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Diagnostyka medyczna

... to nauka o rozpoznawaniu chorob.

Diagnoza jest wynikiem:

1. badania podmiotowego
2. badanie przedmiotowego
3. badania dodatkowego

* badania fragmentu tkanek, krwi,
wydzielin i wydalin

* badania obrazowe

* badania endoskopowe
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Specyfika diagnostyki laboratoryjnej

2 Brak bezposredniego kontaktu z pacjentem
2 Operowanie na materiale pobranym od pacjenta
2 Bardzo duza ilo$¢ wykonywanych badan

2 \Wykonywania analiz zaréwno jakosciowych
jak i ilosciowych

2 Czas trwania analizy bardzo czesto musi by¢
krotki

2 Bardzo dobra komunikacja na drodze lekarz —
biochemik

2 Opracowanie nowych metod analitycznych,
udoskonalanie istniejgcych, serwisowanie
aparatury analitycznej
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Problem analityczny

Rodzaj badanego materiatu oraz cel badania
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Okreslenie badanych zwigzkow

OH

Biatka

HoN

Witaminy Kwasy ttuszczowe
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Przygotowanie probek do analizy

Cel Sposob realizacji

Homogenicznos¢ pobranej probki Mielenie, mieszanie, analiza sitowa
Stabilnos¢ prébki na etapie Konserwacja chemiczna, termiczna lub
przechowywania lub transportu liofilizacja

odpylanie, usuwanie, zawiesiny,
Usuniecie interferentdw z matrycy probki osuszanie, odtlenienie, usuwanie
sktadnikow reaktywnych

Przeksztatcenie analitéw w pochodne w

celu:

1. Utatwienia izolacji Reakcje derywatyzacji

2. Rozdzielenie sktadnikdw mieszaniny

3. Analizy ilosciowej i jakosciowe;j

Zmiana matryc probki pod dang technike  Odparowanie do sucha, ekstrakcja,
analityczna sorpcja

Zwiekszenie stezenia substanc;ji

Aeconeh Techniki wzbogacania i zatezania probek

Fund oo : :
E{‘,’,‘o,;‘;jzsekie Rzeczpospolita 0 Instytut _ U_nkl_aF E;.lrog)etjska
Wiedza Edukacja Rozwaj _ Polska Mdiki i DZi ec kG uropejski Fundusz Spoteczny




Przygotowanie probek do analizy
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Przygotowanie probek do analizy

Najczestsze problemy spotykane na etapie przygotowania probek:
Czas przygotowania probek
Zbyt niskie odzyski
Obecnosc¢ zanieczyszczen
Powtarzalnos¢

Koszt
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Przygotowanie probek do analizy

Techniki stosowane na etapie przygotowania probek

\z
P | ) /
) ‘p

e

\

Cop

Filter unit

=== T [}

Centrifuge tube

e
Eg?gggjzsekie Rzeczpospolita ‘ Instytut . U_l‘lki_aF E;Jrospe{jska
Wiedza Edukacja Rozwaj _ Polska MCIfki i Dziecka uropejski Fundusz Spoteczny




Przygotowanie probek do analizy

Derywatyzacja to proces polegajacy na przeprowadzeniu analizowanych zwigzkéw
umozliwiajgc ich oznaczanie z wykorzystaniem danej metody analitycznej.

Derywatyzacje stosuje sie w celu: Single-label

* zwiekszenia lub zmniejszenia lotnosci anlitow FTC prrc ~r-cn () HPLC
- ’ - s - . ’ .y am  Reaction
* zwiekszenia stabilnosci termicznej analitow o O 3 |Eun@ _}
* zwiekszenie czutosci lub specyficznosci N
‘)}O FITC NHCNH \

oznaczenia przez wprowadzenie
odpowiednich grup funkcyjnych
* zmiane polarnosci analitu, przez
zablokowanie grup funkcyjnych Functional group  Reaction group

e uzyskanie barwnego produktu reakcji badz -’ . $ﬂ
zmiany barwy analitu, co umozliwia

Mcdifying group

Zastosowanie prostych metOd Target compound Derivatization reagent
kolorymetrycznych o E——
» Improve selectivity and separation
* specyficznego zatrzymania analitu na - Enhance ionization efficiency
warstwie nosnika pokrytego reagentem 1. 'F’{“T”‘;d“g"""cfafce
(WZ boga cen ia) Derivatization product » Facilitate isomers separation
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Przygotowanie probek do analizy

Odczynnik derywatyzujgcy powinien zawiera¢ dwie grupy funkcyjne, z ktérych jedna jest
reaktywna i tgczy sie z analitem oraz sygnatowa, ktora umozliwi detekcje i zwieksza czutosc
analizy. Derywatyzacja opiera sie na nastepujacych reakcjach:

* sililowanie

* alkilowanie QHS
« acylowanie G791~
CHj

* estryfikacja
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Przygotowanie probek do analizy

Potrzebny czas Zrédfa bteddéw
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Analiza probek
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Analiza probek — Uktad wprowadzania probki

Cathode -

DETECTION OF
PROTEINS

INJECTION OF
SERUM

Electro migration ~7 \N\A
® ® o o ® " e o o 4 El

#» Positive charges of the buffer _ Negative charges of
solution capillarywall

Protein Identification Peptide Sequencing Microanalysis
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Analiza probek — Uktad wprowadzania probki
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Analiza probek — Uktad wprowadzania probki
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Analiza probek — Uktad wprowadzania probki
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Analiza probek — Detektory

Detektor UV-VIS (DAD)
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Analiza probek — Detektory

Detektor fluorescencyjny

from LC column to waste
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Analiza probek — Detektory

Detektor mas

Joseph
7 Thompspon

“Okay—who put my lunch through the mass spectrometer..?”

