Narodni referen¢ni laborator Strana 1

Jednotné pracovni postupy — zkouSeni krmiv  Vydani 2

10271.1 — Stanoveni obsahu vitaminu D metodou LC/MS | Revize 0

STANOVENI OBSAHU VITAMINU D METODOU LC/MS

1 U¢el a rozsah

Tento postup specifikuje podminky pro stanoveni vitaminu D3 v krmivech metodou LC/MS.

2 Princip

Zkusebni  vzorek se  zmydelni  hydroxidem = draselnym a  vitamin D3
se extrahuje do hexanu. Extrakt se pfevede do methanolu a obsah vitaminu D3 se stanovi
metodou LC/MS.

Poznamka

1 Vitamin D3 je po chemické strance 9,10-secocholesta-5,7,10(19)-trien-3-ol.
Mezinarodni jednotka vitaminu D odpovida aktivité 0,025 ug vitaminu D.

3 Chemikalie
Vsechny chemikalie jsou ¢istoty p.a., pokud neni uvedeno jinak.

1 Hexan.

2 Methanol, CH30H, pro LC/MS.

3 Ethanol, CoHsOH, pro HPLC.

4 Ethanol, denaturovany hexanem 1%. Dodéava se komer¢né.
5 Ethanol, CoHsOH, vodny roztok 35%.

Ptiprava: Do 2000ml odmérné banky se odméti 700 ml ethanolu (4) a doplni vodou (15)
po znacku.

6 Hydroxid draselny, KOH.

7 Hydroxid draselny, KOH, vodny roztok, c(KOH) = 600 g/I.
Ptiprava: Do kadinky se navazi 600g KOH (6), rozpusti ve vod¢ (15).
Po vytemperovani se prevede do 1000ml odmérné baitkky a doplni vodou (15)
po znacku.

8 Sodna stl kyseliny ethylendiaminotetraoctové (EDTA-Chelaton III).
9 Kyselina askorbova, CsHgOs.

10 Hydrochinon pevny, C¢HsO».

11 Siran sodny, Na>SO4, bezvody.

12 Chlorid sodny, NaCl.
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Chlorid sodny, NaCl, nasyceny roztok v roztoku ethanolu.

Ptiprava: Do 500ml konické banky se ptida asi 300 ml ethanolu (5) a za stdlého michani
se pridava chlorid sodny (12) po dobu, nez se roztok nasyti (chlorid sodny
se nerozpousti).

Indikator fenolftalein, roztok 0,1%.

Ptiprava: 1 g fenolftaleinu se rozpusti v 80 ml ethanolu (4) a doplni ethanolem (4)
do 100 ml. Takto ptipraveny roztok se ziedi desetkrat ethanolem (4).

Voda (deionizovana nebo destilovana).

Kyselina octova, CH;COOH, pro LC/MS.

Mobilni faze pro LC/MS L.

A: 0,1% roztok kyseliny octové ve vodé.

Ptiprava: Pipetuje se 1 ml kyseliny octové (16) do 1000 ml vody (15).

B: 0,1% roztok kyseliny octové v methanolu.

Ptiprava: Pipetuje se 1 ml kyseliny octové (16) do 1000 ml methanolu (2).
Vitamin D3, cholecalciferol, standardni substance.

Zasobni roztok vitaminu D3, ¢ = 1 mg/ml.

Ptiprava: Do 50ml odmérné baiikky se navazi 50 mg vitaminu D3 (18), rozpusti
v ethanolu (3) a doplni ethanolem (3) po znacku.

Pracovni roztok 1 (¢ = 10 pg vitaminu D3/ml).

Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se pipetuje 1 ml zadsobniho roztoku vitaminu D3
(19) a doplni methanolem (2) po znacku.

Pracovni roztok 2 (¢ = 1 pg vitaminu D3/ml).

Ptiprava: Do 50ml odmérné banky se pipetuje 5 ml pracovniho roztoku 1 (20) a doplni
methanolem (2) po znacku.

Kyselina mravenc¢i, HCOOH, pro LC/MS.

Mravencan amonny, HCOONH4, vodny roztok, c(HCOONH4) = 1 mol/l.

