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1. OSSZEFOGLALAS

A hidrofil kolcsdnhatasi folyadékkromatografia (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography, HILIC) az elmult években a folyadékkromatografias technika
egyik legdinamikusabban fejl6d6é aga lett. Tomegspektrometrometrias elven
mikddé detektorokkal 6sszekapcsolva a HILIC-MS rendszerek lehetfvé teszik a
korabban a nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) nehezen vagy egyaltaldn nem visszatarthat6é és detektalhaté
célkomponensek elvalasztasat olyan komplex mintakban, mint példaul a ndvényi
vagy az éllati eredetl élelmiszerek, takarméanyok. Jelen dolgozat négy konkrét példan
keresztlil mutatja be a HILIC-MS alkalmazasanak lehet6ségét polaros vegylletek
meghatarozdsa esetében. A bemutatott vizsgélati eljarasok kozott szerepel olyan
élelmiszer-szennyez8 karcinogén anyag vizsgalata, mint példaul az akrilamid, amelynek
bizonyos élelmiszercsoportokban torténé meghatarozasat jogszabaly irja el6. Ennek
a dolgozatnak a célja tovdbba az élelmiszerekhez adott vizoldhaté B-vitaminok
kimutatasara kidolgozott HILIC-MS mo&dszer részletes attekintése. A B-vitaminok
vizsgalatara tobb nemzetkdzi szabvéany is készult, amelyek az egyes B-vitamin-
tipusoknak megfelel6en ajanlanak meghatarozast. Enhez képest HILIC-MS technikéaval
a legtdbb B-vitamin egyutt mérhet6. Ez a vizsgalati lehet6ség nagy el6relépést jelenthet
a B-vitaminokat rendszeresen és nagy mintaszammal vizsgalé laboratériumok
szamara. Az ételintoleranciaval él6k szamara fontos a tej alapu élelmiszerek lakt6z
tartalmanak ismerete. A kis koncentracioban jelenlevé lakt6éz kimutatasara szintén a
HILIC-MS kapcsolt rendszer adhat gyors és pontos megoldast, amelynek bemutatasa
szintén dolgozatom targyat képezi. Végezetul a dolgozatban szerepel a karbamid
(urea) takarmanymintakban torténé meghatarozdsa is. A jogszabaly fotometrias
mérést ir el6 az ureara, ennek az eljardsnak a megbizhatésaga kis koncentraciés
szinteken azonban megkérddjelez6dott, ezért alternativ megoldasként el6térbe kerult a
HILIC-MS modbdszer. Jelen vizsgélati mddszerek alkalmazhatésagat igazolja a
nemzetk6zi korvizsgalatokban valé eredményes részvétel, a kontroll mintakban
detektalt kell6éen pontos koncentracidk, valamint a teljeskdrlden validalt modszerek
tanusitdsa a Nemzeti Akkreditalé Hatésag (NAH) altal.

2. Bevezetés lan a leggyakoribb a HPLC alkalmazasa. A HPLC a

folyadékfazisban teszi lehet6vé a célkomponensek
A miszeres analitikai kémiai vizsgélatok nagyrészt elvalasztasat a HPLC eluensében old6éd6 mintakban
elvalasztastechnikai mdédszerek, amelyek kozil ta- (példaul az élelmiszerekben) jelenlévé matrixkom-

1 EMI-TUV SUD Kit.
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ponensektdl. A HPLC alkalmazasat ugyanakkor kor-
latozhatja a meghatarozandé vegyuletek polaritasa;
féképpen igaz ez nagy polaritasu, hidrofil komponen-
sek esetében [1]. Normal fazisi HPLC (NP-HPLC)
elvalasztasnal a HPLC kolonna all6fazisa polaros
karakterl, amely lehet8séget biztosit kiilonb6z6 kol-
csbnhatasok kialakitasara a toltet és a polaros cél-
vegylletek kdzott, ugyanakkor a mozgéfazis (példaul
alkan, halogénezett alkanszarmazék, éter vagy ace-
tat) apolaros jellege kovetkeztében a hidrofil kompo-
nensek nem oldédnak az eluensben (mozgéfazisban),
igy nem vizsgéalhatok NP-HPLC-vel. A forditott fazisu
HPLC (RP-HPLC) elvalasztasnal a polaritasviszonyok
az 4ll6- és a mozgofazis kdzott megvaltoznak, igy a
hidrofil célkomponensek jol oldédnak a polaros vizes
eluensben, ugyanakkor visszatartasuk az alkil-mé6-
dositott apolaros all6fazison kicsi, vagy egyaltalan
nincs retenciéjuk. Emiatt a holtid6ben elualédnak.
A HILIC jellegd elvalasztasoknal nincs olyan éles
polaritdskilénbség az all6- és a mozgofazis kozott,
mint az NP-HPLC és az RP-HPLC esetén. A HILIC-et
ugy jellemezhetjik, mint egy olyan HPLC rendszert,
ahol az alléfazis polarosabb, a mozgéfazis pedig
kevésbé az [1]- Ez lehet6séget biztosit egyrészt a
célkomponensek oldédasara az eluensben, vala-
mint az all6fazisban a visszatartasukhoz szikséges
kélcsbnhatasok kialakitadsara is. A HILIC tehat nagy
polaritasu, ionos vegylletek HPLC-s elvalasztaséara
alkalmazhat6, apolaros vagy protonfunkcioval nem
rendelkez6 vegylletekére azonban nem [2].