Komputer

Analizowana substancja
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Analiza probek — Detektory

Detektor mas

( r%*f’f'\i

Chromatograf gazowy Chromatograf cieczcowy
z detektorem mas (GC-MS) z detektorem mas (LC-MS)
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Analiza probek — Detektory

Detektor mas

hydrophilic /LC-MS ( ] \
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Analiza probek — Detektory

Detektor mas — Zrédta jonow
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Analiza probek — Detektory

Detektor mas — Jonizacja strumieniem elektronéw

Electron Beam z

= Dissociative Result

Precursor % §:° }++ @ +:--.

Charged and Neutral Fragments

$ Non-dissociative Result

Parent Molecule
{ } _|_2e e

lonized Parent Molecule
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Analiza probek — Detektory
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Analiza probek — Detektory

Detektor mas — Jonizacja przez elektrorozpylanie
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-_— AHs*
- — AH® AHst
Sample solution gt m AH
a= AH*
— -ﬁ . Vacuum
- e Ahr.o
- AH
Ragleigh limit Apes A
Chasged ions

Solvent evaporation

Heated Desolvation gas (N;)

Nebulization gas (N,)
Atmospheric Pressure

e

— Power supply

Unia Europejska

Qe
Fundusze .
Rzeczpospolita ‘ Instytut
ﬁ p P ‘ y Europejski Fundusz Spoteczny

Europejskie o 1o .
Wiedza EdUkacja Rozwoj I Fotska Matki i Dziecka




Analiza probek — Detektory

Detektor mas — Zrédta jonéw

'HHEI Tryptophan
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Analiza probek — Detektory

Detektor mas - Analizatory

. Flight tube
TO 1
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exit slit : (4 )
IONS (to detector) . ) _TE ; : Detector
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source slit non-resonance ion
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Flying times of the ions are proportional to m/z ratios
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Shoos % »
/
S ® o0 detector
ionization
source .
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Analiza probek — Detektory

Tandemowa spektrometria mas

Ton source
Sample ionization Ion Product ion Ion detection
selection Ion collision selection Signal multiplication

and/or reaction

Q1 Q2 Q3
[ | | | [ ]
- ° MRM
L ." o /ﬂ'u @ e ] Z| signal '|
.'." -ﬂ-'q i‘u " e @ v — é ‘|
w L) ® \". o ¥ ] - ,|| |l ,_
I | ] ] Time
Peptide Fragmentation Fragment
Selection Selection
Wieksza czutosc¢ 1! Mhniejsze tto !!!
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Analiza probek — Detektory

Tandemowa spektrometria mas

— |
x10 1 |+EI TIC Scan sig_567.D *

o

il b JWW i *

14 45 5 55 6 65 7|75 8 85 9 95 10 [105 11 115 12 125 [13 135
S Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

<10 A/ +EI TIC MRM CID@** (** -> **) sig_564.D

12 2J3 34 45 sl6 6|7
0.954 M R M
0.9
0.85
0.8
0.75-
0.7
0.65(
0.6
0.554
051
0.45
04

D.SEC
0.3
0.25(
0.2
0.15+

0.1
0.05+

O,J’V\

35 4 45
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Analiza probek — Detektory

Tandemowa spektrometria mas

|]|| it ll||.‘ | I l
600 700 Y

800 ~ < 900
Mass spectrum : MS 1~
BN Collision cell

Collision
induced
dissociation

\ S
\ ‘\\

\' \\\\

\ \\

\ o

\ ~ .

\ ’l I J i [ ~.

300 500 700 800

MS/MS spectrum : MS 2
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Analiza probek — Detektory

Detektor mas - detektor

Incident ion
beam

Secondary electron
cascade

S

Continuous
dynode
surface

Continuous

HV dynode surface
Anode
l (GND)
lon current out to
amplification
circuitry
Fundusze oo
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Signal Output
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Wysokorozdzielcza spektrometria mas

Peptide . 1001
wiconis g J~ .  separation A Mass  go-
‘@ \[Ji* Digestion 7 (LC-MS) ¢ [ analysis
</ f / :’7 B 60_
—_—— 'y ——a +/+_\+ —_— 40
> Electrospray
Proteins Peptides  ionization oI < ll ;
/& S
Precursor\A Mass spectrum
ion isolation
,\/
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Protein sequence: Dissociation A J
AVGKVIP (MS-MS) + %
+ Do
ELNGK o g
~
Protein Mass
identification NALVPDQILSR analysis
AVGKVIPELNGK 1001
Database
AVGKVIPELNGK interrogation 277
60
Peptide 404
scoring 20
GDINENGEYSK |
400 500 600 BOO 700 90010001100
MS-MS spectrum

TARENDS in Microbiology
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Wysokorozdzielcza spektrometria mas

TOF

ORBITRAP

Detector

Separation: Time Of Flight (TOF) tube
Field free drift region

/' Pulsed UV Laser

< E)

/

2
o
=4
*
+
1
=
(]
w

pIa1) 213815043933

Electrostatic field
L (Acceleration) |
!
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Wysokorozdzielcza spektrometria mas

drupole
s Filter
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Wysokorozdzielcza spektrometria mas

M/Z meas = 199.00275 (HR-MS)

] Relative Abundance
[%0]

m/Z meas = 199.05 (QqQ'MS)

4—» Triple Quad-MS
—»<4- High-Resolution-MS

QqQ-MS

' <

J

S_HR-MS

L

198.5 198.6 198.7 198.8 198.9

T T T T T T T T T T T T

Rzeczpospolita
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Wysokorozdzielcza spektrometria mas