Mobilni faze pro LC/MS 11.

A: 0,1% roztok kyseliny mravenci ve vode¢.

Ptiprava: Pipetuje se 1 ml kyseliny mravenci (22) do 1000 ml vody (15).

B: 0,1% roztok kyseliny mravenci a 1mM roztok mravenc¢anu amonného v methanolu.

Ptiprava: Pipetuje se 1 ml kyseliny mravenci (22) a 1 ml mravenanu amonného (23)
do 1000 ml methanolu (2).
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Kalibrac¢ni roztoky vitaminu D3, ¢ = (2,5; 10; 50; 250) ng/ml.

Ptiprava: Do vialek se pipetuje (2,5; 10; 50; 250) ul pracovniho roztoku 2 (21) a doplni
se do 1 ml methanolem (2).

Vnitini standard (IS): Deuterovany vitamin D3(6,19,19-d3).

Kyselina askorbova, CsHgOs, 20% vodny roztok.

Ptiprava: do 100 ml odmérmné banky se odvazi 20 g kyseliny askorbové (9), ptida se
50 ml vody (15) a kyselina askorbova se rozpusti. Poté se doplni vodou po rysku. Roztok
se pfipravuje denn¢ Cerstvy.

Pristroje a pomiicky

Analytické vahy s pfesnosti 0,01 mg.

Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim detektorem.
Ultrazvukova lazen.

Zatizeni pro vyrobu deionizované vody.

Rotacni tfepacka

Koncentrator vzorki, napi. Termovap.

Vakuova rota¢ni odparka.

Laboratorni odstfedivka

Kolonky SPE, napf. Chromabond (Machery Nagel)

Postup
Piiprava vzorku

Uprava vzorki se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro piipravu vzorku
a JPP 60010.1 Postupy tprav zkuSebnich vzorkl jednotlivych druhti krmiv.

Vzorek se mele na castice o velikosti 1,0 mm a menSi. Vzorek se upravuje tésné
pfed zmydelnénim a dal§im zpracovanim, aby se zabranilo ztratdm vitaminu Ds.

Poznamka

2

5.2

Roztoky vitaminu D3 se museji chranit pred primym slunecnim svétlem a UV svétlem.
Chrani se hlinikovou folii nebo se uchovavaji ve skle nebo v jinéem materialu, ktery
nepropousti UV zareni. Roztoky jsou citlivé na oxidacni a kyselé latky.

Zmydelnéni vzorku

5.2.1 Zmydelnéni vzorku premixu a mineralniho krmiva

Do 500ml plastové lahve se navazi (1 — 30) g vzorku premixu nebo minerdlniho krmiva
v zavislosti na deklarovaném obsahu vitaminu D3 a pfidd se 110 ml ethanolu (4). Postupné
se pfida 500 mg EDTA (8), 750 mg kyseliny askorbové (9), 500 mg pevného hydrochinonu
(10) a doplni se na objem 150 ml roztokem hydroxidu draselného (7). Banka se uzavie
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plastovou zatkou, upevni do rotacni tfepacky a zmydeliiuje se po dobu 14 h az 16 h
pii laboratorni teplot¢.

5.2.2 Zmydelnéni vzorku krmné smési

Do 500ml plastové lahve se navazi 40 g vzorku a ptida se 160 ml ethanolu (4). Postupné se ptida
500 mg EDTA (8), 750 mg kyseliny askorbové (9), 500 mg pevného hydrochinonu (10) a doplni
se na objem 200 ml roztokem hydroxidu draselného (7). Baiika se uzavie plastovou zétkou,
upevni do rotacni tfepacky a zmydeliiuje se po dobu 14 h az 16 h pfi laboratorni teploté.

Poznamka
3 Pri pripravé krmnych smési s vyssim obsahem tuku (napv. mlécné krmné smési, krmné
smési pro psy) je potreba zajistit uplné zmydelnéni, a proto volime nizsi navazku.

