complex sample preparation (acid
hydrolysis, enzymatic treatment). Such complex aetion procedures include many possible
sources of errors (e.g.: inadequate enzyme agtiviterefore the control of them is required.
This led me to develop an ion-pair, reversed-ph#3eC separation method coupled with ESI-
MS/MS detection, which allows of the simultaneoegedmination of water-soluble vitamins and
some vitamers. | have proved the efficiency of thisthod for controlling sample preparation
used for the extraction of total vitamin contenfaddstuffs.

Beyond the examination of the added and the tatamin contents, the bioavailable
vitamin content of the samples can also be thecblojfeinterest. Therefore, | have developed an
analytical method using HPLC-ESI-MS/MS system foe tquantitative determination of the
bioavailable B, B, Bs vitamin content of cereal based products. | hawvgu that the sample
preparation procedures serving the single exanoinaif B;, B,, Bg vitamins could be merged.
Thus the bioavailable fraction of the aforementiwviéamins can be simultaneously determined
in the samples using this combined extraction ptoce followed by the developed HPLC-ESI-
MS/MS method.

The questions about the vitamin contents of fadfistare quite often ambiguous. At the
same time the developed methods can satisfy aladdmof the customers in a flexible way. As
a proof of this the developed methods became pmdrthe scope of a laboratory accredited
against ISO 17025 by National Accreditation Boar@©08.

130



Analitikai moédszerfejlesztés funkcionalis élelmiskerizben old6do vitamintartalmanak vizsgalatara

10 IRODALOMJEGYZEK

1925/2006/EK. (2006) Az Eurdpai Parlament és Tam@edelete a vitaminok, asvanyi anyagok
és bizonyos egyéb anyagok élelmiszerekhez tdrtéorzzaadasar6ldAz Eurdpai Unid
Hivatalos LapjaL404/26-38

ACC/SCN, 2000 Fourth report on the world nutritetuation, geneva: WHO.

ADDO, C., és AUGUSTIN, J. (1988Changes in the vitamingBcontent in potatoes during
storageJournal of Food Scien¢®3(3) 749-752p.

ALBALAHURTADO, S., VECIANANOGUES, M. T., IZQUIERDOMBLIDO, M., és
MARINEFONT, A. (1997) Determination of water-soluble vitamins in infanilk by
high-performance liquid chromatograpiyurnal of Chromatography , A 78(1-2) 247-
253 p.

ALLEN, L., BENOIST, B. D., DARY, O., és HURRELL, R(2006). Guidelines on food
fortification with micronutrients, WHO Press, Genev

AMIN, M., és REUSCH, J. (1987High-performance liquid-chromatography of watelubte
vitamins 2. Simultaneous determinations of vitaminvitamin-B,, vitamin-Bs, and
vitamin-B,, in pharmaceutical preparation®ournal of Chromatography390 (2) 448-
453 p.

ANG, C. Y. W., CENCIARELLI, M., és EITENMILLER, RR. (1988) A simple liquid-
chromatographic method for determination gf\Bamers in raw and cooked chicken.
Journal of Food Scien¢g®&3(2) 371-375p.

AOAC 942.23:2000. Thiamin (vitaminiBin foods. Fluorometric method.

AOAC 967.21:1968. Ascorbic acid in vitamin prepamas and juices. 2,6-dichloroindophenol
titrimetric method.

AOAC 967.22:2000. Vitamin C (total) in vitamin pations. Microfluorometric method.

AOAC 970.65:2000. Riboflavin (vitamingBin foods and vitamin preparations.

ARANDA, M., és MORLOCK, G. (20086) Simultaneous determination of riboflavin,
pyridoxine, nicotinamide, caffeine and taurine imeryy drinks by planar
chromatography-multiple detection with confirmatiby electrospray ionization mass
spectrometryJournal of Chromatography,A131(1-2) 253-260p.

ARELLA, F., LAHELY, S., BOURGUIGNON, J. B., és HA&MANN, C. (1996) Liquid
chromatographic determination of vitaming &d B in foods. A collaborative study.
Food Chemistry56 (1) 81-86 p.

ARGOUDELIS, C. J. (1997)Simple high-performance liquid chromatographic moeit for the
determination of all seven vitaminsBelated compounddournal of Chromatography,A
790(1-2) 83-91 p.

ASHOOR, S. H., KNOX, M. J., OLSEN, J. R., és DEGHR, A. (1985) Improved liquid-
chromatographic determination of riboflavin in makd dairy-productslournal of the
Association of Official Analytical ChemisB8 (4) 693-696 p.

ASHOOR, S. H., SEPERICH, G. J., MONTE, W. C., és WFE, J. (1983) HPLC
determination of riboflavin in eggs and dairy-protiuJournal of Food Sciencel8 (1)
92-&. p.

AYIl, B. K., YUHAS, D. A., és DEANGELIS, N. J. (1986 Simultaneous determination of
vitamin-B; (riboflavin) and vitamin-B (pyridoxine) in infant formula products by reverse
phase liquid-chromatographjournal of the Association of Official Analyticah@mists
69 (1) 56-59 p.

131



Engel Rita

BALL, G. F. M. (2006). Vitamins in foods, analysisioavailability, and stability, Taylor &
Francis Group, Boca Raton, FL.

BARCLAY, D. (1998). Multiple fortification of beverges Food and nutrition bulletin, N. S.
Scrimshaw, ed., United Nations University Preskybp 168-171.

BARNA, E., és DWORSCHAK, E. "Determination of thiama (vitamin-B) and riboflavin
(vitamin-By) in meat and liver by high-performance liquid-amatography." 359-363.

BATIFOULIER, F., VERNY, M. A., BESSON, C., DEMIGNEC., és REMESY, C. (2005)
Determination of thiamine and its phosphate esterat tissues analyzed as thiochromes
on a RP-amide g column.Journal of Chromatography B-Analytical Technologieshe
Biomedical and Life Science®16(1-2) 67-72 p.