Carbofuran C12H15N0O3 M+H*+ =222.1125
Formetanate C11H15N302 M+H*+ = 222.1237
R=17,500 R=70,000
202 1263 2221238 2221238
100 - -
90 _
80 _
g -
& 0 : _222 1124
el =
2 50
<
2 40
- -
©
— 30
D 2221129
= 20 |
] 222.1463 ] 222.1467 099 1465
10 -

] Mzmae ‘ 222.1843 \J222.1854
0+t T T S A AR R R
2000 2221 2222 0220 2221 22272 220 2221 2222

m/z m/z m/z
Eundus.zek. Rzeczpospolita ‘% Instytut
Ewropelsiie pummm PO W Sl beiscko

R=140,000

2221237

1 2221127

222.1466

[
222.00

22210

222.20
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Witaminy z grupy B

OH
HO ,
,{,
. o OH
3
A i H N
NS NN 2
|
L ——
HacJ\N HE_C)\L/OH
Vit By
H, oHy
HOA%H/N\/\H/OH HO
HC  CHa0 0
Vit B
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Oznaczanie witamin z grupy B

214 nm: for B3, B3', B6, B7, B9, and B12
267 nm: for vitamins B1 and B2

Injection Volume:

3L

Sampling (Data) Rate:

10 pts./sec

Fundusze
Europejskie
Wiedza Edukacja Rozwdj

— otka

Rzeczpospolita

m
HPLC-PDA
i 2 0.20
1 a)214 nm B
0.18
0.16 _: bl
] b
0.14 ] =
0.12 E
0.10 E
= gos ] c @
] -
0.06 _: g (=)] g
0.04 ]
0.02 | J -
1 = =
ooo | ,\/\ . . _ I | W wE | G A
-0.02 R
e S s P S . MF.é&s T T T —
HPLC Conditions
Column: PerkinElmer Brownlee™ SPP C18 2.7 um, 0.35 ]
’ 3.0 x 100 mm (Part# N9308410) 1 b) 267 nm ®
B o]
Mobile Phase A: 5 mM ammonium formate (NH, ©-30 |
formate) buffer; pH 4.8 — 4.9 1
Mobile Phase B: Acetonitrile (ACN) 0.25 7
Solvent program: ]
0.20 ]
Ti B
Vobie Phase: | [ rme | Fow | a | %8 | %C | %0 | Curve] T
1 060 [10000( 00 | 00 | 00 =2 ]
2 200 | 0.60 |10000] 00 | 00 | 00 | 6 ]
3 800 | 060 | 7000 300 | 00 | 00 | 6 1o <
4 10.00 | 060 | 70.00 | 300 | 00 0.0 6 . 3 o
. w
5 | 1001 | 060 [10000] 00 | 00 | 00 | 6 ] w g °
0.05 | E] 3
1 = [e=]
Analysis Time: 10 min.; 6-minute injection delay time between injections : J\ J\ & _;j\ I L
0.00 _| - . i N - — —— SN U ) S
Flow Rate: 0.6 mU/min. (max. pressure: ~2300 psi/~153 bar) — —————— — ————————— — — — —
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 X 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Oven Temp.: 40°C mites
Altus A-10 PDA;
Detection: Wavelengths used for calbration/quantitation: The Qualitative and Quantitative Analysis of Water-Soluble B Vitamins by HPLC-PDA in Various Multivitamin

Tablets, Andrew P. Zdzieblo Wilhad M. Reuter, PerkinElmer, Inc. USA
https://pepolska.pl/wp-content/uploads/2020/03/NOTA-HPLC-Analiza-jako%C5%9Bciowa-i-ilo%C5%9Bciowa-
witaminy-B-w-tabletkach-multiwitaminowych-rozpuszczalnych-w-wodzie-technik%C4%85-HPLC.pdf
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Oznaczanie witamin z grupy B

Vitamins (nm)

Peak area [mAU] % RSD

200 uL pure acetonitrile + solid phase extraction

HPLC-PDA

—_
w0 L
o=
€ (230) 150.92 26 = g
By (270) 62.60 17 (i <
B, (263) 366.16 103 Toney Q)
| >
Bs (266) 27.14 0.4 [ &S
~—
Bg (257) 11028 24 ”a‘«: m%-
—_ o ~
Bg (280) 69.13 20 s B i) m—' Lo
s = —
By, (230) 179.13 52 EE L v 8 NG
L/L extraction_aqueous phase E Le] E 'E E Q?’
< N =
€ (230) 197.91 47 3 e h — R Y
2 e g 0 g
By (270) 64.10 29 250 3 — E % B T
- oD
By (265) 21631 6.0 200 - e 0 =
Bs (266) 14.83 0.2 M B A
2 y - o 0 =
} ) = 150 4 PERTE- T
B (257) 145.07 9.4 = 20D o
4 s N
Bg (280) 112.93 0.9 £ 100 “ w5 %
B12(230) 13236 26 50 4 AAKA 1
600 L ethanol : methanol (95 : 5) = solid-phase extraction 0 by v -A
C(230) 169.14 28 ¥ U % d
By (270) 87.75 23 0 5 10 15 20
B (265) 302.29 19
Bs (266) 45.52 0.7
Bg (257 60.97 10
By (280) 28533 5.4
B2 (230) 111.74 10 A
Vitamin Limit of detection [ng luL_lj at given UV (4, Regression line Regression 40 =
[m]) coefficient 30 4 2
G 0.5nguL ™Y (230 nm) V= 0.657(0.003) ~ R%=0594 D20 S :z
127.1(20.002) E 10 3
By 1ngul”! (270 nm) = 8.789(£0.002)x ~ ®2=059 0 3
16.31(20.004) -10 4
By 0.5ng L1 (265 nm) ¥=301.7(£0.005) ~ R%=099 T T T T
467.3(£0.002) 0 5 10 15 20
Bs 1ngul ™t (266 nm) = 1.052(20.008) ~ R2=0575
66.43(£0.003)
Bg 0.5ngul”t (257 am) V= 7.451(0.003) — R2=0597 ( b )
(PLP) 12.81(20.004)
By 1ngul”! (280 nm) ¥ = 246.1(+0.002)x + R%=0999 M. Grotzkyj Giorgi, K. Howland. C. Martin, A.B. Bonner, A Novel HPLC Method for the Concurrent
54.31(20.003) Analysis and Quantitation of Seven Water-Soluble Vitamins in Biological Fluids (Plasma and Urine): A
B2 2ngul ! (230 nm) ¥ =1325(x0.007)x + R*=0995 Validation Study and Application, Scientific World Journal, 2012; 2012: 359721.
209.6(0.008)
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Oznaczanie witamin z grupy B