A HILIC kolonnak polaros all6fazisok, amelyek le-
hetnek szilikagél alapuak, anion- vagy kationcse-
rélg, kettdés ionos all6fazisok, illetve polarosan mo-
dositott fazisok. A szilikagél all6fazis megegyezik
a NP-HPLC-ben alkalmazott all6fazissal, viszont a
HILIC kolonnat nem apolaros szerves olddszerben
taroljak, hanem viz-acetonitril elegyben, amely kis
koncentracidoban (5-10 mM) ammodnium-acetatot is
tartalmazhat. A HILIC elvalasztas lényege, hogy a
kolonnan aramlé alacsony viztartalmu eluens hata-
sara az allofazis feliletén a fizikailag szorbealddott
vizbél hatarfeluleti réteg alakul ki [2]. Ebbe a rétegbe
oldédnak bele a hidrofil célkomponensek, amelyek
polaritdsuktdl figgéen vandorlasuk soran hosszabb
vagy rovidebb id6t toltenek el az all6fazison, és re-
tenciés tulajdonsagaik alapjan lesznek megkulon-
boztethetdk. A HILIC rendszerben a nagyobb polari-
tasu vegylleteknek lesz hosszabb vandorlasi idejik,
ami azt jelenti, hogy minél nagyobb egy komponens
vizoldékonysaga, annal tébb id6t tolt a hatarfelileti
rétegben (és ezaltal az all6fazison), vagyis annal na-
gyobb lesz a retencidja. Ha az eluens nem tartalmaz
vizet, akkor az all6fazison a hatarfellleti réteg nem
alakul ki, ezért 100% szerves olddszert nem hasznal-
hatunk mozgofazisnak. A HILIC mozgoéfazisok viz és
valamely vizzel elegyed6 kisviszkozitasu szerves ol-
doészer elegyei. A HILIC jellegébél adodik, hogy a viz,
mint eluens, a legeltzivabb, mivel ez a legpolarosabb
oldoszer. Szerves eluens-modifikatorként leggyak-
rabban acetonitrilt alkalmaznak, mert ennek viszkozi-
tasa kicsi, ami keskeny kromatografias csucsokat és

kisebb nyomésesést eredményez. Az eluens viztar-
talma 2-40 v/v% kozott valtozik. Minél alacsonyabb
viztartalmu eluenssel tudunk elvalasztast elérni, an-
nal jobb a HILIC kolonna. Ugyanakkor az eluensnek
feltétlentil legaldbb annyi vizet kell tartalmaznia, hogy
a vizsgalt vegyuletek oldddjanak benne. Ez a feltétel
gatat szab a viz térfogatrészének csokkentésének.
Gradiens ellcié esetén a mozgofazis viztartalmanak
novelésével tehetjik elizivabba az eluenst. Proton-
funkciéval rendelkezd, ionos allapotba hozhaté ba-
zikus komponensek, példaul aminok HILIC elvélasz-
tasanal fontos, hogy a mozgéfazis kémhatasa savas
legyen, mert a célkomponensek igy lesznek polaros
(ionos) allapotban, amivel retenciéjuk is névekszik.

A magas acetonitril tartalmd savas eluens kifejezet-
ten el6nyts tdmegszelektiv detektorok alkalmazésa
esetén, az elektroporlasztasos ionizacié (electrosp-
ray ionisation, ESI) hatékonysagat ugyanis nagyban
novelhetjik, ha az eluens nagyobb részben szerves
oldészert tartalmaz, mert ennek parolgasa és be-
szaritasa az ESl-ben gyorsabb, mint a magas viz-
tartalmua eluenseké. Az alacsony pH tovabb néveli a
pozitiv médu ionizaciot és ezéltal tobb ion képzddik,
majd lép be az analizatortérbe, ami noveli az érzé-
kenységet. Tandem tomegspektrometrias (MS/MS)
detektalast alkalmazva a jelent8sen feljavitott ioni-
zaciés hatasfokon tdl az MS/MS készulék nagyfoki
szelektivitdsat kihasznéalva olyan applikaciés lehet6-
ségek adédnak, amelyekre kordbban nem volt példa.
A HILIC-MS/MS kapcsolt technika nagy érzékenység
mellett, alacsony koncentraciés szinten biztositja
hidrofil célkomponensek biologiai matrixokbdl tor-
tén6 meghatarozasat. Példaként emlithet6k a pola-
ros novényvédbszerek maradékainak vizsgalata, a
hidrofil mikotoxinok meghatarozasa, vagy akar a te-
nuazonsav vagy a flavonoidok névényi extraktumok-
bol térténé elvalasztasa [3, 4, 5]. Jelen dolgozat ha-
rom élelmiszervizsgalati és egy takarmanyvizsgalati
HILIC-MS/MS modszert mutat be:

1. Akrilamid meghatarozasa tobbfajta élelmi-
szerbdl;

2. Szilard vagy folyékony élelmiszermintakhoz
adott vizoldhat6 B-vitaminok meghatarozasa;

3. Laktézmentes termékek laktdztartalmanak
vizsgalata alacsony koncentraciés szinten;

4. Karbamid (urea) meghatdrozdsa takarma-
nyokbal.

3. Akrilamid meghatarozasa élelmiszerekbél

Akrilamid az élelmiszerekben fehérjék és cukrok jelen-
|étében, 120 °C feletti h6kezelés kozben keletkezik.
Réakkeltd vegyllet, amelynek élelmiszerekben el6-
fordul6 maximalis mennyiségét az EU 2017/2158 sz.
rendelete szabalyozza [6, 7]. Az akrilamidrdl részletes
és atfogd hazai tanulméany jelent meg 2018-ban [7],
a meghatarozasara kidolgozott szabvanymodszert
(EN 16618:2015) pedig élelmiszervizsgalé laboratériu-
mok vilagszerte széles korben alkalmazzak [8].
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Az akrilamid (NH2C(=0)-CH=CH?2 egy kis molekula-
sulyud, polaros vegyilet (Mw: 71 g/mol; logP: -0.67),
amely gazkromatografiaval és nagyhatékonysagu
folyadékkromatografias technikaval egyarant vizs-
galhaté. A gazkromatografids elvalasztashoz az
akrilamidot szarmazékolni kell [9], de folyadékkro-
matogréafias mérés esetén ez nem szilkséges. A szab-
vany az akrilamid meghatarozasara HPLC-MS/MS
modszert ir el6 [8]. A HPLC-s elvalasztasnal viszont
gondot okoz, hogy a hagyomanyos RP-HPLC-s osz-
lopoknak akrilamidra nincs visszatartasuk. A szab-
vany porézus grafitalt szén alapt alléfazist (PGC,
Hypercarb™) javasol, amelynek visszatartasa akri-
lamidra 100% vizes eluens (0,1%, v/v, ecetsav viz-
ben) mellett megfelel6 [8]. A retenciés tényezd, k'’ =
4.100% viztartalmU eluenssel mérve. Mas RP-HPLC
oszlopoknak gyakorlatilag elhanyagolhaté az akrila-
midra torténd visszatartdsa, ha azonban mégis lenne,
az kizarolag 100% vizes eluens alkalmazasa mellett
fordulhatna el6. A magas viztartalmi eluens az ioni-
zaciét ESI ionizécié soran nagyban csdkkenti, az elu-
ens parolgasa és beszaritdsa az ionforrasban ugyan-
is annal kisebb hatékonysagu folyamat, minél tébb
vizet tartalmaz a mozgdfazis. Ezaltal az ionforrasban
kevesebb ion keletkezik és igy csdkken a vegylletre
elérhetd alsé méréshatart rontd érzékenység [10].

A szabvany szerinti minta-el6készités soran a min-
takat vizzel extrahaljuk és els6 korben multiméd
(anion- és kationcserél6 egy toltetben) szilard fazisu
extrakcioval (SPE) tisztitjuk. Az SPE oszlopon atfolyt
extraktumot ezutdn ENV+ SPE oszlopon tisztitjuk
tovabb, amelynek van visszatartasa a metanol-viz
eleggyel elualhaté akrilamidra. Az SPE oszloprol tor-

téné leoldas utan beparlas és visszaoldas kdvetke-
zik. Ha figyelembe vesszik a két SPE |épést és a vi-
zes metanol lassu parolgasat, akkor levonhatjuk azt a
kovetkeztetést, hogy ez egy koltséges és idbigényes
el6készités. A vizsgalati szabvany kavémintak eseté-
ben hexannal torténd zsirtalanitast is el6ir [8].

3.1. Akrilamid meghatarozdsa HILIC-MS/MS
maodszerrel

Az akrilamid poléaros jellegébél adodik, hogy HILIC
oszlopon is lehet visszatartasa. Kisméretd molekula
lévén azonban behatérolt a kdlcs6nhatasa az alléfa-
zissal, igy a megfeleld HILIC oszlop alapos kivalasz-
tdsa ajanlott annak érdekében, hogy ak’ > 1 miniméa-
lis kromatografias feltétel - amit az EU 2002/657/EC
rendelete is el6ir [11] - teljesiljon. Amennyiben meg-
feleld HILIC elvalasztassal sikeril ezt a feltételt telje-
siteni, ugy az RP-HPLC-hez képest magas acetonitril
tartalmd mozgodfazissal az elvalasztas végrehajthato.
Ez a nagymennyiségl acetonitrilt tartalmazo6 vizes
eluens magas ionizaciés hatasfokot eredményez és
hatékonyan noveli a modszer érzékenységét.

Kisérleteink soran tébb HILIC oszlopot is Kipro-
baltunk annak érdekében, hogy elfogadhaté visz-
szatartast érjunk el akrilamidra [12]. Megfeleld visz-
szatartdst azonban csak nagyon magas acetonitril
tartalml eluenssel sikertlt elérni, ami azért nehezi-
tette a maddszerfejlesztést, mert ennek megfelel6en
a vizsgalandé mintak oldészerének is magas szer-
vesanyag-tartalmunak kellett lennie. A végsé valasz-
tAs a TSKgel Amide-80 tipusu oszlopra esett [12].
A TSKgel Amide-80 all6fazisa karbamoil csoportokat

1 abra. 10 ng/ml-es akrilamid standard HILIC-ESI(+)-MS/MS kromatogramja (72 > 55 m/z).
Figure 1 Chromatogram of 10 ng/ml acrylamide standard HILIC-ESI (+) - MS / MS (72> 55 m/z).
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tartalmaz, amely egyedi visszatartdst eredményez a
teljesen pordzus alléfazis és a polaros célkomponen-
sek kozott. A TSKgel-Amide-80 kolonnan 95% (v/v)
acetonitril mellett lehetett k’ > 1-et elérni, mig a tobbi
kolonna esetén 98% (v/v) acetonitrilre volt sziikség
az eluensben ennek eléréséhez. A TSKgel Amide-80
kolonnan 0,1% (v/v) hangyasav és 1 mM ammoni-
um-formiat tartalmda viz-acetonitrii mozgdéfazissal
(5/95, v/v) az akarilamid retenciés tényezéje 1,14 lett
(1. 4bra).