BAUERNFEIND, J., és DERITTER, E. (1991). Foods ddased for nutrient addition: Cereal
grain products.Nutrient additions to food: Nutritional, technologl and regulatory
aspects, J. Bauernfeind and P. Lachance, eds., &abdtlutrition Press, Trumbull, 143—
2009.

BECK, W. S. (2001). Cobalamin (vitamin;$ Handbook of vitamins, R. B. Rucker, J. W.
Suttien, D. B. McCormick, and L. J. Machlin, eddarcel Dekker, New York, 469.
BEHRENS, W. A., és MADERE, R. (1987A highly sensitive high-performance liquid-
chromatography method for the estimation of ascodmd dehydroascorbic acid in

tissues, biological-fluids, and foodsnalytical Biochemistryl65(1) 102-107 p.

BELITZ, H.-D., GROSCH, W., és SCHIEBERLE, P. (2008»0d chemistry, Springer, Berlin.

BELZ, S., és NAU, H. (1998)Determination of folate patterns in mouse plasemgthrocytes,
and embryos by HPLC coupled with a microbiologiaasay.Analytical Biochemistry
265(1) 157-166p.

BERTRAIS, S., LUQUE, M. L. P., PREZIOSI, P., FIEUK,, DE FLOT, M. T. és munkatarsai.
(2000} Contribution of ready-to-eat cereals to nutritioakes in french adults and
relations with corpulencénnals of Nutrition and MetabolismM4 (5-6) 249-255p.

BLAKE, C. J. (2007) Analytical procedures for water-soluble vitamimsfoods and dietary
supplements: A reviewAnalytical And Bioanalytical Chemistr@89(1) 63-76 p.

BLUM, M. (1997). Nutriview, status paper. Food fbdation, a key strategy to end
micronutrient malnutrition, Vitamin Division, F. Hlomann-La Roche Ltd., Basel.
BOGNAR, A., és DAOOD, G. H. (2000)Simple in-line postcolumn oxidation and
derivatization for the simultaneous analysis ofoasic and dehydroascorbic acids in

foods.Journal of chromatographic sciencg8 162-168 p.

BOLLET, A. J. (1992) Politics and pellagra - the epidemic of pellagrdhe united-states in the
early 20th-centuryYale Journal of Biology and Medicine5(3) 211-221 p.

BOWLEY, A. (2003). Nutriview, mandatory food enrident, Roche Vitamins Europe Ltd,
Nutriview Special Issue 1-12, Basel.

BRAUSE, A. R., WOOLLARD, D. C., és INDYK, R. E. (28). Determination of total vitamin
C in fruit juices and related products by liquidramatography: Interlaboratory study.
Journal of Aoac InternationaB6 (2) 367-374 p.

BROUWER, V. D., STOROZHENKO, S., STEENE, J. C. \,, WILLE, S. M. R., STOVE, C.
P.és munkatarsai. (2008Dptimisation and validation of a liquid chromataginy-
tandem mass spectrometry method for folates in doarnal of Chromatography, ,A
1215(1/2) 125-132p.

BRUSSAARD, J. H., LOWIK, M. R. H., VAN DEN BERG, HBRANTS, H. A. M., és
KISTEMAKER, C. (1997) Micronutrient status, with special reference ttawiin B.
European Journal of Clinical Nutritigrbl S32-S38p.

BURINI, G. (2007) Development of a quantitative method for the asialyf total L-ascorbic
acid in foods by high-performance liquid chromagggdry. Journal of Chromatography
A, 1154(1-2) 97-102p.

132



Analitikai moédszerfejlesztés funkcionalis élelmiskerizben old6do vitamintartalmanak vizsgalatara

CAMMACK, J., OKE, A., és ADAMS, R. N. (1991)Simultaneous high-performance liquid-
chromatographic determination of ascorbic-acid dallydroascorbic acid in biological
samplesJournal of Chromatography-Biomedical Applicatiob$5(1-2) 529-532p.

CANCALON, P. F. (2001) Routine analysis of ascorbic acid in citrus juicging capillary
electrophoresislournal of Aoac InternationaB4 (3) 987-991 p.

CATALDI, T. R. I, NARDIELLO, D., DE BENEDETTO, GE., és BUFO, S. A. (2002)
Optimizing separation conditions for riboflavin,a¥in mononucleotide and flavin
adenine dinucleotide in capillary zone electrophisravith laser-induced fluorescence
detectionJournal of Chromatography,®68(1-2) 229-239p.

CHATZIMICHALAKIS, P. F., SAMANIDOU, V. F., VERPOORE, R., és PAPADOYANNIS,

I. N. (2004) Development of a validated HPLC method for theedsatnation of B-
complex vitamins in pharmaceuticals and biologitaids after solid phase extraction.
Journal of Separation Scienc27 (14) 1181-1188p.

CHEN, P., és WOLF, W. R. (20Q7).C/UV/MS-MRM for the simultaneous determination of
water-soluble vitamins in multi-vitamin dietary giements. Analytical And
Bioanalytical Chemistry387(7) 2441-2448p.

CHEN, Z., CHEN, B., és YAO, S. Z. (2006) High-performance liquid
chromatography/electrospray  ionization-mass  spewty for  simultaneous
determination of taurine and 10 water-soluble viteamin multivitamin tabletsAnalytica
Chimica Acta569(1-2) 169-175p.

CHENG, F. C., YANG, D. Y., WU, T. F., és CHEN, S. @999) Rapid on-line microdialysis
hyphenated technique for the dynamic monitoringextracellular pyruvate, lactic acid
and ascorbic acid during cerebral ischerd@urnal of Chromatography,B23(1-2) 31-
38. p.

CHO, C. M., KO, J. H., és CHEONG, W. J. (200@imultaneous determination of water-
soluble vitamins excreted in human urine afterngatin overdose of vitamin pills by a
HPLC method coupled with a solid phase extracfi@antg 51 (4) 799-806 p.

CHOI, S. W., és MASON, J. B. (2002)olate status: Effects on pathways of colorectal
carcinogenesislournal Of Nutrition 132(8) 2413S-2418%.

