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Simultane Bestimmung der Vitamine
B1, B2 und B6 in Sduglingsnahrung
mittels LC-MS/MS

Schneller, selektiver, genauer als mit separaten HPLC-Laufen

ndustriell hergestellte Sauglingsnah-

rung auf Milchpulverbasis stellt welt-

weit einen Ersatz fur Muttermilch
dar und liefert alle notwendigen Nahr-
stoffe fiir Neugeborene und Kleinkinder.
Damit sind diese Produkte essentiell
fur Gesundheit und Entwicklung von
Sduglingen bei einer muttermilchfreien
Erndhrung und unterliegen strengen
Qualitatskontrollen. Ein  besonderer
Schwerpunkt liegt dabei in der Bestim-
mung der Vitamine.

Thiamin (Vitamin B1), Riboflavin (Vi-
tamin B2) und die Vitamin B6 - Formen
Pyridoxin, Pyridoxal und Pyridoxamin
gehdren zur Gruppe der wasserl&slichen
In den DIN-Methoden!" izl
zur Bestimmung von Vitamin B1, B2 und

Vitamine.

B6 in Lebensmitteln erfolgt eine Extrak-
tion durch Sdureaufschluss mit anschlie-
Bender enzymatischer
mindestens 16 Stunden. Die Bestimmung
mittels HPLC und Fluoreszenzdetektion
erfolgt far alle drei Vitamine mit separa-

ten chromatographischen Methoden, flr

Hydrolyse flr

Vitamin B1 muss fur die Detektion eine
aufwendige Derivatisierung durchge-
fihrt werden. Dementsprechend ist die
Analytik zur Bestimmung aller Vitamine
mit einem hohen apparativen und zeit-
lichen Aufwand verbunden. Die Stérung
der Detektion bei komplexen Matrices ist

hiufig problematisch.
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Die hier vorgestellte Methode setzt sich
zusammen aus einem stark vereinfachten
Extraktionsverfahren und einer simultanen
Erfassung in einem chromatographischen
System. Die Detektion erfolgt mittels MS/
MS nach Elektrosprayionisation (ESI) inner-
halb einer Gesamtlaufzeit von 15 Minuten.

Versuchsanordnung
Probenvorbereitung

4 g Probe werden in ein 50 ml Zentrifu-
0,25 g
Taka-Diastase und 1 ml saurer Phosphata-

genréhrchen eingewogen, mit

Institut Kirchhoff Berlin;
Harald Méller-Santner, AB Sciex Deutschland GmbH,

Unsere Autoren: Oliver Meier und Andrea Thellmann,

seldsung (6 mg/ml) versetzt und auf 40 g
mit 50 mM Natriumacetatpuffer (pH=4,5)
aufgefillt. Nach 3 h Inkubation unter re-
gelmé&Bigem Schiitteln bei 37 °C wird der
Ansatz fir 30 min auf 60 °C erhitzt. Im
Anschluss wird die Lésung auf Raumtem-
peratur abgekiihlt, zentrifugiert und fein-
filtriert. Ein Aliquot des Extrakts wird mit
isotopenmarkierten Standards versetzt
und in Eluent A verdinnt.

LC Bedingungen

Siule: C18  CoreShell 50x3,0mm/2,7um




Siulentemperatur: 20 °C  Flussrate: 0,5 mi/min

Eluent A: 20 mM Ammoniumformiat in Was-
ser, 10 % Methanol mit 0,1 % Amei-
sensaure

Eluent B: 20 mM Ammoniumformiat in Me-
thanol mit 0,1 % Ameisensdure

Gradient: Zeit (min) %A %B
0,0 100 0
8.0 45 55
8,1 100 0
15,0 100 0

Gesamtlaufzeit: 15 min  Injektionsvolumen: 20 pl
MS Parameter

MS Systemn: SCIEX QTRAP® 6500 LC-MS/MS System
Modus: Turbo V™™ Quelle, ESI Positiv
Software: Analyst® 1.6.2

Datenakquisition: Scheduled MRM Algorithmus
Curtaingas: 45 CAD Gas: high
Spannung (IS): 3500 V

Gas 1:40 Gas2:55 Temperatur: 450 °C
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MRM 265.1 > 122.1

A: Standardlésung 0,25ng/ml
B: Milchpulverprobe 30pg/100g
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Pyridoxin MRM 170.4 >134.0

A: Standardldsung 0,5ng/ml
B: Milchpulverprobe 60pg/100g

MRM Ubergénge:
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Vitamin B2 MRM 377.1 >243.1
A: Standardlésung 0,5ng/ml
B: Milchpulverprobe 30pg/100g

ner Laborvergleichsuntersuchung® ver-
wendet.

