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Pfedmluva

Identifikace potravin a krmiv je zasadnim principem pro ochranu zdravotnich i ekonomickych
zajmU spotrebiteld. Ovéreni pritomnosti deklarovanych slozek, véetné detekce nedeklarovanych
pridanych sloZek, patfi mezi zakladni kontrolni postupy stanoveni autenticity a traceability
(sledovatelnosti) potravin a krmiv. Uvedené aspekty patfi ke klicovym prvklm zajisténi
bezpecnosti a kvality potravin a krmiv produkovanych v Ceské republice a Evropské unii a
predstavuji také jeden ze zasadnich predpokladd pro konkurenceschopnost agrarniho sektoru
Ceské republiky.

V posledni dobé stoupa spotrebitelsky tlak na funkéni potraviny a tzv. nutraceutika, kterd maji za
cil zvySeni nutriéni nebo zdravotni hodnoty daného vyrobku (a také jeho ceny). Obdobnych
principli se zvySovanim ,funkcnosti” potravin se vyuZiva v posledni dobé ve velkém rozsahu i
v oblasti vyroby krmiv pro psy a koc¢ky (a dalsi drobna domaci zvitata). Trh s témito potravinami a
krmivy roste nejen v CR, ale i v Evropé. Podle priizkumu spole¢nosti Nielsen z roku 2013 se jen za
krmiva pro psy a kocky utratilo v CR 4,2 miliardy korun a tento trh md rostouci tendenci (v roce
2007 to bylo o miliardu méné). V Evropé se proda 8,5 milidnd tun krmiv pro pet zvirata, ro¢ni obrat
na trhu je pak 13,8 miliard euro (FEDIAF - European Pet Food Industry Federation, 2012).

Nutraceutika se uplatiuji predevsim v krmivech zvlastniho uréeni nebo prémiovych a
superprémiovych krmivech pro pet zvifata. Podil prodeja téchto krmiv rok od roku vyznamné
stoupa. Pridavky téchto latek zvySuji nutri¢ni hodnotu krmiv a tato krmiva jsou pak deklarovana
jako holistickd nebo hypoalergenni, optimalizovand pro brezi a kojici feny, starSi psy, psy
s nadvahou, sportovni psy (zvysuji vykon) apod. Rozdil v cené prémiovych a standardnich
(ekonomickych) krmiv pfitom muizZe byt tfi- aZ osmindsobny, pficemzZz cena se odviji nejen od
surovin, ale i pfitomnosti dalSich komponent, mezi které patfi i vySe zminéné latky. Komponenty,
které se do potravin a krmiv pfidavaji za ucelem zvySeni jejich nutri¢ni nebo zdravotni hodnoty,
zahrnuji latky, u nichZ je prokazan pozitivni vliv na organismus a ¢asto se prodavaji jako doplriky
stravy. Patfi sem napfiklad latky jako L-karnitin, chondroitin-sulfat, glukosamin, omega-3 a omega-
6 mastné kyseliny. Nepostradatelnou soucasti jsou i vitaminy a mineraly. Vitaminy jsou organické
slouceniny, které reguluji metabolické procesy v Zivo¢iSném organismu. Vétsina vitaminl nemUze
byt syntetizovana v téle zvifat, a proto jim musi byt doddvana v krmivu. U domacich zvifat je
potieba zajistit pravidelny pfisun pfedevsim vitaminU rozpustnych ve vodé, protoZze tyto vitaminy
se vtéle zvifat neukladaji a jsou rychle eliminovany ztéla prostfednictvim moci. Do skupiny
vitaminu rozpustnych ve vodé patfi vitaminy skupiny B (Thiamin B1, Riboflavin B2, Niacin B3,
Kyselina pantotenovd B5, Pyridoxin B6, Kyselina listovd B9 a Kyanokobalamin B12) a vitamin C
(Kyselina L-askorbovd). Vitaminy skupiny B u zvifat zajistuji biologicky prabéh metabolickych
pochodl, tedy jsou nepostradatelné pro ucinné katalyzovani biochemickych reakci. Vitamin C je
nezbytny pro vyvoj a normalni funkci bunéénych sloZek kostnich tkani, dale plisobi jako stimulator
imunitniho systému, podili se na oxida¢né redukcnich reakcich v organismu a na funkci transportu
Zeleza v téle. Z popsanych davodl jsou tyto latky pro urcitou skupinu spotrebitel( jednim z
hlavnich davodl koupé (i drazsiho) vyrobku.