CIANCAGLINI, P., SANTOS, H. L., DAGHASTANLI, K. RP., és THEDEI, G. (2001Jsing
a classical method of vitamin C quantification a®al for discussion of its role in the
body.Biochemistry And Molecular Biology Educatjd&® (3) 110-114p.

DANSE, B., ROBERFROID, M., BRESLIN, L., és CONTOR, (1998} Functional food
science in europe - forewor@ritish Journal of Nutrition 80 S3-S4 p.

DAOOQOD, G. H., BIACS, A. P., MOHA, A. D., és HAJDW,. (1994) lon-pair chromatography
and photodiode-array detection of vitamin C and aorg acids. Journal of
chromatographic scien¢@2 481-487 p.

DAOOD, G. H., VINKLER, M., MARKUS, F., HEBSHI, E. A és BIACS, A. P. (1996)
Antioxidant vitamin countent of spice red peppeadpka) as affected by technological
and varietal factordzood chemistry55(4) 365-372p.

DOHERTY, R. F., és BEECHER, G. R. (20034 method for the analysis of natural and
synthetic folate in foodslournal of Agricultural and Food Chemisiryl (2) 354-361 p.

DRI, 2004. Dietary reference intakes (DRIS): Recodesl intakes for individuals, vitamins,
food and nutrition board, institute of medicinetiomal academies, www.nap.edu.

EKANAYAKE, A., és NELSON, P. E. (1988)Applicability of an invitro method for the
estimation of vitamin-B biological availability.Journal of Micronutrient Analysj4 (1)
1-15 p.

EKINCI, R., és KADAKAL, C. (2005) Determination of seven water-soluble vitamins in
tarhana, a traditional turkish cereal food, by hagifformance liquid chromatography.
Acta Chromatographical5 289-297 p.

133



Engel Rita

EN 14130:2003. Foodstuff-determination of vitamim{HPLC.

EN 14164:2002. Foodstuffs. Determination of vitaiBgby HPLC.

ESSAMA-TJANI, J. C., GUILLAND, J. C., DE COURCY, @., FUCHS, F., és RICHARD, D.
(2000) Folate status worsens in recently institutionalizelderly people without
evidence of functional deterioratiofournal of the American College of Nutritiol® (3)
392-404 p.

ESTEVE, M. J., FARRE, R., FRIGOLA, A., és GARCIA-CAABELLA, J. M. (1998)
Determination of vitaminB (pyridoxamine, pyridoxal and pyridoxine) in porkeat and
pork meat products by liquid chromatograpligurnal of Chromatography ,A795 (2)
383-387 p.

FARBER, C. M., KANENGISER, S., STAHL, R., LIEBES,.,Lés SILBER, R. (1983)A
specific high-performance liquid-chromatographyagstor dehydroascorbic acid shows
an increased content in cll lymphocytésalytical Biochemistryl134(2) 355-360 p.

FEKETE, J. (2003). Folyadékkromatogréfia, Budapest.

FELLMAN, J. K., ARTZ, W. E., TASSINARI, P. D., COLEC. L., és AUGUSTIN, J. (1982)
Simultaneous determination of thiamin and riboftevin selected foods by high-
performance liquid-chromatographjournal of Food Sciencd7 (6) 2048-& p.

FERNANDO, S. M., és MURPHY, P. A. (199MIPLC determination of thiamin and riboflavin
in soybeans and tofdournal of Agricultural and Food Chemistr$8(1) 163-167 p.

FINGLAS, P. M., és FAULKS, R. M. (1984The HPLC analysis of thiamin and riboflavin in
potatoesFood Chemistryl5(1) 37-44 p.

FLETCHER, R. J., BELL, I. P., és LAMBERT, J. P. (). Public health aspects of food
fortification: A question of balanc®roceedings of the Nutrition Socig63(4) 605-614
p.

FLYNN, A., MOREIRAS, O., STEHLE, P., FLETCHER, R.,JMULLER, D. J. G.és
munkatéarsai. (2003)Vitamins and minerals: A model for safe additiom fbods.
European Journal Of Nutritignd42 (2) 118-130p.

FONTANNAZ, P., KILINC, T., és HEUDI, O. (2006 HPLC-UV determination of total vitamin
C in a wide range of fortified food producEood Chemistry94 (4) 626-631 p.

FURUSAWA, N. (2001) Rapid high-performance liquid  chromatographic
identification/quantification of total vitamin C ifiuit drinks. Food Contro) 12 (1) 27-
29. p.

GALVIN, M. A., KIELY, M., és FLYNN, A. (2003) Impact of ready-to-eat breakfast cereal
(RTEBC) consumption on adequacy of micronutrientatkes and compliance with
dietary recommendations in irish aduRaiblic Health Nutrition 6 (4) 351-363 p.

GASZTONYI, K. (1992). VitaminokElelmiszer-kémia 1., K. Gasztonyi and L. Radomifs.e
Mezégazda Kiado, Budapest, 290-337.

GATTI, R., és GIOIA, M. G. (2005)Liquid chromatographic determination with fluoresce
detection of B vitamers and riboflavin in milk and pharmaceutic@inalytica Chimica
Acta 538(1-2) 135-141p.

GAUCH, R., LEUENBERGER, U., és MULLER, U. (1993Jhe determination of folic acid
(pteroyl-I-glutamic acid) in food by HPL®Jitt. Gebiete Lebensm. Hy@4 (295).

GIBSON, S. (2003)Micronutrient intakes, micronutrient status anudiprofiles among young
people consuming different amounts of breakfastaler Further analysis of data from
the national diet and nutrition survey of young plecaged 4 to 18 yearBublic Health
Nutrition, 6 (8) 815-820p.

GIOIA, M. G., ANDREATTA, P., BOSCHETTI, S., és GATTR. (2007) Development and
validation of a liquid chromatographic method fbe tdetermination of branched-chain
amino acids in new dosage forndeurnal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis
45 (3) 456-464p.

134



Analitikai moédszerfejlesztés funkcionalis élelmiskerizben old6do vitamintartalmanak vizsgalatara

GREENWAY, G. M., és KOMETA, N. (19940nline sample preparation for the determination
of riboflavin and flavin mononucleotides in food$su Analyst 119(5) 929-935p.