(1) Niacin— B,
HPLC-UV (2) Niacinamide — B,
o000 - (3) Pantothenic acid — Bg
(4) Pyridoxine — Bg
i (5) Thiamin - B,
70000 1 § 2 (6) RMP
4 (7) Folic acid — By
s (8) Biotin— B,
~ (9) Hydroxocobalamin —B;,,
= o000 | (10) Riboflavin - B,
g L (11) Cyanocobalamin - By
S oo | (12) Adenosylcobalamin — koenzym B,
S L (13) Methylcobalamin — B,
=
é J0000 4 12
E 10 oy
_ - 5 ]
10000 4 . 8
’ 0 = 1 0 30 40 50 60

Retention time (min)

K. Saski, H. Hatate, R. Tanaka, Determination of 13 Vitamin B and the Related Compounds Using HPLC with UV
Detection and Application to Food Supplements, Chromatographia, volume 83, pages839-851(2020)
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Oznaczanie witamin z grupy B

HPLC-UV

700

700

Niacin (fR: 3.613) Niacinamide (tR: 4.560) Pantothenic acid ((R: 6.313) Pyridoxine (tR: 7.109) Thiamin (tR: 10.839)
) ) = = )
8 o .t A X
3 ! Y Y o
2 2 =1 2 8
E] g z = I
£ £ £ £ £
=3 =3 =3 o =]
2 ] £ 2 £
< < =< < <
~——
200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600
Wave length (nm) Wave length (nm) ‘Wave length (nm) Wave length (nm) Wave length (nm)
RMP (tR: 15.027) Folic acid (tR: 20.033) Biotin (tR: 21.676) Hydroxocobalamin (tR: 23.961) Riboflavin (tR: 25.979)
3 2 = 2 z
& & & & Z
3 3 5 b1 8
g g g g g
£ £ £ £ £
£ £ £ = =
< < E < <
200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600
Wave length (nm) Wave length (nm) Wave length (nm) Wave length (nm) Wave length (nm)
Cyanocobalamin (tR: 27.844) Adenosylcobalamin (tR: 44.703) Methylcobalamin (tR: 54.320)

= = =

2 = g

E E ]

£ £ £

=3 = =1

2 2 2

< < <

200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700
Wave length (nm) Wave length (nm) Wave length (nm)
K. Saski, H. Hatate, R. Tanaka, Determination of 13 Vitamin B and the Related Compounds Using HPLC with UV
Detection and Application to Food Supplements, Chromatographia, volume 83, pages839-851(2020)
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Detector response (uV)

Detector response (V)
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Oznaczanie witamin z grupy B
HPLC-UV

Napoje energetyczne

Mulitiwitaminy
200000 2
(a)
160000
10
. 5
3.12000(}
"
£
=
% 80000
£
$
(5]
2 40000
L
=]
1 7
! 0 10 20 30 40 50 60
Retention time (min)
200000 2
(b)
160000
_ 0 (1) Niacin — B,
szmmn 3 (2) Niacinamide — BS
2 (3) Pantothenic acid — B
S i ine —
? 80000 (4) Pyrldo_xme BG
= : (5) Thiamin — B,
8 . -
g e (7) Folic a_C|d B_9
P (8) (10) Riboflavin — B,
1|
! 0 10 20 30 40 50 60

Retention time (min)

K. Saski, H. Hatate, R. Tanaka, Determination of 13 Vitamin B and the Related Compounds Using HPLC with UV
Detection and Application to Food Supplements, Chromatographia, volume 83, pages839-851(2020)

Caffeine Benzoic acid
(a)
Cafleine
H (R 16.664)
£
i
Vanillin et oy
_ Vanillin _ Beneoic acid
H (1R: 22.693) a {iR: 31.193)
s 8
i i
0 Lk W =
LN
0 10 20 30 40 50 60
214 Caffeine Benzoic acid
(b)
Vanillin
1 10
U
0 11y ] 30 40 50 60
2 Caffeine
()
4
Vanillin
3 10 A —
0 10 0 30 40 50 60
Retention time (min)
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Oznaczanie witamin z grupy B
HPLC-UV

A : 5 mmol L! sodium hexanesulfonic acid, 20 mmol L~ phosphoric acid,

0 80 20 16 mmol L triethylamine; pH 3.0

5 80 20 B : mobile phase A: acetonitrile, 75:25 (v/v)

50 20 80 Kolumna: CAPCELL PAK C18 SG120 (250 nm x 4.6 mm, 5-um particle
80 20 80 Stze

Przeptyw [ml/min]

1

Sample Vitamin found Drinks: (ug mL~1) Pills: (mg g“}

Niacin?® Pantothenic acid Pyridoxine Thiamin Riboflavin® Folic acid Biotin Cobalamin®
Energy drink 1 228.65 £ 0.69 ND 58.07 +0.58 61.51+0.33 5971 +0.18 ND ND ND