5.3 Extrakce
Postup A — Extrakce kapalina — kapalina

Do 250ml délici nalevky se ptidd 30 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (13), 30 ml vody
(15) a 50 ml zmydelnéného roztoku. Do délici nalevky se zmydelnény roztok pievede tak, aby
pevny podil zlstal v baiice. Pfid4 se 60 ml hexanu (1). Délici nalevka se uzavie a 1 min se tfepe
manualné. Ob¢ faze se nechaji asi 2 min az 5 min v klidu rozd¢lit. Pfi Spatném déleni obou fazi
se mize do délici nalevky ptidat asi 5 ml ethanolu (5) k rozruSeni vzniklé emulze. Extrakce
vodné faze s hexanem se opakuje jeste¢ dvakrat tak, ze se vodna faze extrahuje 60 ml hexanu
(1), pticemz po rozdéleni fazi se hexanové extrakty spojuji v 250ml délici nélevce. K
oplachovani zatky délici nalevky se pouziva ethanol (5). Spojené extrakty se proplachnou 100
ml vody (15), pficemz se délici ndlevkou ot4ci tak, aby nedochazelo k tvorbé emulze. Potom se
extrakt proplachne dvakrat 100 ml vody (15), pficemz se dé€lici nalevkou vzdy kratce krouzi tak
dlouho, az ma promyvaci voda neutralni reakci, tj. po pridani roztoku fenolftaleinu (14) ztistava
roztok bezbarvy. Extrakt se filtruje do 200ml odmérné baiiky ptes suchy skladany papirovy filtr
s vrstvou siranu sodného (11). Nalevka i filtr se proplachnou 20 ml hexanu (1) a odmérné batika
se doplni hexanem (1) po znacku a promicha.

Postup B — Extrakce na pevné fazi

Odpipetuje se 40 ml zmydelnéného roztoku do 50 ml odmérné baiky a doplni se roztokem
kyseliny askorbové (27) po znacku. Po pofadném promichani eventudlné vzniklé emulze se
pipetuje 15 ml na SPE kolonku. Po 15 min se zakotvend faze vymyje hexanem (1). Eluat se
jimé do 50ml nebo 100ml odmérné bariky a doplni se hexanem po znacku. Pokud se ve vzorku
ocekava vysoky obsah vitaminu A a E, je nezbytné ovéfit, Ze vitaminy byly z SPE kolonky
zcela vymyty a v pfipadé€ pozitivniho nalezu zajistit eluci veSkerych vitamini.

5.4  Priprava vzorku pro LC/MS analyzu

Ziskany hexanovy extrakt (HE) vzorku se podle objemu odpati pod proudem dusiku pfti teploté
40 °C nebo pomoci rota¢ni vakuové odparky. V zdvislosti na mnoZstvi deklarované hodnoty
vitaminu D3 se vzorek zfedi nebo zkoncentruje do methanolu (2). Pfed odpatenim je mozno ke
vzorku ptidat vnitini standard. Vzorek se protfepe a necha nejméné 1 min v ultrazvukové lazni.
Priklady ptipravy vzorku jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1. Pfiklady pripravy vzorku pro stanoveni vitaminu D3 metodou LC/MS.

Material Deklarovgna hodnota | Navazka Redé&ni/zkoncentrovéani
(mj./kg) (2

Premix 300 000 5 3 ml HE — 9 ml CH3;OH

Mineralni krmivo 20 000 15 2 ml HE — 4 ml CH3;OH

Kompletni krmna smés 2 000 40 10 ml HE — 2 ml CH;0H

5.5 Stanoveni metodou LC/MS

Pro vlastni stanoveni se pouZzije metoda ultraucinné kapalinové chromatografie (UPLC)
s hmotnostn¢ spektrometrickou detekci v mddu sledovani vicendsobnych piechodi (MRM).
Ptiklady podminek méfeni kalibra¢nich roztoki 1 vzorki jsou uvedeny v tabulkach 2 a 3.

Tabulka 2. Priklad nastaveni pristroje (TQ XEVO, Waters) pro méreni vzorki
mineralniho krmiva a premixi.