GREGORY, J., és LOWE, S. (2000). National diet aattition survey: Young people aged 4 to
18 yearsReport of the diet and nutrition survey, The Staiy Office, London.

GUJSKA, E., és KUNCEWICZ, A. (2005aDetermination of folate in some cereals and
commercial cereal-grain products consumed in polasidg trienzyme extraction and
high-performance liquid chromatography metho@iropean Food Research and
Technology221(1-2) 208-213p.

GUJSKA, E., és MAJEWSKA, K. (2005bEffect of baking process on added folic acid and
endogenous folates stability in wheat and rye lgdldnt Foods For Human Nutritign
60 (2) 37-42 p.

HAHN, A., STEIN, J., RUMP, U., és REHNER, G. (1990ptimized high-performance liquid-
chromatographic procedure for the separation amdtification of the main folacins and
some derivatives .1. Chromatographic systdournal of Chromatography540 (1-2)
207-215 p.

HAMANO, T., MITSUHASHI, Y., AOKI, N., YAMAMOTO, S., és 0OJI, Y. (1988)
Simultaneous determination of niacin and niacinamial meats by high-performance
liquid-chromatographyJournal of Chromatography57 403-408 p.

HASSELMANN, C., FRANCK, D., GRIMM, P., DIOP, P. Aés SOULES, C. (1989High-
performance liquid-chromatographic analysis oftiraand riboflavin in dietetic foods.
Journal of Micronutrient Analysj$ (4) 269-279p.

HEMSTROM, P., és IRGUM, K. (2006 Hydrophilic interaction chromatographyournal of
Separation Scien¢@9 (12) 1784-1821p.

HERNANDEZ, Y., LOBO, M. G., és GONZALEZ, M. (2006Petermination of vitamin C in
tropical fruits: A comparative evaluation of metlsoood Chemistry96 (4) 654-664 p.

HEUDI, O., KILINC, T., és FONTANNAZ, P. (20055eparation of water-soluble vitamins by
reversed-phase high performance liquid chromatdyraywith ultra-violet detection:
Application to polyvitaminated premixedournal of Chromatography,A070(1-2) 49-
56. p.

HIDIROGLOU, N., MADERE, R., és BEHRENS, W. (199&)lectrochemical determination of
ascorbic acid and isoascorbic acid in ground medtmocessed foods by high pressure
liquid chromatographylournal of Food Composition and Analysid (1) 89-96 p.

HILKER, D. M., és CLIFFORD, A. J. (1982)Thiamin analysis and separation of thiamin
phosphate-esters by  high-performance liquid-chrography. Journal  of
Chromatography231(2) 433-438p.

HURST, W. J., MCKIM, J. M., és MARTIN, R. A. (1983The HPLC analysis of thiamin in
milk chocolate.International Journal for Vitamin and Nutrition Resrch 53 (3) 239-
242 p.

[IDA, J., és MURATA, T. (199Q) Application of thermospray liquid-chromatographyss-
spectrometry to the analysis of water-soluble vitemAnalytical Sciencest (2) 273-
276 p.

IWASE, H. (2000) Use of an amino acid in the mobile phase for thmnination of ascorbic
acid in food by high-performance liquid chromatqara with electrochemical detection.
Journal of Chromatography,/881(1-2) 317-326p.

IWATANI, Y., ARCOT, J., és SHRESTHA, A. K. (2003Ppetermination of folate contents in
some australian vegetabldsurnal of Food Composition and Analysl$ (1) 37-48 p.

JOHNSSON, H., és HESSEL, H. (1987High-performance liquid-chromatographic
determination of cholecalciferol (vitamingpin food - a comparison with a bioassay
method.International Journal for Vitamin and Nutrition Resrch 57 (4) 357-365 p.

135



Engel Rita

KABASAKALIS, V., SIOPIDOU, D., és MOSHATOU, E. (2@): Ascorbic acid content of
commercial fruit juices and its rate of loss uptorage Food Chemistry70(3) 325-328
p.

KAFKAS, E., KOSAR, M., TUREMIS, N., és BASER, K. HC. (2006) Analysis of sugars,
organic acids and vitamin C contents of blackbeggnotypes from turkeyFood
Chemistry 97 (4) 732-736p.

KALL, M. A., és ANDERSEN, C. (1999)improved method for simultaneous determination of
ascorbic acid and dehydroascorbic acid, isoascadiat and dehydroisoascorbic acid in
food and biological sampledournal of Chromatography,&#30(1) 101-111p.

KAMMAN, J. F., LABUZA, T. P., és WARTHESEN, J. J1980) Thiamin and riboflavin
analysis by high-performance liquid-chromatograpygurnal of Food Sciencel5 (6)
1497-& p.

KARLSEN, A., BLOMHOFF, R., és GUNDERSEN, T. E. (BZ)OHigh-throughput analysis of
vitamin C in human plasma with the use of HPLC wmtlonolithic column and UV-
detection.Journal of Chromatography B-Analytical Technologieshe Biomedical and
Life Sciences324(1-2) 132-138p.

KIRCHMEIER, R. L., és UPTON, R. P. (1978pimultaneous determination of niacin,
niacinamide, pyridoxine, thiamine, and riboflavim multivitamin blends by ion-pair
high-pressure liquid-chromatograpipurnal of Pharmaceutical Scien¢és (10) 1444-
1446 p.

KLEJDUS, B., PETRLOVA, J., POTESIL, D., ADAM, V., MELOVA, R.és munkatéarsai.
(2004) Simultaneous determination of water- and fat-delwmitamins in pharmaceutical
preparations by high-performance liquid chromatpbya coupled with diode array
detection Analytica Chimica Acta520(1-2) 57-67 p.

KRISHNAN, P. G., MAHMUD, 1., és MATTHEES, D. P. (99). Postcolumn fluorimetric
HPLC procedure for determination of niacin conteihterealsCereal Chemistry76 (4)
512-518 p.