(200)° (nd) (50) (50) (50) (nd) (nd) (nd)
Energy drink 2 573,15 £0.94 ND 213.66 £0.36 ND 46.26 + 0.16 ND ND ND

(500) (nd) (200) (nd) (40) (nd) (nd) (nd)
Energy drink 3 41.29 + 0.70 4247 = 0.71 29.56 £ 0.34 ND 1.09 + 0.01 ND MND 0.03 = 0.01

(30) (20) (20) (nd) (0.9) (nd) (nd) (0.02)
Multivitamin pill 1 53.36 £ 0.53 28.04 £ 0.37 57.98 + 0.66 130.06 £ 1.52 55.00 + 0.60 0.52+0.02 0.09 + 0.02 0.07 +0.03

(44) (22) (409 (100) (48) (0.8) (0.18) (0.08)
Multivitamin pill 2 8767 £1.18 124.79 = 1.71 76.74 £ 1.15 11743 £1.78 5058 £0.78 0.28 + 0.01 0.08 = 0.01 0.10 = 0.01

(100) (100) (75) (100) (75) (0.5) (0.125) (0.05)

K. Saski, H. Hatate, R. Tanaka, Determination of 13 Vitamin B and the Related Compounds Using HPLC with UV
Detection and Application to Food Supplements, Chromatographia, volume 83, pages839-851(2020)

®e
Eg?gggjzsekie Rzeczpospolita ‘ Instytut . U_l"ki_aF E;JFOEG{J'SKB
Wiedza Edukacja Rozwéj _ Polska Matki i Dziecka uropejski Fundusz Spoteczny




Oznaczanie witamin z grupy B
Witamina B,, — LC-MS/MS

(a) LC condition

Parameter Condition
Column UG120V C18 1.5%250 mm 5 pum, Shiseido
Detector MS/MS

A 20 mM ammonuim formate in water
Time (min) Solvent A (%) Solvent B (%)
B: Acetonitrile

# Gradient mode 0 95 5

5 95 5

10 80 20

Mobile phase 14 20 20

15 20 80

35 20 80

36 95 5

40 95 5

Flow rate 0.2 mL/min
Column temperature 35°C

Run time 40 min
Injection volume 1ol

J-H. Lee, J-H Shin, J-M Park, H-J Kim, J-H Ahn, B-M Kwak, J-M Kim, Analytical Determination of Vitamin B12 Content
in Infant and Toddler Milk Formulas by Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS), Korean J
Food Sci Anim Resour., 2015; 35(6): 765-771
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Oznaczanie witamin z grupy B
Witamina B,, — LC-MS/MS

{(b) MS/MS condition

Parameter Condition
Ion source ESI (Electro sprav ionization)
Polarity Positive
Nebulizer gas No
Nebulizer pressure 50 ps1
Gas flow 10 L/min
Ion spray voltage 5000V
Source temp. 330°C
Resolution Q1(umt) Q3 (umut)
Scan mode MEM (Multiple reation monitoring)
MREM condition
Retention time (min) Compound Precursor ion (m/z) Product ion (m/z) Dwell (ms) Fragmentor (V) Collision energy (V)
13.34 Cyanocobalamin 678 147  Quantitative 200 158 40
339 Quantitative 200 158 24

J-H. Lee, J-H Shin, J-M Park, H-J Kim, J-H Ahn, B-M Kwak, J-M Kim, Analytical Determination of Vitamin B12 Content
in Infant and Toddler Milk Formulas by Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS), Korean J
Food Sci Anim Resour., 2015; 35(6): 765-771
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Oznaczanie witamin z grupy B
Witamina B,, — LC-MS/MS

x102 +ESITIC MAM Frag*148.0V CIO@** (** -> *) FinaiVahdavon0016.d
3%

o:z: Vitamin 812 10 ppb I:"‘ 20 mM Ammonium formate in Water/ACN (1:1)
0854
081 |

0.751 |

074 ﬂ 0.1% Formic acid in Water/ACN (1:1)
0651 f

061 :
0551 A
05 ! 0.1 % Acetic acid in Water/ACN (1:1)
0454 ,
041
0354
031
0251 !
02< '

0154

o) L L
0054y N R i .

0- e e \Wm.d

02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 45 48
Counts (%) vs, Acquesition Time (man)

|
{

\ 20 mM Ammonium acetate in Water/ACN (1:1)

J-H. Lee, J-H Shin, J-M Park, H-J Kim, J-H Ahn, B-M Kwak, J-M Kim, Analytical Determination of Vitamin B12 Content
in Infant and Toddler Milk Formulas by Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS), Korean J
Food Sci Anim Resour., 2015; 35(6): 765-771
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Oznaczanie witamin z grupy B
Witamina B,, — LC-MS/MS

TSN ) Sanghe N 4 VI DN ™ > *) Sanghe 14
z;xl" Std SO ppb fxl‘: Vitamin B, .
s 3
v - 0 124 -
4 1
184 ‘_
144 1"
14 -
124 -
1+ -
1" 1
- -
b
a 0-
124 - J
[ | L 1 Lo o A
L e e T e T e e T S 1 v T
2 4 5 1 N R HERA2NNEAARMUEDN !4 E T R HEREAR NAEDR AR HSE D
Moguezin Tome fouf Dequsiin Toe i
Vitamin B,, Standard SRM 1849a
Odzysk — okoto 40%
rop? 0.03 ug'L i 0.9986
LIDIQ3jl 010 ugL Linear Regression v=2737.71x — 5508 48
}\.‘IDL4) 0.20 ug/'L Range 1~100 pg/L