CM 106/2018, ISBN 978-80-88233-48-0



I. Cil metodiky

Cilem uplatnéné metodiky je konfirmacni (rozhodci) analytickd identifikace a cilené kvantitativni
stanoveni vitamin( skupiny B a vitaminu C v krmivech pro domaci zvifata (psy, kocky) metodou LC-
MS/MS(HR). Vyvinuta analytickd metodika na bazi kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii s vysokym rozliSenim je orientovana jak na syrové (raw) potraviny a krmiva, tak na
zpracované potraviny a krmiva s rdznym stupném technologického opracovani a slouzi predevsim
pro potfeby kontrolnich organd statni spravy pro ovérovani deklarovaného sloZeni krmiv,
traceabilitu, autenticitu slozek obsaZenych v krmivu, kvantitu slozek a prikaz zamérného di
nezamérného falSovani potravin a krmiv, pripadného klamani zakaznikd.

Tato analytickda metodika, ktera byla v ramci projektu ¢. QJ1530107 vyvinuta, je rychla, presna a
vysoce citliva a jednoznacné identifikuje pritomnost jednotlivych vitamin( skupiny B a vitaminu C
ve vzorcich rlznych krmiv. Certifikovand metodika byla vyvinuta prioritné jako rozhoddi
(konfirmacni) dle principl a parametrd Commission decision 2002/657/EC.

Il. Vlastni popis metodiky
1. Cast informativni

1.1 Nazev metody
Identifikace a kvantitativni stanoveni analytl vitamind skupiny B a vitaminu C metodou kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozlisenim (LC-MS/MS(HR)) v krmivech.

1.2 Princip metody

Princip pouzité metody je zaloZen na analytické separaci vzork(i na chromatografické koloné pomoci
kapalné mobilni faze (kapalinova chromatografie, LC) a ndsledné identifikaci jednotlivych latek
pomoci hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS) svysokym rozliSenim (HR). Tato
fyzikalné-chemicka metoda slouzi pro uréovani hmot molekul (m/z) a jejich ¢asti, jeZ je tfeba k tomu
ucelu prevést na kladné nebo zaporné ionty a nasledné tyto ionty rozliSit podle poméru hmotnosti
a naboje (m/z) a zaznamu relativnich intenzit téchto iontl. MS je mimoradné citliva, destruktivni
analytickd metoda, ktera pti minimalni spotfebé vzorku urcuje molekuldrni hmotnost (MW) a dalsi
strukturdlni informace analyzované organické latky.

1.3 Analyty

Thiamine hydrochlorid (CAS n. 67-03-8) B1, Riboflavine (CAS n. 83-88-5) B2, Nicotinic acid (CAS n.
59-67-6), Nicotinamid (CAS n. 98-92-0) B3, Calcium pantothenate (CAS n. 137-08-6) B5, Pyridoxine
HCI (CAS n. 58-56-0) B6, Folic acid (CAS n. 59-30-3) B9, Cyanocobalamin (CAS n. 68-19-9) B12, L-
ascorbic acid (CAS n. 50-81-7) vitamin C, Interni Standardy: Thiamin-13C3 (CAS n. 1257525-77-1 4-
methyl-13C-thiazol-5-yl-13C3), Riboflavine-3C>N (CAS n. 1217461-14-7), Nicotinic acid-3C6 (CAS
n. 1189954-79-7), Kyselina Pantothenova-3C*>N (Sigma-Aldrich 705837) a Pyridoxine-3d (Sigma-
Aldrich 809659).
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1.4 Rozsah a pouzitelnost metodiky

Metodika je pouZitelnd pro stanoveni analytd thiamin v koncentraénim rozsahu 1 pg.g? (ppm) —
160 pg.g* (ppm), riboflavin v koncentraénim rozsahu 1 pg.g* (ppm) — 160 pg.g* (ppm), nicotinic
acid v koncentraénim rozsahu 1 pg.g* (ppm) — 160 pg.g* (ppm), pantothenate v koncentraénim
rozsahu 1 pg.g* (ppm) — 160 pg.g* (ppm), pyridoxine v koncentraénim rozsahu 1 pg.g?* (ppm) —
160 pg.g? (ppm), folic acid v koncentraénim rozsahu 1 pg.g' (ppm) — 160 pg.g?* (ppm),
cyanocobalamin v koncentraénim rozsahu 0,02 pg.g* (ppm) — 0,2 pug.g* (ppm), L-ascorbic acid v
koncentraénim rozsahu 1 pg.g* (ppm) — 500 pg.g* (ppm).

1.5 Analyticko-statisticka charakteristika metody

Identifikace a prokazovani méreného analytu ve vzorcich je zaloZzeno na méreni presnych hmot
(mass accuracy) odpovidajicich kladnych a zapornych iontd prekurzorli a produktovych iont(
s vyuzitim kritéria pro Spradvnost (4dppm < 1). Kvantifikace analytu je zaloZzena na zakladé
matricové kalibracni krivky s ndsledujicimi vypoctenymi kritickymi body: CCalfa, CCbetra, LOD a
LOQ (vice viz. kapitola — Validace metody).