KUTNINK, M. A., HAWKES, W. C., SCHAUS, E. E., és OAWYE, S. T. (1987) An internal
standard method for the unattended high-performbaqail-chromatographic analysis of
ascorbic-acid in blood componenémalytical Biochemistryl66(2) 424-430p.

LACROIX, D. E., WOLF, W. R., PORTER, E., CANTELLOP®., CHASE, G. W.és
munkatéarsai. (2001 Determination of niacin in infant formula by scfithase extraction
and anion-exchange liquid chromatography - PVM Q@@R0Journal of Aoac
International 84 (3) 789-804 p.

LAHELY, S., BERGAENTZLE, M., és HASSELMANN, C. (19% Fluorimetric determination
of niacin in foods by high-performance liquid chrawgraphy with post-column
derivatizationFood Chemistry65 (1) 129-133p.

LANSKA, D. J. (1996) Stages in the recognition of epidemic pellagrthenunited states: 1865-
1960.Neurology 47 (3) 829-834p.

LAU, O. W., LUK, S. F., és WONG, K. S. (1986Background correction method for the
determination of ascorbic-acid in soft drinks, fryuices and cordials using direct
ultraviolet spectrophotometrnanalyst 111(6) 665-670p.

LAVOIE, J. C., CHESSEX, P., ROULEAU, T., MIGNEAULTD., és COMTE, B. (2004)
Light-induced byproducts of vitamin C in multivitamsolutions.Clinical Chemistry 50
(1) 135-140p.

LEBIEDZINSKA, A., MARSZALL, M. L., KUTA, J., és SZEER, P. (2007)Reversed-phase
high-performance liquid chromatography method vatlulometric electrochemical and
ultraviolet detection for the quantification of ahins B (thiamine),B (pyridoxamine,
pyridoxal and pyridoxine) and;Bin animal and plant fooddournal of Chromatography
A, 1173(1-2) 71-80 p.

136



Analitikai moédszerfejlesztés funkcionalis élelmiskerizben old6do vitamintartalmanak vizsgalatara

LEPORATI, A., CATELLANI, D., SUMAN, M., ANDREOLI, R, MANINI, P.és munkatéarsai.
(2005) Application of a liquid chromatography tandem mggsctrometry method to the
analysis of water-soluble vitamins in italian pagtaalytica Chimica Acta531 (1) 87-
95. p.

LESKOVA, E., KUBIKOVA, J., KOVACIKOVA, E., KOSICKA, M., PORUBSKA, J.és
munkatarsai. (2006)Vitamin losses: Retention during heat treatmend aontinual
changes expressed by mathematical modelstnal of Food Composition and Analysis
19 (4) 252-276p.

LIM, H. S., MACKEY, A. D., TAMURA, T., WONG, S. C.gs PICCIANO, M. F. (1998)
Measurable human milk folate is increased by treatwith alpha-amylase and protease
in addition to folate conjugasEood Chemistry63(3) 401-407 p.

LUCOCK, M. D., GREEN, M., HARTLEY, R., és LEVENE, M. (1993) Physicochemical and
biological factors influencing methylfolate stabjili- use of dithiothreitol for HPLC
analysis with electrochemical detectidimod Chemistry47 (1) 79-86 p.

LYKKESFELDT, J. (2000) Determination of ascorbic acid and dehydroascodma in
biological samples by high-performance liquid chabography using subtraction
methods: Reliable reduction with tris[2-carboxydthyphosphine hydrochloride.
Analytical Biochemistry282(1) 89-93 p.

LYKKESFELDT, J., LOFT, S., és POULSEN, H. E. (199Bgtermination of ascorbic-acid and
dehydroascorbic acid in plasma by high-performatigeiid-chromatography with
coulometric detection - are they reliable biomaskerf oxidative stressAnalytical
Biochemistry229(2) 329-335p.

LYNCH, P. L. M., és YOUNG, I. S. (2000Petermination of thiamine by high-performance
liquid chromatographylournal of Chromatography,881(1-2) 267-284p.

MAIA, A. M., BABY, A. R., YASAKA, W. J., SUENAGA, E, KANEKO, T. M.és
munkatarsai. (2007)Validation of HPLC stability-indicating method fatitamin C in
semisolid pharmaceutical/cosmetic preparations wigiutathione and sodium
metabisulfite, as antioxidantfalanta 71 (2) 639-643p.

MANUAL. (2005). 3200 Q trap LC/MS/MS system, MDS I&X, Canada.

MARSZALL, M. L., LEBIEDZINSKA, A., CZARNOWSKI, W.,és SZEFER, P. (2005)igh-
performance liquid chromatography method for thewuianeous determination of
thiamine hydrochloride, pyridoxine hydrochloridedazyanocobalamin in pharmaceutical
formulations using coulometric electrochemical anltraviolet detection.Journal of
Chromatography A1094(1-2) 91-98 p.

MATTILA, P., KONKO, K., EUROLA, M., PIHLAVA, J. M., ASTOLA, J.és munkatarsai.
(2001) Contents of vitamins, mineral elements, sand sq@enolic compounds in
cultivated mushroomslournal of Agricultural and Food Chemistrg9 (5) 2343-2348
p.

MAURO, D. J., és WETZEL, D. L. (1984)Simultaneous determination of thiamine and
riboflavin in enriched cereal based products byhpgrformance liquid-chromatography
using selective detectiodournal of Chromatography299(1) 281-287 p.

MAWATARI, K., IINUMA, F., és WATANABE, M. (1991) Determination of nicotinic-acid
and nicotinamide in human serum by high-performahgeid-chromatography with
postcolumn ultraviolet-irradiation and fluorescertmtection.Analytical Sciences? (5)
733-736 p.

MELTZER, H. M., ARO, A., ANDERSEN, N. L., KOCH, Bé&s ALEXANDER, J. (2003)Risk
analysis applied to food fortificatioR.ublic Health Nutrition 6 (3) 281-290p.