A magasabb ammoénium-formiat tartalmd eluens
(>1 mM) csokkentette, a magasabb savtartalom
(>0,1 %, v/v) viszont nem novelte tovabb az érzékeny-
séget. A magas acetonitril tartalmd mozgoéfazis az
ESI-MS/MS detektalas soran 1 nagysagrenddel no-
velte a kimutatasi hatart a magas viztartalmu (95%,
vlv) eluenshez képest. Ez lehetéséget nyujtott a min-
ta-el6készités soran a minta higitasara és az SPE
Iépések elhagyasara, ami az ugynevezett ,dilute-
and-shoot” eljardshoz vezetett. A ,dilute-and-shoot”
modszerekben a minta extrakcidjat kdvetéen izotop-
jelélt bels6 standarddal higitjuk az extraktumot, majd
az LC-MS/MS késziilékbe injektaljuk azt [10].

A HILIC elvélasztas esetén fontos, hogy az injektalt
minta old6szerének 6sszetétele azonos legyen az el-
uens dsszetételével, annal ne legyen elizivabb. Emi-
att a szabvanyban szerepl6é nagy oldészer felesleg(
vizes extrakci6 nem hasznélhaté. A vizes extraktu-
mot ugyanis tovabb kellene higitani acetonitrillel az
injektalas el6tt, ez viszont emelné a mérés alsé ha-
tarat (Limit of Quantification, LOQ) a minta tovabbi,
legalabb tizszeres higulasa miatt. Az akrilamidnak az
aceton megfelel6 oldészer, ezért gyakran alkalmaz-
zak élelmiszermintak extrakciojara. Az acetonitriles
extrakciéo kilén el6nye, hogy a HILIC rendszerrel
kompatibilis oldészer; ebbdl adédoan az acetonitril
alapu extrakcid, valamint a szlrés utan kézvetlendl
lehetne az extraktumot a HILIC-MS/MS rendszerbe
injektalni. Az acetonitriles extrakcié tovabbi el6nye
a 100% vizes extrakci6hoz képest, hogy a fehérjé-
ket és a zsirokat az acetonitril kicsapja, a sokat nem
oldja fel nagy koncentraciéban, igy a mintabdél ezen
matrixok eltavolitdsa a szilard-folyadék extrakcié so-
ran kbnnyedén megvaldsithatd. Kisérleti terv gyanant
vizsgalva a megfelel§ extrakcios kozeget azt talaltuk,
hogy természetesen szennyezett mézeskalacshol
acetonitril-viz-hangyasav (69/30/1, v/v/v) eleggyel le-
het a legmagasabb mennyiség( akrilamidot kivonni
[12]. A mézeskalacs idealis mintamatrix volt, mert az
Osszetételébdl (méz, cukor, fehérje, keményitd) ko-
vetkez6en feltételeztiik, hogy magas lehet benne a
h6kezelés hatasara képz6dott akrilamid mennyisége.
A mézeskalacsra vonatkoz6 hatarérték (800 pg/kg)
ennek megfelel6en szintén magas volt [6]. A HILIC
elvalasztas egyik jellemzé teriilete a cukrok élelmi-
szerekbdl torténd meghatarozasa [1], igy HILIC-et
alkalmazva a mintdban maradt cukrok is elvalasztha-
tok az akrilamidtol, ugyanis azok 95% (v/v) acetonitril
mellett nem elualédnak HILIC fazison.

A fent emlitett extrakciés eleggyel kivont minta ext-
raktuma a centrifugélast és a fecskenddszirést ko-
vetéen még nem injektalhaté, mert még mindig ma-
gas a viztartalma. Ezért az extraktumot injekltalas
elétt 1:1 (v/v) arAnyban acetontirillel kell higitani. A
.dilute-and-shoot” médszerek esetében a méatrixve-
gyuletek nagy szdmban és magas koncentracidéban
holt id6ben elualédnak, ezért a HPLC és az MS/MS
készuléek kozott 1évl valtdszeleppel célszerli a holt
id6ben elualédé komponenseket a hulladékoldbszert
befogadé tartalyba iranyitani. Ezzel a mddszerrel
ugyanis elkeriljiuk az ionforras elszennyez6dését. Az
1. abra azt mutatja, hogy 3 és 5 perc kozott a detek-
tor alapvonala nullara zuhan, ugyanis nincs bemen6
aram az MS/MS késziilékbe. 2,0 g mintat 20 ml ext-
rakciés kozeggel extrahalva, majd a dekantalt mintat
acetonitrillel 1:1 (v/v) arAnyban higitva a minta teljes
higulasa huszszoros. Az altalunk hasznalt LC-MS/MS
készulék kimutatdsa 1 ng/ml akrilamidra; kom-
ponensveszteség nélkul az el6készités soran igy
~20 pg/kg-os LOQ-t lehet elérni a mintdkban, ami ér-
zékenyebb MS/MS rendszerekkel még tovabb csdk-
kenthetd. A mobdszer pontossaga természetesen
szennyezett mintak (crispbread) esetén 101 %, adalé-
kolt mézeskaldcs mintanal (RSD < 7,2%) pedig 101-
105% [12]. A modszer ellenérzése végett megvizs-
galtunk egy koérvizsgalati kavémintat is. A kavéban
183 pg/kg akrilamidot detektaltunk. A korvizsgalati
mintahoz deklaralt érték 242 pg/kg volt akrilamidra.
A szamolt Z-érték igy -1,2, ami megfelel6 vizsgalatot
jelent.