J-H. Lee, J-H Shin, J-M Park, H-J Kim, J-H Ahn, B-M Kwak, J-M Kim, Analytical Determination of Vitamin B12 Content
in Infant and Toddler Milk Formulas by Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS), Korean J
Food Sci Anim Resour., 2015; 35(6): 765-771
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Oznaczanie witamin z grupy B
Witaminy B — LC-MS/MS

e Coltngpeeton pwewion Daugherion Dl Gk, ey
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Nicotinic scd 1 127 ma e o6 80 200
Pantothenic acid 1 1.86 220.1 28 f:;ﬂ g:gg ig ::3%60
Pyridoral-dy 1 240 vi0 o8 450 120
pyridoral 1 2.43 180 Lo ois 180 120

pyrdoine 2 206 701 o oo 250 150
Nicotinamide 2 258 230 ey o6 ®o 200
Thiamin 2 4.15 265.0 ilféi ggg igg iig

Thiamin-c, 2 415 wo S ooe 190 220

.

siotin : 528 w9 s o2 00 259

dinucaosta (D) g 555 3 ey 002 o 200
Riboflavin 3 6.15 377.2 21;:11 ggi i:g ;gg

wbofiin- ", "Ny 3 6.5 80 e o0y a0 3a0

R.X.Nan,Y.S.An,Y.Z. Yu, Y. Z. Guang, S. Bing, R. Y. Ping, Z. Jing, Application of UPLC-MS/MS Method for Analyzing
B-vitamins in Human Milk, Biomed Environ Sci, 2015; 28(10): 738-750
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Oznaczanie witamin z grupy B
Witaminy B — LC-MS/MS
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R.X.Nan,Y.S.An,Y.Z. Yu, Y. Z. Guang, S. Bing, R. Y. Ping, Z. Jing, Application of UPLC-MS/MS Method for Analyzing
B-vitamins in Human Milk, Biomed Environ Sci, 2015; 28(10): 738-750
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Oznaczanie witamin z grupy B

Witaminy B — LC-MS/MS
Analyte Coefficient LOD 1 (pg/L) LOQ 1 (pg/L) LOQ 2 (pg/L) Reference Data (pg/L)
Thiamin 0.357 0.05 0.25 0.01 2-221%7
Riboflavin 0.3%6 0.20 1.00 0.03 0-345""
Nicotinamide 0.935 0.10 0.50 0.10 2-3179%"
Nicotinic acid 0.990 0.50 2.00 0.20
Pyridoxine 0.999 0.10 0.50 0.06
Pyridoxamine 0.351 1.50 5.00 0.04 g-692""
Pyridoxal 0.559 0.20 0.70 0.03
FAD 0.953 0.20 1.00 0.05 29-818""
Biotin 0.9%4 1.00 3.00 0.40 2.3-5.9"
Pantothenic acid 0.997 0.50 1.00 0.50 360-2900°"

R.X.Nan,Y.S.An,Y.Z. Yu, Y. Z. Guang, S. Bing, R. Y. Ping, Z. Jing, Application of UPLC-MS/MS Method for Analyzing
B-vitamins in Human Milk, Biomed Environ Sci, 2015; 28(10): 738-750
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Oznaczanie witamin z grupy B

Witaminy B — LC-MS/MS
Theoretical Determined A Inter-day Mean of Accuracy of Inter-day
Analyte Concentrations of Data of NIST Df‘::;?g;} RSD (%) Pooled Pooled Milk RSD (%)
NIST (ug/L) (ng/L) (n=36) milk (pg/L) (%) (n=36)
N 125.7
+ -
Thiamin (106.1-145.3) 135.8£12.1 108.0 3.9 33.2 84.5-118.5 9.5
) . 203.7
+ -
Riboflavin (193.3-214.1) 208.4+13.2 102.3 6.4 64.3 85.2-114.2 10.3
S . 1050
+ -
Nicotinamide (890-1250) 1137.6£117.3 104.4 10.3 220.8 85.7-113.2 9.2
A 13486
Pyridoxine 139.389.1 103.5 6.5 2.3 80.3-115.7 12.2
Y (116-153.2]
_— 19.9
+
Biotin (17.3-22.5) 15.6%1.3 93.4 6.6
. - 682
+ -
Pantothenic acid (644-720) 700.9+58.4 102.8 3.3 910.7 82.8-120.6 14.5
Pyridoxal 62.6 21.0-111.5 8.7
Nicotinic acid 183.3 85.4-115.5 11.4
FAD 205.1 24,2-118.0 9.2

R.X.Nan,Y.S.An,Y.Z. Yu, Y. Z. Guang, S. Bing, R. Y. Ping, Z. Jing, Application of UPLC-MS/MS Method for Analyzing
B-vitamins in Human Milk, Biomed Environ Sci, 2015; 28(10): 738-750
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Oznaczanie witamin z grupy B

Witaminy B — LC-MS/MS
Theoretical Determined A Inter-day Mean of Accuracy of Inter-day
Analyte Concentrations of Data of NIST Df‘::;?g;} RSD (%) Pooled Pooled Milk RSD (%)
NIST (ug/L) (ng/L) (n=36) milk (pg/L) (%) (n=36)
N 125.7
+ -
Thiamin (106.1-145.3) 135.8£12.1 108.0 3.9 33.2 84.5-118.5 9.5
) . 203.7
+ -
Riboflavin (193.3-214.1) 208.4+13.2 102.3 6.4 64.3 85.2-114.2 10.3
S . 1050
+ -
Nicotinamide (890-1250) 1137.6£117.3 104.4 10.3 220.8 85.7-113.2 9.2
A 13486
Pyridoxine 139.389.1 103.5 6.5 2.3 80.3-115.7 12.2
Y (116-153.2]
_— 19.9
+
Biotin (17.3-22.5) 15.6%1.3 93.4 6.6
. - 682
+ -
Pantothenic acid (644-720) 700.9+58.4 102.8 3.3 910.7 82.8-120.6 14.5
Pyridoxal 62.6 21.0-111.5 8.7
Nicotinic acid 183.3 85.4-115.5 11.4
FAD 205.1 24,2-118.0 9.2