MIDTTUN, O., HUSTAD, S., SOLHEIM, E., SCHNEEDE, J¥s UELAND, P. M. (2005)
Multianalyte quantification of vitamin Band B species in the nanomolar range in

137



Engel Rita

human plasma by liquid chromatography - tandem mggsctrometry.Clinical
Chemistry 51 (7) 1206-1216p.

MITTERMAYR, R., KALMAN, A., TRISCONI, M. J., és HEDI, O. (2004) Determination of
vitamin Bs in a range of fortified food products by revergddse liquid
chromatography-mass spectrometry with electrosprenisation. Journal of
Chromatography A1032(1-2) 1-6 p.

MORENO, P., és SALVADO, V. (2000petermination of eight water- and fat-soluble witas
in  multi-vitamin  pharmaceutical formulations by higerformance liquid
chromatographyJournal of Chromatography,870(1-2) 207-215p.

MSZ EN 14122:2006. Elelmiszerek. A-Bitamin meghatarozasa HPLC-vel.

MSZ EN 14152:2004. Elelmiszerek. A-Bitamin meghatarozasa HPLC-vel.

MSZ EN 14663:2006. Elelmiszerek. AsBitamin (beleértve a glikozidjait is) meghatarczas
HPLC-vel.

MULLER, L. D. (2001) Improved extraction methods for avoiding the ifee¥nce of copper in
the LC determination of ascorbic acid in multivilarmineral tablets.Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysib (5-6) 985-994p.

NDAW, S., BERGAENTZLE, M., AOUDE-WERNER, D., és HSELMANN, C. (2000)
Extraction procedures for the liquid chromatograptetermination of thiamin, riboflavin
and vitamin B in foodstuffs.Food Chemistry71 (1) 129-138p.

NDAW, S., BERGAENTZLE, M., AOUDE-WERNER, D., és HSELMANN, C. (2002)
Enzymatic extraction procedure for the liquid chedagraphic determination of niacin in
foodstuffs.Food Chemistry78(1) 129-134p.

NILSON, A., és PIZA, J. (1998). Food fortificatioA:tool for fighting hidden hunger Food and
nutrition bulletin, N. S. Scrimshaw, ed., Unitedtidas University Press Tokyo, 49-60.

NOVAKOVA, L., SOLICH, P., és SOLICHOVA, D. (2008HPLC methods for simultaneous
determination of ascorbic and dehydroascorbic aciimc-Trends In Analytical
Chemistry 27 (10) 942-958p.

O'BRIEN, M. M., KIELY, M., HARRINGTON, K. E., ROBS®, P. J., STRAIN, J. J.és
munkatéarsai. (2001)rhe north/south ireland food consumption surveijamin intakes
in 18-64-year-old adult®ublic Health Nutrition 4 (5A) 1069-1079p.

ODRIOZOLA-SERRANO, |., HERNANDEZ-JOVER, T., és MARN-BELLOSO, O. (2007)
Comparative evaluation of UV-HPLC methods and redyagents to determine vitamin
C in fruits.Food Chemistry105(3) 1151-1158p.

OHTA, H., BABA, T., SUZUKI, Y., és OKADA, E. (1984)High-performance liquid-
chromatographic analysis of thiamine in rice flowith fluorimetric post-column
derivatizationJournal of Chromatography84(1) 281-284 p.

OISHI, M., AMAKAWA, E., OGIWARA, T., TAGUCHI, N., ONISHI, K.és munkatarsai.
(1988) Determination of nicotinic-acid and nicotinamiaemeats by high-performance
liquid-chromatography and conversion of nicotinagnid meats during storagéournal
of the Food Hygienic Society of Jap@9 (1) 32-37 p.

OSSEYI, E. S., WEHLING, R. L., és ALBRECHT, J. A2001) HPLC determination of
stability and distribution of added folic acid ars®dme endogenous folates during
breadmakingCereal Chemistry78(4) 375-378p.

OTTAWAY, B. (1995). The technology of vitamins inodd, Blackie Academic and
Professional, Glasgow.

PAKIN, C., BERGAENTZLE, M., HUBSCHER, V., AOUDE-WHRER, D., és
HASSELMANN, C. (2004) Fluorimetric determination of pantothenic acidfaods by
liquid chromatography with post-column derivatipati Journal of Chromatography ,A
1035(1) 87-95 p.

138



Analitikai moédszerfejlesztés funkcionalis élelmiskerizben old6do vitamintartalmanak vizsgalatara

PATRING, J. D. M., és JASTREBOVA, J. A. (200Application of liquid chromatography-
electrospray ionisation mass spectrometry for dateation of dietary folates: Effects of
buffer nature and mobile phase composition on &eitgiand selectivity.Journal of
Chromatography A1143(1-2) 72-82 p.

PFEIFFER, C. M., ROGERS, L. M., és GREGORY, J.129{7) Determination of folate in
cereal-grain food products using trienzyme extaactiand combined affinity and
reversed-phase liquid chromatograpbgurnal of Agricultural and Food Chemisirg5
(2) 407-413p.

PRIETO, S. P., GRANDE, B. C., FALCON, S. G., és GMRA, J. S. (2008)Screening for
folic acid content in vitamin-fortified beveragésod Contro] 17(11) 900-904p.

QUINLIVAN, E. P., HANSON, A. D., és GREGORY, J. 2006} The analysis of folate and its
metabolic precursors in biological sampl&salytical Biochemistry348(2) 163-184p.

REES, D. I. (1989)Determination of nicotinamide and pyridoxine imtfibed food-products by
HPLC. Journal of Micronutrient Analysjs$ (1) 53-61 p.

REYES, E. S. P., és SUBRYAN, L. (198#n improved method of simultaneous HPLC and
thiamin in selected cereal producisurnal of Food Composition and Analysy1) 41-
47. p.

RICHARDSON, D. (1990)Food fortification.Proceedings of the Nutrition Socieg® 39-5Q
p.

RICHARDSON, D. (1997) The addition of nutrients to foodProceedings of the Nutrition
Society 56 807-825 p.

RIZZOLO, A., BRAMBILLA, A., VALSECCHI, S., és ECCHE-ZERBINI, P. (2002)
Evaluation of sampling and extraction proceduresttie analysis of ascorbic acid from
pear fruit tissueFood Chemistry77(2) 257-262p.