Ergebnisse

Richtigkeit

Zur Uberpriifung der Richtigkeit wurde ein
Milchpulver aus einer Laborvergleichsun-
tersuchung!® analysiert. AuBerdem wurde
eine reale Milchpulverprobe, dessen Ge-
halt Gber einen Zeitraum von 10 Monaten
90 Mal nach den DIN-Methoden!"M2/E] be-
stimmt wurde, untersucht. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 1 und 2 aufgefihrt.

Linearitat
Die Linearitit wurde an einer Milchpulverma-
trix durch Dotierung der Analyten auf drei ver-
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Pyridoxul MRM 169.4 > 150.1

A: Standardldsung 0,5ng/ml
B: Milchpulverprobe 140pg/100g

I J4as
| FE

-

| Stes

| e E
J\ = ‘a

ERR

\ imonc &
1 A i\& ol p

40098
o092y

/
P
sl I

Pyridoxamin MRM 169.4 > 152.2
A: Standardlésung 0,5ng/ml
B: Milchpulverprobe 120pg/100g

schiedenen Konzentrationsniveaus tberpriift.
Bestimmt wurden der Verfahrensvariations-
koeffizient (Vk) der Regressionsgeraden. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 3 aufgeflihrt.

Abweichung vom Zielwert [%6]
Z-Score

+12
0.8

-D,’I —D,E

Tabelle 1: Ubersicht der Ergebnisse der Laborvergleichsuntersuchung

Vitamin 2651 1221
B1 2651 1440 40 45
Vitamin 3771 2431 56 33
B2 37/ 519825 = 56 5
Pyridoxin 1704 1340 40 30
1704 1522 40 17
Pyridoxal 168,3 1501 25 10
6835 w100 s h e =30
Pyridoxa- 1694 1522 32 18
min 16894 1341 32 30
Chromatogramme:
Im Folgenden werden Beispielchro-

matogramme und die Ergebnisse der
Validierung fur die Untersuchung von
Sduglingsnahrung auf Milchpulverbasis
vorgestellt. Bei dem verwendeten Un-
tersuchungsmaterial handelt es sich um
gangige Anfangs- bzw. Folgemilch. Als
Referenz wurde die Milchpulverprobe ei-

Vergleich zur DIN Abweichung [%e]
Tabelle 2: Abgleich mit DIN-Methoden

-E

Verfahrensvariationskoeffizient (%] 2,3 2.8 2.2 4.8

Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Priifung der Linearitét
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Prazision

Zur Bestimmung der Pr3zision wurde eine reale
Milchpulverprobe unter Wiederhol- und unter
Vergleichsbedingungen analysiert. Flir die Wie-
derholprézision wurden mindestens 6 Werte
betrachtet, die Vergleichsprazision wurde Uber
einen Zeitraum von 8 Monaten aus mindestens
10 Einzelwerten ermittelt. Fir Pyridoxal und
Pyridoxamin wurde aus den Dotierungen zur
Priifung der Linearitat die Wiederholprazision
bestimmt und daraus die Vergleichsprazision
berechnet. Die Messunsicherheit setzt sich zu-
sammen aus der Vergleichsprazision und der
Standardunsicherheit der Auswertung der La-
borvergleichsuntersuchung 5.

Empfindlichkeit

Die Bestimmungsgrenzen (BG) wurden dber
eine Grundkalibrierung* abgeschatzt und tber
6-fach-Dotierung auf eine analytfreie Milchpul-
vermatrix Uberprift. Die Bestimmungsgrenze
wurde fiir alle Analyten vereinheitlicht. Da das
Verhéltnis von Signal zu Rauschen bei gleicher
Konzentration sehr unterschiedlich ausfallt, ist
bei einigen Analyten eine deutlich niedrigere
Bestimmungsgrenze méglich.