3.1.1. A HILIC mddszer elénye

1. A mintatisztitds elhagyasaval mindkét, a
szabvanyban szerepld SPE lépés nélkiiloz-
het8. Ezzel az el6készités leegyszerisithe-
t6, és igy csak a szilard-folyadék extrakciés
Iépésre, illetve a dekantalt minta higitasara
van sziikség. A két SPE tisztitas kihagyasa
szamottev6éen csokkenti az analitikai vizsga-
lat koltségeit az SPE oszlopok és az oldésze-
rek tekintetében egyarant.

2. A szabvéany szerint a masodik SPE |épés utan
a viz-metanol old6szerelegy(i minta-eludtum
oldészererét el kell parologtatni. Az akrilamid
tartalmd minta bepérlasa azonban a célkom-
ponens veszteségével jar [9]. Ez a koncentra-
lasi Iépés a HILIC modszereseién elhagyhatd,
mert az extraktumot csak higitjuk, mintadusi-
tast tehat nem sziikséges végeznink.

3. Az acetonitril-viz-hangyasav extrakciés old6-
szerelegy a mintakban |év6 fehérjéket és a
zsirt kicsapja, igy nincs sziikség arra az SPE
Iépésre, amellyel a fehérjéket kellene elva-
lasztani az akrilamidtél, s6t hexannal torté-
nd zsirkivonas sem sziikséges. Az acetonitril
HILIC-kompatibilis oldészer, ezért alkalma-
zasa optimalis mind az extrakcié, mind az azt
koveté HILIC-MS vizsgalat miatt.
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4. ESI-MS/MS detektalas soran a 95% (v/v)
szerves oldészertartalmi mozgofazis nagy-
ban ndveli az ioniz4ciés hatésfokot, igy an-
nak érzékenységét is. Ez teszi lehetévé a
.dilute-and-shoot” eljaras alkalmazasat.
Izokratikus ellcidt alkalmazva az analizisidé
minddssze 8 perc [12]. A szabvanyban sze-
repl6 PGC kolonna egy specialis all6fazis,
alkalmazhatdsaga joval korlatozottabb, mint
egy HILIC oszlopé, amely széleskorben to-
vabbi applikaciokban alkalmazhaté.

5. Amennyiben a célkomponens izotépjelzett
bels6 standardja rendelkezésre all és az
LC-MS/MS készlilék érzékenysége is lehet6-
vé teszi a minta dusitasanak elhagyéasat, ak-
kor a ,dilute-and-shoot” eljaras egyszer(ien,
gyorsan és koltséghatékonyan garantélja a
célkomponensek komplex maéatrixokban tor-
téné vizsgalatat [10]. A ,dilute-and-shoot”
alapu HILIC-MS moédszerek a mlszeres ana-
litikai kémia Uj trendjébe tartoznak, jelent6sé-
guk folyamatosan névekszik.

4. B-vitaminok meghatarozasa élelmiszerekbdl

A B-vitaminok vizsgalata el6tt mindenekel6tt fontos
tisztazni, hogy az élelmiszerhez adott vitamin vizsga-

latarél van sz6 vagy a teljes - eredeti és hozzaadott
- vitamintartalom meghatarozdsara van szikség.
A mintaban ugyanis a természetben el6fordulé B-vi-
taminok kotdtt formdban vannak jelen, amelybdl
hidrolizissel vagy enzimes el6készitéssel lehet Gket
felszabaditani. Jelen dolgozat a mintdkhoz adott
vitamin meghatarozésara ajanl médszert.

A B-vitaminok meghatarozasara készilt szabva-
nyok komponensenként, tehat kulon Bl-re, B2-re,
B6-ra stb. késziiltek [13, 14, 15]. Ennek oka, hogy
egy adott vitamin (példaul a B1) teljes - a mintaban
jelenlévé és a hozzaadott forma - meghatarozasara
egyéni extrakcios el6készités sziikséges. Ezen felil
sajatos HPLC elvélasztasra és detektalasra, az UV
detektalashoz pedig szarmazékképzésre is sziikség
lehet. Amennyiben csak a mintdhoz adott vitami-
nokat vizsgaljuk, ugy tébbkomponenses szimultan
meghatarozasuk RP-HPLC-vel és optikai detektorral
nem Kkivitelezhet6. A B-vitaminok polaros jellegik-
b6l adéddan azonban j6I mérhet6k HILIC mddszer-
rel. A koellciés zavaras miatt, illetve a Bl vitamin
meghatarozasa érdekében MS vagy MS/MS detek-
tadlasra van szilkség, ami a HILIC-MS/MS kapcsolt
technika alkalmazasahoz vezet (1. tablazat). Ezzel
az analitikai megoldassal a vitaminok egymas mel-
lett mérhet6k, és a nagy érzékenység kovetkeztében
a mintael6készités ismét csak egy szilard-folyadék

1 tablazat. B-vitaminok retencios idejik és MS/MS ionatmenetei ESI pozitiv ionizaciés moédban.
Table 1 Retention time and MS/MS ion transitions of B vitamins in ESI positive ionization mode.