R.X.Nan,Y.S.An,Y.Z. Yu, Y. Z. Guang, S. Bing, R. Y. Ping, Z. Jing, Application of UPLC-MS/MS Method for Analyzing
B-vitamins in Human Milk, Biomed Environ Sci, 2015; 28(10): 738-750
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Oznaczanie witamin z grupy B

lonization ES| ..
Mode: - positive
Witaminy B — LC-MS/MS g-l?turr:)%;sna)s e _I;I::]D;] oo, B gy

Exper. Group 1

—
umn 2.1 x 50-mm (Part# N2972000)

B3 (niacin) 1243/80.2 124.3/53.2

Solvent A: 5 mM ammonium formate, pH to
4.9 with formic acid 2 MRM Transitions (amu)

Solvent B: Acetonitrile (ACN)

(0.7 - 2.5 min)

lm — . ------

(ki) B1 (thiamine) 265.01121.7 265.0/1440 20
Mobile Ph iti .
e Thase I e EL?T’E"};*S;) 269.0/122.0 20 25 50
2 1.60 0.5 100.0 00 6 G
3 450 0.5 700 300 6 B3* (niacinamide)  123.3/80.2 123.3/53.2 25 -30 50
4 5.00 05 50.0 50.0 6 B6 (pyridoxine) 170.3/133.7 170.3/1058 22 -28 50
5 6.00 0.5 500 500 ) Expet. Group 3 -
6 6.05 0.5 1000 0.0 6 (3.0 - 4.4 min) MRM Transitions (amu)
Pressure 6900 psiMEU bar {maximum) B7 (biotin) 245.0/9.4 245.01045 24
B7' (biotin;
Oven Temp. 40°C C.0,H,N.0.5) 247.0/98.7 24 45 35
Injection Volume 3L B9 (folic acid) 442.1/295.2 442111760 21 -22 B5
— 678911472 67893992 23 45 35
(cyanocobalamin):
W. M. Reuter, S. Reddy, A. Dalmia, Analysis of Water-Soluble Vitamins in B2 (riboflavin) 377.011723 377.0/1982 35 48 35

Infant Formula by UHPLC-MS/MS, PerkinElmer, Inc. Shelton, CT B2' (riboflavin;:

O poNND) 801754 35 48 35
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Oznaczanie witamin z grupy B
Witaminy B — LC-MS/MS
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W. M. Reuter, S. Reddy, A. Dalmia, Analysis of Water-Soluble Vitamins in Infant Formula by UHPLC-MS/MS, PerkinElmer, Inc. Shelton, CT
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Oznaczanie witamin z grupy B
Witaminy B — LC-MS/MS

Standard Curve: "Concentration v Anga Rata” Standard Curve: "Concentration vi Area Rato”
Source "--" Component “B1-1 (265/121.7)" Internal Standard "B1-so” Source "--" Component "B12-1 (678 91477 Internal Standard “B2-is0”
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W. M. Reuter, S. Reddy, A. Dalmia, Analysis of Water-Soluble Vitamins in Infant Formula by UHPLC-MS/MS, PerkinElmer, Inc. Shelton, CT
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Oznaczanie witamin z grupy B
Witaminy B — LC-MS/MS

3/30/2006: VItB-L2-0002_183242

3/30/2016: VitB-L1-0002_180730

®
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W. M. Reuter, S. Reddy, A. Dalmia, Analysis of Water-Soluble Vitamins in Infant Formula by UHPLC-MS/MS, PerkinElmer, Inc. Shelton, CT
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Oznaczanie witamin z grupy B
Witaminy B — LC-MS/MS

x x x
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W. M. Reuter, S. Reddy, A. Dalmia, Analysis of Water-Soluble Vitamins in Infant Formula by UHPLC-MS/MS, PerkinElmer, Inc. Shelton, CT
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Opracowanie nowe] metody

Oznaczanie Galaktozy-1-fosforanu

v Galaktozemia  to wrodzona = choroba CHZOH
metaboliczna zaliczana do zaburzen procesu HO OH
przemian weglowodandw, ktéra wynika z braku O
zdolnosci organizmu do metabolizmu galaktozy. OH

v Kumulacja toksycznych metabolitéw
gromadzon¥c_h powyzej bloku enzymatycznego
oraz powstajgcych "na drodze alternatywnych
przemiany galaktozy moze prowadzi¢ "“do OH
uszkodzenia watroby, nerek, soczewki oka i
uktadu nerwowego.

Og,H Os,H
v Dziedziczenie: autosomalne recesywne. H—n::f—x::H HCI—II::i—H
HO—C—H H—C—0H
v Gléwne zrodio: laktoza, kazeina HO—C4H H—CL0H
H L::"‘ OH HO L::"‘ H
CH,OH CH,OH
D-Galactose L-Galactose
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Opracowanie nowe] metody

Okreslenie problemu analitycznego

Szlak metaboliczny Leloira

Galaktitol GALAKTOZA

ATP ——
P

Galaktonian > CO?

ADP

Galaktozo_‘l P ..........................................................................