RODLER, I. (2005). Elelmezés- és taplalkozas egégas, Medicina konyvkiadé Rt.
Budapest.

ROSE-SALLIN, C., BLAKE, C. J., GENOUD, D., és TAGAFERRI, E. G. (2001)
Comparison of microbiological and HPLC-fluorescencietection methods for
determination of niacin in fortified food producEood Chemistry73(4) 473-4800p.

RUSSELL, L. F., BROOKS, L., és MCRAE, K. B. (1998&)evelopment of a robotic-HPLC
determination of riboflavin vitamers in fooBood Chemistry63(1) 125-131p.

RUSSELL, L. F., és VANDERSLICE, J. T. (1992Non-degradative extraction and
simultaneous quantitation of riboflavin, flavin nmwwcleotide, and flavin adenine-
dinucleotide in foods by HPL@00d Chemistry43(2) 151-162p.

RYCHLIK, M. (2003a) Pantothenic acid quantification by a stable isetdpution assay based
on liquid chromatography-tandem mass spectromAirglyst 128(7) 832-837 p.

RYCHLIK, M. (2003b) Simultaneous analysis of folic acid and pantothesgid in foods
enriched with vitamins by stable isotope diluti@saysAnalytica Chimica Acta495(1-

2) 133-141p.

RYCHLIK, M., ENGLERT, K., KAPFER, S., és KIRCHHOFIE. (2007) Folate contents of
legumes determined by optimized enzyme treatmedtstaible isotope dilution assays.
Journal of Food Composition and Analys2€ (5) 411-419p.

SALMINEN, 1., és ALFTHAN, G. (2008) Plasma ascorbic acid preparation and storage for
epidemiological studies using tca precipitatiGtinical Biochemistry41(9) 723-727 p.

SAMPSON, D. A, EOFF, L. A,, YAN, X. L., és LORENX. (1995) Analysis of free and
glycosylated vitamin-B in wheat by high-performance liquid-chromatograp@greal
Chemistry 72(2) 217-221p.

SCIENTIFIC COMMITIEE on FOOD (2000): "Tolerable umplevels of intake of vitamins and
minerals."

139



Engel Rita

SHEPHARD, A. B., NICHOLS, S. C., és BRAITHWAITE, A1999) Moisture induced solid
phase degradation of L-ascorbic acid - part 1. Aetkc study using tristimulus
colorimetry and a quantitative hplc assasglanta 48(3) 585-593 p.

SIERRA, |., és VIDALVALVERDE, C. (1997) A simple method to determine free and
glycosylated vitamin B in legumes.Journal of Liquid Chromatography & Related
Technologies20 (6) 957-969 p.

SIMOES, S. I. D., ELEUTERIO, C. V., CRUZ, M. E. MCORVO, M. L., és MARTINS, M. B.
F. (2003) Biochemical changes in arthritic rats: Dehydroasimoand ascorbic acid
levels.European Journal of Pharmaceutical Science3(2) 185-189p.

SIMS, A., és SHOEMAKER, D. (1993pimultaneous liquid-chromatographic determinatén
thiamine and riboflavin in selected foodkurnal of Aoac International76 (5) 1156-
116Q p.

STAHL, M. (2003). Peak purity analysis in HPLC a@E using diode-array technology-
application, Agilent Technolohies, Waldbronn.

STANCHER, B., és ZONTA, F. (1986High-performance liquid-chromatographic analydis o
riboflavin (vitamin-B) with visible absorbency detection in italian cbesJournal of
Food Sciences1(3) 857-858 p.

TANG, X. Y., CRONIN, D. A., és BRUNTON, N. P. (20P6A simplified approach to the
determination of thiamine and riboflavin in meatsng reverse phase hpldournal of
Food Composition and Analysis9 (8) 831-837 p.

THOMPSON, C. O., és TRENERRY, V. C. (1998 rapid method for the determination of
total L-ascorbic-acid in fruits and vegetables bycettar electrokinetic capillary
chromatographyrood Chemistry53 (1) 43-50 p.

TOUKAIRINODA, T., SAKAMOTO, E., HIROSE, N., MORI, M ITOH, T.és munkatarsai.
(1989) Determination of vitamin-B derivatives in foods and biological-materials by
reversed-phase HPLQournal of Nutritional Science and Vitaminolod@b (3) 171-180
p.

TOYOSAKI, T., YAMAMOTO, A., és MINESHITA, T. (1986) Simultaneous analysis of
riboflavin and its decomposition products in vasamilks by high-performance liquid-
chromatographyJournal of Micronutrient Analysj (2) 117-123p.

TSUNODA, K., INOUE, N., IWASAKI, H., AKIYA, M., ésHASEBE, A. (1988) Rapid
simultaneous analysis of nicotinic-acid and nicatnde in foods, and their behavior
during storageJournal of the Food Hygienic Society of Japaf (4) 262-266 p.

TUCKER, K. L., OLSON, B., BAKUN, P., DALLAL, G. E.SELHUB, J.és munkatarsai.
(2004) Breakfast cereal fortified with folic acid, vitamBs, and vitamin B, increases
vitamin concentrations and reduces homocysteineeardrations: A randomized trial.
American Journal of Clinical Nutrition79 (5) 805-811p.

TYLER, T. A., és GENZALE, J. A. (1990)Liquid-chromatographic determination of total
niacin in beef, semolina, and cottage cheeseirnal of the Association of Official
Analytical Chemists73(3) 467-469 p.

VALLS, F., SANCHO, M. T., FERNANDEZ-MUINO, M. A., € CHECA, M. A. (2000)
Simultaneous determination of nicotinic acid andotinamide in cooked sausages.
Journal of Agricultural and Food Chemisir¥8 (8) 3392-3395p.

VANDERSLICE, J. T., MAIRE, C. E., és YAKUPKOVIC, E. (1981) Vitamin-Bs in ready-to-
eat cereals - analysis by high-performance liglidymatography.Journal of Food
Science46(3) 943-946 p.