1.6 Interference metody

Stanoveni vitamin( skupiny B a vitaminu C analytickou metodou LC- MS/MS s vysokym rozlisSenim
je za danych podminek vysoce specifické a pfi mérenich nebyly pozorovany zadné interference
v oblasti vyskytu odezvy analytl pro matrice riznych krmiv.

1.7 Interni kontrola metody

Vyuziva se pfidavku internich standardd — Thiamin-13C3, Riboflavin-13C°N, Niacin-13C6, Kyselina
Pantothenova-'3C*°N a Pyridoxin-D3. Kazdy vzorek je na zalatku zpracovani fortifikovan roztokem
interniho standardu na vyslednou koncentraci 1 - 100 pg.gt, podle analytu.

1.8 Externi kontrola metody

Planovana ucast v mezilaboratornich porovnavacich zkouskach.

2. Pracovni postup metodiky
2.1 Chemikalie, standardy

Thiamine hydrochlorid (CAS n. 67-03-8) B1, Riboflavine (CAS n. 83-88-5) B2, Nicotinic acid (CAS n.
59-67-6), Nicotinamid (CAS n. 98-92-0) B3, Calcium pantothenate (CAS n. 137-08-6) B5, Pyridoxine
HCI (CAS n. 58-56-0) B6, Folic acid (CAS n. 59-30-3) B9, Cyanocobalamin (CAS n. 68-19-9) B12, L-
ascorbic acid (CAS n. 50-81-7) vitamin C, Interni Standardy: Thiamin-13C3 (CAS n. 1257525-77-1 4-
methyl-13C-thiazol-5-yl-13C3), Riboflavine-3C?°N (CAS n. 1217461-14-7), Nicotinic acid-*3C6 (CAS
n. 1189954-79-7), Kyselina Pantothenova-'3C*°>N (Sigma-Aldrich 705837) a Pyridoxine-3d (Sigma-
Aldrich 809659) byly nakoupeny od firmy Sigma-Aldrich CZ a dodany objednavatelem. Kalibra¢ni
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roztoky pro mass accuracy — Pierce ESI Positive/Negative lon Calibration Solution, dodavatel
Thermo-Fisher Scientific CZ.

Chemikalie metanol (gradiend grade), acetonitril (gradiend grade), kyselina mravendi byly
nakoupeny u dodavatele Sigma-Aldrich CZ. Deionizovand (demineralizovand) voda byla ziskdna na
zarizeni GORO DEMI ULTRA CZ. Kapalny dusik v kvalité 5.0 byl dodan firmou Messer CZ.

Zasobni roztok standardi byl pfipraven o koncentraci 10 mg.ml?! (Rozpustén 10 mg standardu v
1.0 ml 50 % roztoku metanolu).

Pracovni roztok standard( byl pfipraven o koncentraci 1 mg.ml? odpovidajicim nafedénim
zasobniho roztoku pridavkem 50 % roztoku metanolu.

VSechny roztoky se skladuji pfi 4°C v lednici. Zasobni roztoky standard( jsou stabilni 1 rok,
pracovni roztoky jsou stabilni 1 mésic.

2.2 Analytické zarizeni

Vsechny vysledky byly naméreny na analytickém zafizeni UHPLC-(HR)MS, pokud neni vyslovené
uvedeno jinak. Instrumentalni analytické zafizeni bylo slozeno ze dvou hlavnich &asti, z Casti
chromatografické separace vybavené zafizenim (ultra) kapalinovym chromatografem Accera 1200
a ¢asti hmotnostni spektrometrie vybavené hybridnim tandemovym hmotnostnim spektrometrem
s vysokym rozliSenim (High Resolution, HR) na bazi orbitrapu oznaceném QExactive s H-ESI
ioniza¢nim zdrojem. Analytické instrumentalni zafizeni LC-(HR)MS/MS bylo vyrobené a dodané
firmou Thermo Fisher Scientific, USA, jako ridici software byl pouzZit Excalibur ve verzi 3.10 a jako
vyhodnocovaci software pro konfirmaci (identifikaci a potvrzovani) byl pouZit Mass Frontier v.7.0
(oba Thermo Scientific). Méreni bylo provedeno v analytické laboratofi vybavené presnou
klimatizaci udrzujici teplotu v rozmezi 21 + 0,5 °C.

2.3 Vzorkovani

Vzorky krmiva jsou odebrany zoriginalnich obal( v kratkém casovém sledu pred vlastnim
zpracovanim v laboratofti. Originalné zabalena krmiva jsou v laboratoti uchovavany v podminkach
predepsanych vyrobcem. VZdy jsou odebrany dva vzorky krmiva (A, B) — vzorek A je zpracovan a
analyzovan v laboratofi, vzorek B je vakuové zabalen do polyetylénové folie, fadné oznacen a
uchovavan pfi -20°C v mrazicim boxu pro pfipadnou sekundarni analyzu.