Kolona BEH C18 50 mm x 2,1 mm, 1,7 pum
A: 0,1% roztok kyseliny octové ve vodé
Mobilni faze I B: 0,1% roztok kyseliny octové v methanolu,
gradientova eluce
Prutok 0,65 ml/min
Teplota kolony 40 °C
Objem nastiiku 7,5 ul

Detektor Hmotnostni detektor TQ XEVO

MS podminky Iontovy zdroj: ESI, zdznam iontl v pozitivnim modu
Vitamin D3: m/z 385,4 — m/z 367,3; m/z 385,4 — m/z 259,3

MS/MS prechody

IS: m/z 388,4 — m/z 247,1; m/z 388,4 — m/z 370,2
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Tabulka 3. Priklad nastaveni pristroje (TQ XEVO, Waters) pro méreni vzorki premixi,
mineralniho krmiva a krmné smési.

Kolona BEH C18 50 mm X% 2,1 mm, 1,7 pm

A: 0,1% roztok kyseliny mravenci ve vodé

Mobilni faze II B: 0,1% roztok kyseliny mravenéi a ImM roztok mravendanu

amonného v methanolu, gradientova eluce

Prutok 0,40 ml/min

Teplota kolony 40 °C

Objem nastiiku 2,5ul

Detektor Hmotnostni detektor TQ XEVO

MS podminky Iontovy zdroj: ESI, zdznam iontd v pozitivhim modu

Vitamin Ds3: m/z 385,4 — m/z 259,3; m/z 385,4 — m/z 247,4
MS/MS piechody
IS: m/z 388,4 — m/z247,1; m/z 388,4 — m/z 370,2

6 Vypocet a vyjadieni vysledki

Koncentrace vitaminu D3 v extraktu se vypocte z rovnice kalibracni kiivky, sestrojené z odezev
vitaminu Dj, ziskanych proméfenim kalibracnich roztokd. Obsah vitaminu D3 ve vzorku se
vypocita podle vztahu:

Postup A — Extrakce kapalina - kapalina

c XV XE 1

X = T x A X B X F
kde
X je obsah vitaminu D3 vyjadieny v mezinarodnich jednotkach na kilogram (m.j./kg),
c koncentrace vypoctena z kalibracni kiivky (ng/ml),
V celkovy objem roztoku pouzity na zmydelnéni (ml),
E objem extraktu po extrakci hexanem (ml),
m navazka vzorku (g),
A objem zmydelnéného roztoku pouzity na extrakci hexanem (ml),
B hmotnost vitaminu D3 v jedné mezinarodni jednotce (0,025ug),
F zkoncentrovani (napt. 5 ml HE na 1 ml CH30H; F = 0,2); fedéni (napt. 1 ml HE na 5 ml

CH:OH; F = 5).

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 2. 1. 2025




Narodni referen¢ni laborator Strana 7

Jednotné pracovni postupy — zkouSeni krmiv  Vydani 2
10271.1 — Stanoveni obsahu vitaminu D metodou LC/MS | Revize 0

Postup B — Extrakce na tuhou fazi

x =2l F x N
mxA B
kde
X je obsah vitaminu D3 vyjadfeny v mezinarodnich jednotkéach na kilogram (m.j./kg),
c koncentrace vypoctena z kalibracni kiivky (ng/ml),
14 celkovy objem roztoku pouzity na zmydelnéni (ml),
E objem extraktu po extrakci hexanem (ml),
m navazka vzorku (g),
A objem zmydelnéného roztoku pouzity na extrakci hexanem (ml),
B hmotnost vitaminu D3 v jedné mezinarodni jednotce (0,025ug),
F zkoncentrovani (napt. 5 ml HE na 1 ml CH30H; F = 0,2); fedéni (napf. 1 ml HE na 5 ml
CH;O0H; F =)5).
N faktor 3,333 pfi pouziti fixnich hodnot v postupu 5.3.B
Fixni hodnoty jsou:
50 - celkovy objem zmydelnéného extraktu s roztokem kyseliny askorbové
15 - objem extraktu davkovaného na kolonku SPE
Poznamka
4 Pro kvantifikaci obsahu vitaminu D3 Ize vyuzit metodu standardniho pridavku a metodu
vnitrniho standardu.
7 Literatura
1 CSN EN 12821 Potraviny — Stanoveni vitaminu D metodou vysokou¢inné kapalinové

chromatografie — Stanoveni cholekalciferolu (D3) nebo ergokalciferolu (D2).
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