Lean Klaszter- Kilépési Kilép. fesz.
Retenciés  Prekurzor cany L . Belépési p Utkdzési  az utkozési
o . ion Gylijtési bonto s feszilt- . s
id6 ion o L fesziltség . energia cellabol
(m/z) id6 (ms) feszlltség ség
L (perc) (m/z) )
Vitamin k Dau- Dwell Wl e e
Retention  Pretursor . . Entrance . Collision Collision
. ; ghter time Declustering . Cell exit .
time ion . - potential . energy cell exit
(minute) mi2) ion (ms) potential Y potential v potential
(mi2) V) V) V) v
V)
81 75 41 4
Bl 9.1 265 41 5 18
122 75 19 4
172 75 49 4
B2 4.0 377 106 12 20
243 75 29 4
i 78 75 29 4
B3 amid 43 123 7 4 10
B3 amide 80 75 25 4
78 75 29 4
B3 sav 35 124 66 3 10
B3 acid 80 75 27 4
72 75 27 4
B5 3.2 220 51 5 15
90 75 17 4
134 75 27 4
B6 9.3 170 51 3 12
152 75 17 4
97 75 39 4
B7 3.8 245 61 5 16
227 75 19 4
176 75 51 4
B9 3.9 442 81 6 22
295 75 23 4
147 75 53 4
B12 9.3 678 11 9 26
359 75 31 6
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extrakciora és tovabbi acetonitriles higitasra korla-
tozédik. A B-vitaminok hidrofil tulajdonsagabdl ado-
dik, hogy az élelmiszerekhez adott vitaminokat vizzel
egyszer(ien extrahalhatjuk. A magas koncentracio
(>0,06 mg/100 g) miatt nagy feleslegl oldoszerrel
(20 ml viz/1 g minta) a B-vitaminok a szilard mintak-
bol kivonhatok, ami a hozzéadott vitaminok teljes
extrakci6jat eredményezi. Folyadékmintak esetén
vizzel, majd a mintael6készités végén acetonitrillel
lehet a mintédkat tovabb higitani.

Izotépjelzett belsd standard hianyaban a ,dilute-and-
shoot” eljaras nem alkalmazhat6, mert a hattér még
szazszoros minta higulas esetén sem kompenzéalha-
t6. A matrix nélkuli old6szeres kalibracié tehat nem
alkalmazhaté mennyiségi értékelésre. A modszer igy
matrixhoz illesztett kalibraciot igényel. Ez azt jelen-
ti, hogy a célkomponenseket kimutatasi hatar alatt
tartalmazé vakmintak extraktumait adalékoljuk vita-
minokkal meghatarozott koncentraciés szintre, majd
ezeket hasznaljuk kalibraciés pontokként [10]. Ezal-
tal a minta és a kalibracids oldatok héttere kdzel azo-
nos, a mennyiségi értékelést pedig a hattér szamot-
tev6en nem befolydsolja. Fontos megjegyezni, hogy
a matrixhoz illesztett kalibracié csak annyira pontos,
amennyire a kalibraci6hoz hasznalt vakminta és a
tesztminta matrixa egyezik. Tehat ezzel a kalibraci-
oval nem tudjuk 100%-osan kompenzalni a hatteret,
csak megkozelitjuk azt. Alternativ megoldasként al-
kalmazhatjuk a standard addiciét, amikor is a teszt-
mintat adalékoljuk a vitaminokkal, és az adalékolt
mintadkban mért jelintenzitasokbdl, illetve a jelnéve-
kedésbdl kdvetkeztetiink a nem adalékolt tesztminta
koncentracidjara.

Szilika HILIC 4&lléfazison 0,1% (v/v) hangyasavas
viz-acetonitril eluenssel j0I mérhet6k a B-vitaminok
(2. &bra), amelyeket korvizsgalati pezsg6tabletta és
dzsusz mintdkban, valamint FAPAS reggeliz6pehely
kontrollmintdban is HILIC-MS/MS mdédszerrel de-
tektaltunk. A pezsg6tablettat vizben valé feloldast
(4 g minta/200 ml) kdvetéen vizzel 1:9 (v/v) arany-
ban, majd tovabb acetonitrillel hasonléan 1:9 (V/v)
aranyban higitottunk. A dzsuszt a pezsg6tablet-
tdhoz hasonléan el6sz6r vizzel, majd acetonitrillel
higitottuk. A koérvizsgalat soran Bl, B2, B3, B5, B6
és B9 vitaminok voltak kimutathaték a mintakban
0,058 mg/100 g és 5,44 mg/100 g kozott (2. tAblazat).
A mért értékekre kiszamolt valamennyi Z-érték -2 és
+2 kozoétti tartomanyban volt, amely elfogadhaté.
A FAPAS kontroll mintaban detektalt B-vitaminok
koncentracioi is az e fogadhatdsagi tartomanyon be-
[0l voltak (2. tablazat).

5. Lakt6z meghatarozasa élelmiszerekbdl

A tejben talalhat6 tejcukor, a laktoz diszaharid tipusu
vegyilet. Hidrofil tulajdonsaga miatt jol vizsgalhat6
HILIC elvalasztassal. Nem rendelkezik protonfunk-
cioval, igy az eluensben a pH beallitAsa nem szik-
séges. A laktoz ammaonium-acetatot (10 mM) tartal-
mazé acetonitril-viz (75/25, v/v) elegyli mozgofazis
segitségével izokratikusan vizsgalhat6 szilikagél ala-
pa HILIC oszlopon. Térésmutaté index (Refractive
Index, RI) detektorral a tejben szazalékos (-4,5%)
mennyiségben el6forduld laktézt kénnyl kimutatni,
a ,laktézmentes” jelzésli termékekre Magyarorsza-
gon mégis 0,1%-o0s hatarérték (MSZ 1382/1-87) vo-
natkozik, mig Németorszagban mindéssze 0,01 % a