2.4 Pracovni postup pfipravy vzorku

1. navaiit 0,3g vzorku (rozmélnéného, rozmixovaného, homogenizovaného) do centrifugacni
zkumavky,

pridat 1 ml destilované vody

intenzivné protrepat na vertexu cca 3 minuty kazdy vzorek,

odstredit pri 14000 otackach 20 min.,

odebrat supernatan a nanést na filtra¢ni kolonu (Polypropylen cartridge with 20 ul PE frit,
Applied Separations),

vk wnN
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6. vzorek (cca 200 pl) prenést do inzertu, vloZit do chromatografické vialky a dobfe uzavrit.

2.5 Analyticka metoda méreni

2.5.1 Chromatograficka separace pro kvantifikaci

Vzorky pfipravené pro cilenou analyzu byly pfimo nastifiknuty do chromatografického systému
Accela 1200 s hmotnostnim spektrometrem. Chromatograficka separace probihala na analytické
koloné C18 Luna Omega POLAR rozméru 100 x 2.1 mm, zrnéni 1,6 um (Phenomenex) vybavené
ochranou predkolonou C18 Luna Omega rozméru 10 x 2.1 mm, zrnéni 1,6 pum. Analyticka kolona
byla temperovand na 40 °C a pratok kolonou byl konstantné nastaven na 200 pl min.
Nastfikovany objem vzorku je 5-25 ul podle analytu. Mobilni faze byla sloZzena z0,1 % roztoku
kyseliny mravenci a 5 % roztoku acetonitrilu ve vodé (mobilni faze A) a 0,1 % roztoku kyseliny
mravencéi a 5 % vody v acetonitrilu (mobilni faze B). Pouzity gradient mobilni faze je uveden
v tabulce 1, doba analyzy vzorku byla 10 minut.

Tab. 1 - Gradient mobilni faze:

Cislo | Cas (min) | Priitok (ul/min) | A (%) | B (%)
1 0 200 100 0
2 2.0 200 100 0
3 4.0 200 90 10
4 6.0 200 20 80
5 8.0 200 100 0
6 10.0 200 100 0
7 11.0 200 100 0

2.5.2 Hmotnostni spektrometrie pro identifikaci a kvantifikaci

Tandemovy hybridni hmotnostni spektrometr typu orbitrap QExactive méfi v pozitivnim modu
s vyhiivanym elektro sprej ionizacnim zdrojem (ESI+). Pro cilenou analyzu detektor pracuje
v nastaveném modu Paraller Reaction Monitoring (PRM) svysokym rozliSenim, RozliSovaci
schopnost (Resolving power, RP) = 17.500 (FWHM). Nastaveni hmotnostniho spektrometru je
nasledujici: Sheath gas flow rate 30 (unit), Aux gas flow rate 10 (unit), Spray voltage 4.50 (kV),
Capillary temp. 320 (°C), Heater temp. 240 (°C), S-lens RF level 50, AGC target 6.e® a Maximal inject
time 100 (ms). Pred zacatkem kazdého méreni je hmotnostni spektrometr vidy externé kalibrovan
na presnou hmotu pomoci kalibracnich roztok( Positive lon Calibration Solution a Pierce ESI
Negative lon Calibration Solition (Thermo Scientific). Cely LC-(HR)MS systém je fizen a namérenad
data jsou ukldddna a procesovdana pomoci softwaru Excaliber 3.10, data pro identifikaci jsou
vyhodnocovdna pomoci softwaru Mass Frontier v.7.0.
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2.6 Kalibrace hmotnostniho spektrometru na presnou hmotu (mass accuracy)

Kalibrace MS spektrometru na presnou hmotu byla provadéna vidy pred zahajenim méreni
externé na zakladé kalibracnich roztoku Positive lon Calibration Solution a Pierce ESI Negative lon
Calibration Solition (dodavatel Thermo Scientific). Vysledek externi kalibrace je uveden na
nasledujicich obrdazcich (Obr. 1, 2). Povolena chyba méfeni (sprdvnost) je £ 3 ppm pro pouzity
hmotnostni spektrometr QExactive.

Mass accuracy

FMS deviation miz 128.1 miz 1981 miz524.3
— miz1222.0 —— Mz 1422.0 —— miz1622.0

miz dov [ppm]

Scan

Obrazek 1 — Pozitivni externi kalibrace (Procedure result: rms = 0,20/0,19 ppm)

Mass accuracy
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Obrazek 2 — Negativni externi kalibrace (Procedure result: rms = 0,18/0,25 ppm)

Interni kalibrace byla nastavena na prfesnou hmotu aduktl iontu acetonitrilu MW [M,+Na]*=
64.01577, MW [M2+H]*= 83.06037 a probihala kontinudlné v nastaveném modu mass-lock.