VANNIEKERK, P. J., SMIT, S. C. C., STRYDOM, E. S.,Bs ARMBRUSTER, G. (1984)
Comparison of a high-performance liquid-chromatpgra and microbiological method
for the determination of niacin in food®urnal of Agricultural and Food Chemistr§2
(2) 304-307p.

140



Analitikai moédszerfejlesztés funkcionalis élelmiskerizben old6do vitamintartalmanak vizsgalatara

VANSCHOONHOVEN, J., SCHRIJVER, J., VANDENBERG, Hs HAENEN, G. (1994)
Reliable and sensitive high-performance liquid-chatographic method with
fluorometric detection for the analysis of vitanBg-in foods and feedsJournal of
Agricultural and Food Chemistry2 (7) 1475-1480p.

VIDAL-VALVERDE, C., és DIAZ-POLLAN, C. (1999) Optimization analysis by capillary
electrophoresis of thiamine in meat: Comparisonhwitigh performance liquid
chromatographyEuropean Food Research and Techno)@&$9(5) 355-359 p.

VIDAL-VALVERDE, C., és DIAZ-POLLAN, C. (2000) Comparison of capillary
electrophoretic and high performance liquid chragedphic thiamin determination in
milk. Milchwissenschaft-Milk Science Internation&b (6) 307-309 p.

VIDALVALVERDE, C., és RECHE, A. (1990) An improved high-performance liquid-
chromatographic method for thiamin analysis in fadeitschrift Fur Lebensmittel-
Untersuchung Und-Forschun@91(4-5) 313-318p.

VIDALVALVERDE, C., és RECHE, A. (1991)Determination of available niacin in legumes
and meat by high-performance liquid-chromatogragbyrnal of Agricultural and Food
Chemistry 39(1) 116-121p.

VIDOVIC, S., STOJANOVIC, B., VELJKOVIC, J., PRAZIGRSIC, L., ROGLIC, G.és
munkatarsai. (2008)Simultaneous determination of some water-soluliiemins and
preservatives in multivitamin syrup by validatealkslity-indicating high-performance
liquid chromatography methodournal of Chromatography,A202(2) 155-162p.

VINAS, P., BALSALOBRE, N., LOPEZ-ERROZ, C., és HERNDEZ-CORDOBA, M.
(2004) Determination of vitamin Bcompounds in foods using liquid chromatography
with post-column derivatization fluorescence detectChromatographia59 (5-6) 381-
386 p.

VINAS, P., LOPEZ-ERROZ, C., BALSALOBRE, N., és HERNDEZ-CORDOBA, M.
(2003) Reversed-phase liquid chromatography on an anta®oisary phase for the
determination of the b group vitamins in baby faaligirnal of Chromatography,A007
(1-2) 77-84 p.

WALKER, M. C., CARPENTER, B. E., és COOPER, E. 1981) Simultaneous determination
of niacinamide, pyridoxine, riboflavin, and thiamaimn multivitamin products by high-
pressure liquid-chromatographjournal of Pharmaceutical Scien¢&9 (1) 99-101 p.

WARD, C. M., és TRENERRY, V. C. (1997The determination of niacin in cereals, meat and
selected foods by capillary electrophoresis antl pigrformance liquid chromatography.
Food Chemistry60(4) 667-674p.

WATSON, D. G., IQBAL, Z.,, MIDGLEY, J. M., PRYCEJONE H., MORRISON, L.és
munkatarsai. (1993Measurement of ascorbic-acid in human aqueous-hambplasma
and bovine aqueous-humor by high-performance lighi®wmatography with
electrochemical detectiodournal of Pharmaceutical and Biomedical Analydi$ (4-5)
389-392 p.

WILSON, S. D., és HORNE, D. W. (1984High-performance liquid-chromatographic
determination of the distribution of naturally-ocdng folic-acid derivatives in rat-liver.
Analytical Biochemistryl42(2) 529-535 p.

WIMALASIRI, P., és WILLS, R. B. H. (1985)Simultaneous analysis of thiamin and riboflavin
in foods by high-performance liquid-chromatograpbgurnal of Chromatography318
(2) 412-416p.

WIRAKARTAKUSUMAH, M. A., és HARIYADI, P. (1998). Tehnical aspects of food
fortification Food and nutrition bulletin, N. S. iSoshaw, ed., The United Nations
University, Tokyo.

141



Engel Rita

WOOLLARD, D. C., és INDYK, H. E. (2002)Rapid determination of thiamine, riboflavin,
pyridoxine, and niacinamide in infant formulas bguid chromatographyJournal of
Aoac Internationgl85 (4) 945-951 p.

WOOLLARD, D. C., INDYK, H. E., és CHRISTIANSEN, <. (2000} The analysis of
pantothenic acid in milk and infant formulas by HRIFood Chemistry69 (2) 201-208
p.

YON, M., és HYUN, T. H. (2003)Folate content of foods commonly consumed in korea
measured after trienzyme extractidlutrition Research23 (6) 735-746p.

ZAFRA-GOMEZ, A., GARBALLO, A., MORALES, J. C., ésARCIA-AYUSO, L. E. (2006)
Simultaneous determination of eight water-solubtamins in supplemented foods by
liquid chromatographyJournal of Agricultural and Food Chemistrg4 (13) 4531-4536
p.

ZAJKAS, G. (2004). Magyarorszag nemzeti taplalkpodiskaja, Nemzeti Népegészségligyi
Program tdmogatasaval, Budapest.

142



Analitikai moédszerfejlesztés funkcionalis élelmiskerizben old6do vitamintartalmanak vizsgalatara

11 MELLEKLETEK
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Bg-vitamin és vitamerijei

Nikotinamid
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Bg-vitamin és vitamerijei
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C-vitamin és vitamerijei

HO HO
HO N\ o o HO N\ o o
HO OH 0 0O
Aszkorbinsav Dehidro-aszkor binsav
Melléklet 1.

Vizben oldbédé vitaminok standardoldatanak haromdiamas kromatogram
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