2. abra. B-vitaminok HILIC-ESI(+)-MS/MS kromatogramjaijuice mintaban: B1 (0,31 mg/100 g), B2 (< 0,05 mg/100 g),
B3 (3,91 mg/100 g), B5 (2,0 mg/100 g), B6 (0,38 mg/100 g), B9 (0,059 mg/100 g).
Figure2. Chromatograms of B vitamins HILIC-ESI (+)-MS/MS injuice sample: B1 (0.31 mg/100g), B2 (<0.05 mg/100 g),
B3 (3.91 mg/100 g), B5 (2.0 mg/100 g), B6 (0.38 mg/100 g), B9 (0.059 mg/100 g).
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megengedett laktéztartalom [16]. A mintaban a 0,1 %
1000 pg/ml vagy 1000 pg/g lakt6z koncentracionak
felel meg. Ha az el6készités soran figyelembe vesz-
sziik a minta higulasat, akkor a 0,01 %-0,1 %-os lak-
téztartalom refraktivindex (Rl) detektorral mar nem
kimutathat6. Ekkor kertlhet el6térbe az MS vagy
MS/MS alapu detektalas.

MS/MS detektalas esetén a laktéz [M + CH3COO]-
negativ ionizacié mellett acetat adduktként (401 m/z)
mérhet6 (3. bra). Az eluensben formiat sét hasznal-
va formiat addukt [M + HCOOJ- anyaion keletkezik.
A HILIC-MS/MS készilék LOQ értéke standard szin-
ten altaldban 0,1 pg/ml, tehat négy nagysagrenddel
kisebb, mint a magyarorszagi hatarérték. Ez lehet6-
séget biztosit a minta nagyfokd higitasara, amely a
mennyiségi meghatarozast javitjia abban a tekintet-
ben, hogy a laktézzal egyitt elualédd hattérvegyile-

tek nem zavarjdk nagy mértékben a lakt6z ionizcidjat
a mintamatrixban (méatrixhatas). Ezzel a mddszerrel
a laktozmentesség egyszerlien ellenérizhetd, hiszen
a mintat elegendd vizzel extrahalni vagy higitani, a
dekantalt mintat acetonitrillel tovabb higitani, majd
injektalas eldtt fecskend@szlrdvel kiszdrni. Tej vizs-
galata esetén elegend6 csupan acetonitrillel higitani
a mintat, ami egyben a fehérjéket és a zsirokat is le-
valasztja onnan. Ezt kovet6 centrifugalas és szlirés
utan a minta kozvetlendl injektalhaté a HILIC-MS/MS
rendszerbe.

Egy masik diszacharid, a maltéz azonos monoizoto-
pos tdmeggel és szerkezettel rendelkezik, mint a lak-
téz (4. abra), és mivel ionatmeneteik megegyeznek,
ezért az MS detektor nem tudja kilén tdmegcsa-
tornan detektalni 6ket. A két cukor egymas melletti,
HILIC oszlopon torténd mérése viszont nem okoz

2.tablazat. Korzizsgalati eredmények B-vitaminokra pezsgé6tabletta ésjuice mintdkban. FAPAS reggelizé pehely kontroll
mintaban (QC) detektalt B-vitamin értékek.
Table 2. Professional test results for B vitamins in effervescent tablet andjuice samples. Vitamin B values detected in
FAPAS breakfast flake control sample (QC).

Hozzarendelt érték vagy

Mert ertek elfogadhatosagi tar-
Minta o (mg/100 @) Y g Z-6rték Ertékelés
Vitamin tomany (mg/100 g) .
Sample Measured value . Z-score Evaluation
ma/k Assigned value or accep-
gikg tance range mg/100g
Pezsg6tabletta Jol megfelelt
Effervescent tablets 039 0.40 -0.18 Well done
Dzstsz / Juice BL 031 0.36 -0.71 Jol megfelelt
Well done
Elfogadhat6
FAPAS QC 0.85 0.53-0.86 - Acceptable
Pezsg6tabletta Jol megfelelt
Effervescent tablets 052 050 0.17 Well done
Dzsusz / Juice B2 <0.05 - - Jol megfelelt
Well done
Elfogadhaté
FAPAS QC 1.63 1.33 -2.04 - Acceptable
Pezsg6tabletta Jol megfelelt
Effervescent tablets 544 5.61 -0.65 Well done
Dzsusz / Juice B3 amid 3.91 4,58 -1.05 Megfelelt
Pass
Elfogadhaté
FAPAS QC 17.8 15.7-21.1 - Acceptable
Pezsg6tabletta Jol megfelelt
Effervescent tablets 1.95 235 0.78 Well done
Dzstsz / Juice BS 2.00 2.66 -0.96 Jol megfelelt
Well done
FAPAS QC - - - -
Pezsg6tabletta Jol megfelelt
Effervescent tablets 0.45 0.51 -0.80 Well done
Dzstsz / Juice B6 0.38 0.50 -0.67 JoI megfelelt
Well done
Elfogadhaté
FAPAS QC 1.15 1.02-1.59 - Acceptable
Pezsg6tabletta Jol megfelelt
Effervescent tablets 0.058 0.057 0.07 Well done
DzsuUsz / Juice B9 0.059 - - Ertékelés qem erlfezett
No evaluation recieved
FAPAS QC 0.154 0.104-0.194 ) Elfogadhato
Acceptable
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3. abra. 10 (jg/ml iakt6z (a), maltdz (b) és egy iakt6z mentes tej (c) HILIC-ESI(-)-MS/MS kromatogramjai (401 >341 m/z).
Figure 3. Chromatograms of 10 (jg/ml lactose (a), 10gg/ml maltose (b) and one lactose-free milk
(©) HILIC-ESI () -MS/M S (401> 341 m/z).
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nehézséget, mivel az a cukrokat hasonlé szerkezetiik
ellenére is elvalasztja a folyadékfazisban a fent emli-
tett eluens segitségével (3. abra).