2.7 Standardy analytt pro identifikaci, prokazovani a kvantifikaci

U standard( analytd jsou zméfeny hmotnostni spektra MS?! ve vysokém rozliseni (RP = 140.000) a
ndsledné charakteristické produktové (fragmentaéni) spektra MS? (RP = 17.500). Z naméFenych dat
byly vypocteny velikosti povolenych odchylek od teoretické presné hmoty (Spravnost, Mass
accuracy) pro odpovidajici ionty prekurzord a fragmentd (produktovych iont() standardd.
Vypoctené odchylky musi pro spravnou identifikaci analytu odpovidat kritériu MA < 3 A ppm.
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Vysledky méreni jsou uvedeny v ndsledujicich tabulkdch (Tab. 2 a 3) a pfiklady naméfenych
hmotnostnich spekter a navrieného fragmentacniho mechanizmu jsou uvedeny na nasledujicich
obrazcich (Obr. 3 - 23). Podminky nastaveni hmotnostniho spektrometru pro ziskani maximalnich
intenzit odezev pro standardy byly vyuZity pro nastaveni MS spektrometru pro nasledné méreni
vsech vzorkd.

Tabulka 2 — Mass accuracy (spravnost) pro prekurzorové ionty analyt standardd (MS?) v modu
Fullscan

Standard Elementarni Experimentdl Teoreticka Spravnost
formula ni molekulovda mol.hmotnost (A ppm)
hmotnost (m/z)
(m/z)
Thiamin (B1) [C12H17N4OS]* 265.11160 265.11176 -0,59748
Riboflavin (B2) [C17H21N4O6]* 377.14526 377.14556 -0,79757
Nicotinic acid (B3) [CeHsNO2]* 124.03925 124.03931 -0,44341
Nicitinamid [CeH7N0]* 123,05528 123,05529 -0,07639
Pantothenat (B5) [CoH16NOs] 218.10341 218.10340 0,06465
Pyridoxin (B6) [CsH12NO3]* 170.08116 170.08117 -0,05880
Folic acid (B9) [C19H20N706]* 442.14691 442.14696 -0,10811
Cyanocobalamin (B12) [Ce3HasCoN14014P] 1354.56189 1354.56795 -4,47604
L-ascorbic acid (C) [CeH706] 175.02480 175.02481 -0,05713
Thiamin-3C3 [Cs™*CaH17N4OS]* 269.12500 269.12517 -0,65992
Riboflavin-13C*>N CaCBH, Y
][+ 4CTH2NINOs 503 1583 383.15304 057366
Niacin-3C6 [B3CsHsNO:]* 130.05948 130.05943 0,35522
Kys.Pantothenova-3C**N [C6'3C3H16'°NOs] 222.11043 222.11049 -0,29355
Pyridoxin-D3 | [CsHsNO3Ds]* 17.10003,10002 178.10000 173,10,11554

Poz.: Spravnost (Mass Accuracy) - relativni rozdil mezi experimentdlné ziskanou hodnotou m/z a teoreticky
vypoétenou m/z iontu vztaZenou k teoretické hodnoté m/z (* 10°) vyjadieno v A ppm.

Tabulka 3 — Mérenych prekurzorovych a produktovych (fragmentacnich) iontl analytd v modu
Targeted-MS?

Analyt Prekurzor Produkt iont pro Dalsi produktové Kolizni
iont (m/z) | kvantifikaci (m/z) ionty (m/z) energie (eV)

Thiamin (B1) 265.11160 122.07137 144.04770 10

Riboflavin (B2) 377.14526 243.08754 172.08699 55

Nicotinic acid (B3) 124.03925 80.04984 96.04454 90

Nicitinamid 123,05528 106,02873 96.04454 90
80.04984

Pantothenate (B5) 218.10341 146.08223 71.05019 50

88.04032 50

Pyridoxine (B6) 170.08116 134.06010 124.07581 50

152.07060 50

Folic acid (B9) 442.14691 295.09348 120.04440 40

176.05664 40

Cyanocobalamin (B12) 1354.56189 339.07523 357.08578 40

1327.55328 40

L-ascorbic acid (C) 175.02480 115.00362 59.01382 50
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71.01377 50

87.00867 50

Thiamin-3C3 269.12500 148.06113 122.07129 10
Riboflavin-13C*>N 383.15283 175.09062 249.09500 55
Niacin-13C6 130.05948 80.04984 90
Kys.Pantothenova-*C**N 222.11043 71.05014 92.04741 50
Pyridoxin-D3 173.10002 155.0894 137.07887 50