*: 10 Konzentrationsniveaus In dquidistanten
Abstinden in einem Bereich von 0.05-0.5 ng/
ml bzw. 0.7-1.0 ng/ml!

Fazit

Die Ergebnisse der Validierung zeigen, dass
das Verfahren innerhalb einer Messunsi-
cherheit®™ von maximal 20% richtige und
prazise Messdaten liefert. Die vorgestellte
Methode ist diesbezlglich mit den DIN-Me-
thoden!"M2E] Zquivalent. Zusétzlich konnte
die Effizienz gegeniber den etablierten
Verfahren deutlich gesteigert werden. Das
einfache Extraktionsverfahren ohne Sau-
reaufschluss gewshrleistet eine effektive
Erfassung aller 5 Vitamine, die kurze Inku-
bationszeit der enzymatischen Reaktion ist
ausreichend fiir eine vollstédndige Freisetzung
der Analyten. Durch die simultane Detektion
in einem chromatographischen System mit-
tels hochspezifischer MS/MS-Detektion ist
der apparative Umfang und Aufwand ver-
gleichsweise gering und die Selektivitat im
Vergleich zur LC-UV und LC-FLD Detektion
deutlich héher. Das Resultat ist eine Metho-
de, die mit geringem zeitlichen, personellen
und instrumentellen Aufwand einen hohen
Probendurchlauf erméglicht.

Referenzen
1 DIN EN 14122:2014 ,,Bestimmung von
Vitamin B1 in Lebensmitteln mit HPLC”
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Wiederholprazision RSD (%]
\ergleichsprazision RSD [%4] 7,D

Messunsicherheit [%] 15

8,’1 4,9 D.Q 7,1

15 15 20 20

Tabelle 4: Wiederhol- und Vergleichsprazision bzw. Messunsicherheit

Prazision an BG RSD [%4]

SignalRausch-Verhaltnis 1:800

Bestimmungsgrenze [pg/100g] 50

Tabelle 5: Bestimmungsgrenzen
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Zusammenfassung

Es wurde eine LC-MS/MS basierte Methode
far 5 wasserldsliche Vitamine entwickelt und
validiert, die folgende Vorteile ausweist:

« Einfaches Extraktionsverfahren

« Erfassung in einem HPLC-Lauf

1:800

1:400 (| aa ) 150

50 50 50 50

« Erhdhung von Selektivitdt und Empfind-
lichkeit der Detektion durch Messung mit-
tels LG-MS/MS

Vortrag auf dem 7.

Berliner LC-MS/MS
Symposium am 14.3.2017,
ESTREL Hotel Berlin

Die erste &ffentliche Prasentation der beschrie-
benen Vitamin Multimethode erfolgte auf dem
Deutschen Lebensmittelchemikertag 2016 in
Freising. Welche Erfahrungen Institut Kirchhoff
mit der Methode in der Routine gemacht hat,
welche Erweiterungen um zusétzliche Vitamine
und Lebensmittelmatrices fur sinnvoll und még-
lich erachtet werden, wird Mitte Méarz 2017 in
einem Vortrag von der Authorin dieses Artikels
Andrea Thellmann zu hdren sein.

Frau Thellmann wird auf Einladung der Firma
AB Sciex Deutschland GmbH am Nachmittag
des 14.3.2017 in der Session zur Lebensmittel-
analytik im Rahmen des 7. Berliner LC-MS/MS
Symposiums sprechen. Der Titel ihres Vortrags
lautet: Entwicklung einer Methode zur simul-
tanen Bestimmung der Vitamine B1, B2 und B6
in Sduglingsnahrung auf Milchpulverbasis.

Die Sciex-Veranstaltung besteht aus einer
Plenarsitzung am Vormittag und 6 parallelen
am Nachmittag des 14. Mérz 2017 und be-
inhaltet auch eine Poster-Session sowie eine
Industrieausstellung zu Produkten rund um
die LC-MS/MS. Am Vortag gibt es die Mdg-
lichkeit, an kostenpflichtigen Trainingskursen
teilzunehmen. Am Tag nach dem Symposium,
also am 15.3.2017, schlieBt sich dann noch ein
Vormittag mit Diskussionsveranstaltungen zu
Teilgebieten der Lebensmittelanalytik an.

Mehr Informationen erhalten Sie unter
www.sciex.com/berlin2017