6. Karbamid (urea) meghatarozasa takarmanybol

Az urea a szénsav diamidja - (NH92CO a fe-
hérje-anyagcsere  végterméke.  Molekulattmege
60 g/mol. Az ureat kér6dz8k szamara készult takar-
manyok adalékaként is hasznaljak. Az engedélyezett
maximalis karbamidtartalom 8800 mg/kg [17]. Mas
allatok (nem kér6dz6k) takarmanyozasa soran viszont
tiltott, a takarmanyok ugyanis ezekben az esetekben
nem tartalmazhatnak kimutathaté mennyiségd ure-
at [17]. A karbamid mennyiségi meghatarozasara
hasznalt hivatalos spektrofotometrids vizsgalat [18]
pontossaga csak a nagymennyiségben jelenlévd
urea kimutatasa soran megfelel§, a kismennyiségi
célkomponens vizsgalata soran azonban a moédszer
alkalmassaga mar megkérd6jelezheté. Az EU Joint
Research Centre (JRC, Geel, Belgium) kutatélabo-
ratériuma 2019-ben laboratériumok kozoétti 6ssze-
mérést, korvizsgalatot (PT UREA-19/2) szervezett,
amelynek f6 célja az volt, hogy megallapitsak azt,
hogy a rendelkezésre allé analitikai modszerek kozdl
melyek a legmegfelel6bbek az urea meghatarozasara

@

lakt6z / lactose

()

malt6z / maltose

a nem kér6dz6 allatok szamara késziilt 6sszetett ta-
karmanymintak esetében (compound feed).

A korvizsgéalatban résztvevd laboratoriumok barmely
szamukra rendelkezésre &ll6 technikat alkalmazhat-
tdk. A JRC A&ltal javasolt modszer egy HILIC-MS/MS
vizsgalat volt, mely a ,dilute-and-shoot” eljarason,
valamint az Institute of Food Safety, Animal Health
and Enviroment Laboratérium (BIOR, Riga, Lettor-
szag) moédszerén alapult. A minta-el6készités soran
hangyasavas vizzel (1%, v/v) extrahdljak a mintakat,
majd a dekantalt mintat acetonitrillel és izotopjeldlt
bels6 standarddal (urea-13C19N2 higitjak. HILIC szili-
kagél alléfazison 0,1% (v/v) hangyasavas viz-aceto-
nitril mozgofazissal az urea jol mérhetévé valik
(5. abra). A megvizsgalt haromféle takarmanymin-
tdban detektalt urea koncentraciék 260 mg/kg és
890 mg/kg kozott valtoztak (3. tdblazat), az utolsé
sarzsban lévé mintak (J-sarzs) pedig nem tartalmaz-
tak kimutathaté mennyiségben ureat (< 50 mg/kg).
A korvizsgalati jelentés alapjan a J-sarzs 18,4 mg/kg
ureat tartalmazott, ami az LOQ szintink alatt volt.
A C-sarzs és a G-sarzs esetén a mintakhoz rendelt
értékek 249 mg/kg és 935 mg/kg voltak. A két utébbi
mintara szamolt Z-értékink -0,2 és 0,2, ami megfele-
16 értékeket jelent.

HO

4. abra. A laktoz (a) és a maltdz (b) szerkezeti képlete.
Figure 4. Structural formula of lactose (a) and maltose (b).
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7. Kovetkeztetések

A HILIC technika alkalmazasanak szamos elénye
van, amelyek kozul ez a dolgozat csak néhanyat
emlit. Az élelmiszeranalitikan tal a gyégyszer- és a
kérnyezetanalitikdban is terjed a HILIC hasznalata.
A HILIC alkalmazasaval példaul az ionpar-kroma-
tografia polaros, protonfunkcios vegyuletek vizsga-
latara valthaté ki. A HILIC tipusu elvalasztasok nem
tartoznak a nagyfelbontasu LC technikak kozé, de a
HILIC rendszert tomegszelektiv detektalassal 6ssze-
kapcsolva a komponensek jelei a detektorban elkilo-
nithetévé valnak, és a fent emlitett nagy érzékenység
mellett a polaros célkomponensek megvizsgéalhatok.

8. Koszonetnyilvanitas

A HILIC tipusu elvalasztasokkal Dr. Dernovics Mihaly
javaslatara kezdem el foglalkozni. Szeretném megko-
szonni otleteit és tanécsait.

3. tablazat. Korzizsgalati eredmények karbamidra takarmany mintakban.
Table 3. Circular test results for urea in feed samples.

Mért érték
o A
Minta Mért érték lzvﬁngilfgftsastsgre Hozzarendelt érték
kédja (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) Z-érték Ertékelés
Code of Measured Measu?edgvalue Assigned value Z-score Evaluation
sample value mg/kg based on 12% mois- mg/kg
ture content mg/kg
Jol megfelelt
C 269 260 249 0.2 Well done
Jol megfelelt
G 920 890 935 -0.2 Jol megfelelt
Well done
Elfogadhat6
J <50 <50 18,4 i Acceptable
8.0e4
©
8
[oe]
C
@D
4.0e4
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5. abra. 0,5 pg/ml-es urea standard HILIC-ESI(+)-MS/MS kromatogramja (61 > 44 m/z).
Figure 5. Chromatogram of standard 0.5 pg/ml urea HILIC-ESI (+) - MS / MS (61>44 m/z).
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