NH, /g/\/
ﬂ, \N
)Nl\),\,\j/\*-%—s o Hw—s o

m/z 265.11176 m/z 144.04776

miz 265.11176 )j/\ /g/\

m/z 247.10119
Obrazek 3 — Fragmentacni mechanismus analytu thiaminu (B1) v hmotnostnim spektrometru
QExactive pro konfirmacni identifikaci a kvantifikaci (HCD 10eV)
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Obrazek 4 — Fragmentacéni mechanismus analytu riboflavinu (B2) v hmotnostnim spektrometru
QExactive pro konfirmacni identifikaci a kvantifikaci (HCD 55eV)
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Obrazek 5 — Fragmentacni mechanismus analytu pantothenatu (B5) v hmotnostnim spektrometru
QExactive pro konfirmacni identifikaci a kvantifikaci (HCD 50eV)
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Obrazek 6 — Fragmentacni mechanismus analytu pyridoxinu (B6) v hmotnostnim spektrometru
QExactive pro konfirmacni identifikaci a kvantifikaci (HCD 50eV)

o]
N\ N\ NH, oH
| \ °
N z o m/z 295.09380
HN OH miz 442.14696
H .
N ~ !
\ ~o
o]

m/z 442.14696

o
I
+
I'Q'
4
\ /
24
z

m/z 442.14696

CM 106/2018, ISBN 978-80-88233-48-0



H,N OH
+ H
NI >
o
o
oH
o
miz 442.14696
N N NH,
| N \W/
LN
N
+H HN L OH "
i
NE__AN
‘ o
oH
o

2
‘ \ \\r
AN
N
N N__NH,
HN OH N \\r
A
N N
OH
o
miz 176.05669
o
miz 442.14696

m/z 442.14696

CM 106/2018, ISBN 978-80-88233-48-0



Obrazek 7 — Fragmentacni mechanismus analytu folic acid (B9) v hmotnostnim spektrometru
QExactive pro konfirmacni identifikaci a kvantifikaci (HCD 40eV)
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B1_Thiamin_MS_pos_01#5 RT:0.02 AV: 1 NL: 5.08E5
T: FTMS + p ESI SIM ms [263.7500-266.2500]
265.11160

=
~ @ © o
T
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N
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O\H\?\H\?\H\%H\\?HH%\\H?HH?HH?HH?\H

nN

[

265.14053

264.15683 265.06949 || 1.
T

A a2l

264.81018
T T

266.00119 |
T

266.17242

T T T L s e e I e B N S B ) B B B
265.0 265.2 265.4 265.6 265.8 266.0

m/z

L L L L L L L L L L
263.8 264.0 264.2 264.4 264.6 264.8

Obrazek 8 — Pfiklad hmotnostniho spektra MS! pro standard thiaminu

|
266.2

(v hmotnostnim spektru je dobre identifikovatelny prekurzorovy iont = 265.11160

odpovidajici standardu)

B1_Thiamin_MSMS_pos_10eV_01#40 RT:0.18 AV:1 NL: 2.08E5
T: FTMS + p ESI Full ms2 265.0000@hcd10.00 [50.0000-268.0000]
122.07137

=
~ (oo} © o
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144.04770
119.82476
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Obrazek 9 - Pfiklad produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard thiaminu (v
hmotnostnim spektru jsou dobre identifikovatelné produktové ionty 122.07137, 144.04770,
odpovidajici fragmentaci standardu pii 10eV HCD, rovnéz je vidét i prekurzorovy iont standardu

265.11118)
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B2_Riboflavin_MS_pos_02 #27 RT: 0.12 AV:1 NL: 2.02E4
T: FTMS + p ESI SIM ms [376.5000-377.5000]
377.14526

gOH\\?\H\?HH?\\HJ?;\H\?\H\%HH%’HH%HH%HH%
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Obrazek 10 — PFiklad hmotnostniho spektra MS? pro standard riboflavinu
(v hmotnostnim spektru je dobre identifikovatelny prekurzorovy iont = 377.14526
odpovidajici standardu)

B1_B2_B3_B6_2018_26 #3294 RT: 7.46 AV: 1 NL: 4.54E6
F: FTMS + p ESI Full ms2 377.1456@hcd55.00 [50.0000-405.0000]

172.08662 243.08717
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o ©
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174.10330
200.08147

N

[

| L0477 9904424 14507561 | ’257 10220

L r JH \‘ m ‘\ T T T ‘ T Hli— | \‘ “‘\‘ f ‘ h\ . T i T T 2\88.1?483\ T T T T \390.2\3559\0
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Obrazek 11 — Piiklad produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard riboflavinu
(v hmotnostnim spektru jsou dobre identifikovatelné produktové ionty 243.08717, 172.08662
odpovidajici fragmentaci standardu pti 55eV HCD)
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T:

Relative Abundance

B1_

F:

Relative Abundance

Niacin_MS_poz_02 #35 RT: 0.16 AV: 1 NL: 3.61E4
FTMS + p ESI SIM ms [123.6000-124.6000]
124.03925
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Obrazek 12 — PFiklad hmotnostniho spektra MS* pro standard nicotinic acid
(v hmotnostnim spektru je dobre identifikovatelny prekurzorovy iont = 124.03925 odpovidajici

standardu)
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B2_B3_B6_2018_24 #687 RT: 1.88 AV:1 NL: 9.43E7
FTMS + p ESI Full ms2 124.0393@hcd90.00 [50.0000-145.0000]
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Obrazek 13 — Pfiklad produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard nicotinic acid
(v hmotnostnim spektru jsou dobre identifikovatelné produktové ionty 80.04988, 96.04464
odpovidajici fragmentaci standardu pii 90eV HCD, rovnéz je vidét i prekurzorovy iont standardu
124.03923)

122.02364 | 125.04257 140.03426
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B5_kyselina pantothenova_MS_neg_ 02 #17 RT: 0.08 AV: 1 NL: 1.02E5
T: FTMS - p ESI SIM ms [218.0000-220.0000]

218.10341

Relative Abundance
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Obrazek 14 — Pfiklad hmotnostniho spektra MS! pro standard pantothenatu
(v hmotnostnim spektru je dobre identifikovatelny prekurzorovy iont = 218.10341 odpovidajici
standardu)

B5_kyselina_pantothenova_ MSMS_neg_50eV_01 #67 RT: 0.30 AV: 1 NL: 1.08E4
T: FTMS - p ESI Full ms2 218.0000@hcd50.00 [50.0000-220.0000]

Relative Abundance
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Obrézek 15 — Pfiklad produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard pantothenatu
(v hmotnostnim spektru jsou dobre identifikovatelné produktové ionty 146.08215, 88.04032,

71.05019 odpovidajici fragmentaci standardu pti 50eV HCD)
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B6_Pyridoxin_MS_pos_01 #8 RT: 0.04 AV: 1 NL: 2.25E6
T: FTMS + p ESI SIM ms [169.6000-170.6000]
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Obrazek 16 — Pfiklad hmotnostniho spektra MS! pro standard pyridoxinu
(v hmotnostnim spektru je dobre identifikovatelny prekurzorovy iont = 170.08116 odpovidajici
standardu)
B6_Pyridoxin_MSMS_pos_50eV_01 #10 RT: 0.04 AV:1 NL: 1.34E6

T: FTMS + p ESI Full ms2 170.1000@hcd50.00 [50.0000-174.0000]
134.06013

3
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Obrézek 17 — Pfiklad produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard pyridoxinu
(v hmotnostnim spektru jsou dobre identifikovatelné produktové ionty 124.07583, 134.06013,
152.07060 odpovidajici fragmentaci standardu pfi 50eV HCD), rovnéz je vidét i prekurzorovy iont
standardu 170.08112).
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BY_Folic_acid_MS_pos_04 #12 RT: 0.05 AV: 1 NL: 1.28E4
T: FTMS + p ESI SIM ms [441.8000-442.2000]
442.14691
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Obrazek 18 — Pfiklad hmotnostniho spektra MS! pro folic acid

T T L T ]
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(v hmotnostnim spektru je dobre identifikovatelny prekurzorovy iont = 442.14691 odpovidajici

standardu)

B9_Folic_acid_MSMS_pos_40eV_02 #14 RT: 0.06 AV:1 NL: 3.63E4
T: FTMS + p ESI Full ms2 442.0000@hcd40.00 [50.0000-442.2000]
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Obrazek 19 — Pfiklad produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard folic acid

Relative Abundance
ol OHH?\\H?\\H?\H\?\H\L?n\H\?\H\?HH?HH?H\

(v hmotnostnim spektru jsou dobre identifikovatelné produktové ionty 120.04440, 176.05664,

295.09348 odpovidajici fragmentaci standardu pfi 40eV HCD).
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B12_kyanokobalamin_MS_neg_03 #6 RT: 0.03 AV: 1 NL: 4.51E6
T: FTMS - p ESI SIM ms [1354.0000-1355.0000]
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Obrazek 20 — Pfiklad hmotnostniho spektra MS?* pro cyanocobalamin

T T
1355.0

(v hmotnostnim spektru je dobre identifikovatelny prekurzorovy iont = 1354.56433 odpovidajici

standardu)