.............................................................. | uTp

uop-gicer | NAD*
PP GaLE |§ PP

3 UDP-gal PP
utp v Glukozo-1-P |
Glukozo-6-P Glikozylacja
biatek i lipidow
glikoliza
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Opracowanie nowe] metody

Okreslenie problemu analitycznego

Galaktokinaza (GALK) — to enzym fosfotransferaz, ktory katalizuje fosforylacje galaktozy do
galaktozy-1-fosforanu przy wykorzystaniu jednej czasteczki ATP

0° 0 0 0 &° o o® 0 o o
\P//,.' \P// \P// o \P// \p//
@0/ \o/ \O/ \o/ eo/ \o/ \0/

OH

Asp
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Opracowanie nowe] metody

Okreslenie problemu analitycznego

Szlak metaboliczny Leloira

Galaktitol <«———— GALAKTOZA — Galaktonian » CO?

ATP
-

ADP —

L

Galaktozo_‘l P ...........................................................................

uTpP

UOP-glc NAD*
C ) GALE PP
UPP-gal UDP-gal PP
v

upp-gicpp I

PP

UTP

Glukozo-6-P Glikozylacja
l biatek i lipidow
glikoliza
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Opracowanie nowe] metody

Okreslenie problemu analitycznego

Urydylotransferaza galaktozo-1-fosforanowa (GALT) — to enzym, ktéry katalizuje przemiane
galaktozy-1-fosforanu do urydynodifosforan galaktozy.

OH OH
0 2. Galactose-1-phosphate UDP-Glucose-
HO QP03 uridylyltransferase HO Oupp  4-epimerase :
> H > Glycogenesis
: H / H H
H OH UDP-Glucose H OH H OH
Galactose-1- Glucose-1-phosphate
phosphate UDP-Galactose UDP-Glucose

Y

Glycolysis or Gluconeogenesis

Klasyczna galaktozemia jest spowodowana mutacjg genu GALT, ktdry koduje enzym
urdylotransferaze galaktozo-1-fosforanowg.
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Opracowanie nowe] metody

Okreslenie problemu analitycznego

OH OH
o)
HO
OH| OH
O/ _OH
i
O

Produkty szlaku metabolicznego

GALT
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Opracowanie nowe] metody

Okreslenie problemu analitycznego

OH OH
O

HO

OH| OH
O/ _OH

I

O

Mozliwos¢ oznaczania galaktozy-1-fosforanu na
poziomie stezen ponizej 10 pmoli/L
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Opracowanie nowe] metody

Mozliwosci analityczne
laboratorium

Dostepna aparatura analityczna:
» Chromatograf gazowy z detektorem mas

» Chromatograf gazowy z detektorem FID
» Chromatograf cieczowy z detektorem DAD
» Chromatograf cieczowy z detektorem fluorescencyjny

» Chromatograf cieczowy z detektorem mas

Derywatyzacja ?

/ Nie
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Opracowanie nowe] metody

Rodzaj badanego
materiaty
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Opracowanie nowe] metody

. . Sucha kropla (3-4 krazki
Krew + NaCl Wydtuzenie - pL S 2
Wirowanie 4°C H
Czas 200 pL Metanol
: 10 yISTD )
Oddzielenie przygotowanie
supernatantu od osadu probki !!!
komérkowego

I Ultradzwieki, 30 min

400 pL Supernatant I

200 pL Metanol

10 uL ISTD Wirowanie i filtracja

Odparowanie do sucha

I Odparowanie do
sucha
e

50 uL BSTFA
50 uL Plrydyna

50 L BSTFA
50 pL Pirydyna
| | |

' 100 uL Woda

N N ]
90°C, 45 min L= 90°C, 45 min i GC ]
i A Wydtuzenie czas |
GC probki 1! GC
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Opracowanie nowe] metody

Reakcja derywatyzacji dla GC

—sSi— 0_ |
| T= 900 1:' I"'“-._h_h
Czas reakcji - 45 min

Do
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Opracowanie nowe] metody

Parametry metody

f %]

I T

(

Carrier options

Purge flow: 20.0 mUmin Carrier gas saver: ~
Constant septum purge: ~ Gas saver flow: | 5.0 mUmin
Stop purge for: I 0.00 min Gas saver time: I 1.00 min
Eropeiskie — i b ikl
. U - E jski Fund Spot
Polska quk| ; DZIeCka uropejski Fundusz Spoteczny

Wiedza Edukacja Rozwdéj




Opracowanie nowe] metody

Oznaczenie
Abundanice TIC: 1GB584.D
Q000000
OH OH
8000000
O LOD < 1 umola/L
700000

6000000 "o OH OH LOQ<1 umola/L
/

5000000 P

4000000 O

3000000
2000000 { ; a
1000000 {| ’l | LJ ﬂ ﬁ ' JVL J!‘Mw f{
W
Tine> 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400
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Opracowanie nowe] metody

Walidacja jest potwierdzeniem przez zbadanie
| przedstawienie obiektywnego dowodu, ze zostaly spetnione
szczegotowe wymagania dotyczace konkretnie zamierzonego
zastosowania (wg PN-EN ISO/IEC 17025:2005).

Walidacja obejmuje:

e metody nieznormalizowane,
e opracowane lub rozwijane przez laboratorium,

e metody znormalizowane, stosowane poza zakresem
normalizacji,

e w praktyce, wszystkie metody stosowane w danym
laboratorium.
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Opracowanie nowe] metody

Walidacja

Podczas procesu walidacji nalezy okresli€c nastepujace cechy
charakterystyczne metod analitycznych:

1. doktadnosé, 6. granice wykrywalnosci,
2. precyzje, 7. specyficznos¢

V4

3. powtarzalnosé, i selektywnosc,
4. odtwarzalnosc, 8. liniowosc,
5

9. zakres pomiarowy.

niepewnos¢ pomiaru,

¢

|¥y=0,9653x+0,1639
| R?=0,9781

ntration, log IU/ml
o - ~N w - w o ~ o« o

Experimental Conce

o
~
Fs
)
o
-
o

Target Concentration, log IU/ml
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Implementacja metody

Probki
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