B12_kyanokobalamin_MSMS_neg_40eV_01 #51 RT: 0.23 AV: 1 NL: 5.44E4
T: FTMS - p ESI Full ms2 1354.5000@hcd40.00 [300.0000-1355.0000]
339.07523
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Obrazek 21 - Pfiklad produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard cyanocobal

aminu

(v hmotnostnim spektru jsou dobre identifikovatelné produktové ionty 339.07523, 357.08578

odpovidajici fragmentaci standardu pti 40eV HCD).
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C_askorbova_kyselina_MS_neg_02 #91 RT: 0.41 AV:1 NL: 1.01E5
T: FTMS - p ESI SIM ms [174.5000-175.5000]
175.02480
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Obrazek 22 — Pfiklad hmotnostniho spektra MS?! pro L-ascorbic acid
(v hmotnostnim spektru je dobre identifikovatelny prekurzorovy iont = 175.02480 odpovidajici
standardu)
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C_askorbova_kyselina_ MSMS_neg_50eV_02 #105 RT: 0.47 AV:1 NL: 2.27E6
T: FTMS - p ESI Full ms2 175.0000@hcd50.00 [50.0000-176.0000]
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Obrazek 23 — Pfiklad produktového hmotnostniho spektra (MS?) pro standard L-ascorbic acid
(v hmotnostnim spektru jsou dobre identifikovatelné produktové ionty 59.01382, 71.01377,
87.00867, 115.00362 odpovidajici fragmentaci standardu pfi 50eV HCD) ), rovnéz je vidét i
prekurzorovy iont standardu 175.02478).

Relative Abundance
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2.8 Kalibrace a standardizace

Pro kvantifikaci je pouzita metoda ,pfidavku interniho standardu“, kazdy vzorek je fortifikovan
roztokem interniho standardu IS (Thiamin-13C3, Riboflavin-13C*®N, Niacin-3C¢, Kyselina
Pantothenova-13C®N a Pyridoxin-D3 o koncentraci 1 - 100 ug.ml? tak, aby vysledné mnozstvi
tohoto interniho standardu odpovidalo obsahu ve vzorku 1 - 100 pg.g?, podle analytu).

7

2.9 Management kvality vysledkti méfeni
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Do kazdé sekvence na zacatek a konec méreni jsou zarazeny kontrolni vzorky (QC), pfipravené z
matric, u kterych byla dfive prokdzana nepfitomnost analytli. QC vzorky jsou fortifikovany roztoky
standardd stanovovanych analytl a IS na hladinu koncentrace 1-100 ug.g?, podle analytu. Odezvy
monitorovanych vzorkd se porovnavaji s odezvami kontrolnich vzorkt (QC).

2.10 Kvantifikace

Pti konfirmacnim stanoveni se kvantifikace ,pozitivnich” vzork(i provede vypoétem z matricové
kalibracni krivky, ktera byla namérena s pridavkem interniho standardu. Jako nezavisle proménna
X je zvolena koncentrace analytu a =zdvisle proménna Y je dana pomérem ploch
standardu/internimu standardu.

2.11 Urceni nejistoty (chyby) vysledkl méfeni

Nejistota méreni byla stanovena dle postupu uvedeného v dokumentu GUM:1995 (Pokyn ISO/IEC
98-3) na zdkladé vyhodnoceni dat ziskanych v pribéhu validace metody s vyuZitim standardni
smérodatné odchylky vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti (RSD v-I rep.).

2.12 Uvadeéni vysledkt méreni
Vysledek je uvadén ve tvaru: x U (pgkg?)
X..... naméfend hodnota

U.... je rozsifena nejistota vypoctena jako U = 2 * RSD v-irep

V pfipadé, Ze namérend hodnota je mensi nez limit rozhodnuti CCy nebo LOD, pak se vysledek
uvede jako N.D. (,Nedetekovano” nebo ,Not detected” ).

Pokud se provadi hodnoceni vyhovuje / nevyhovuje ( ,compliant” / ,non compliant”), tak pro
hodnoceni nevyhovuje (,non compliant“) musi byt splnéna vSechna kritéria poZadovana
Commission decision EC/2002/657.
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3. Validace metodiky

3.1. Popis provedeni validace

Pro vyjadreni presnosti jako SD (smérodatna odchylka) a RSD byla méreni opakovana s koncentraci
10 ug kgt analytt a 160 mg kg! analytl po 6 mérenich ve 3 riznych dnech.

Pro stanoveni parametr( kalibra¢nich kfivek a hodnot CCa, CCB a LOD, LOQ byl rozsah 1 — 160
ug.g! pro thiamin, riboflavin, kyselinu nikotinovou a nikotinicamid, pantothenat, pyridoxin a
kyselinu listovou a koncentrace internich standardG byla 1-100 pg.g?, podle analytu. Kalibraéni
kfivky byly pfipraveny pro koncentraéni hladiny 1, 10, 20, 40, 80, 160 pg.g! standard(
(koncentrace IS byly konstantni) a zméreny ve 3 rlznych dnech. Kalibraéni kfivka pro
cyanocobalamin byla v rozsahu 0,02 — 0,2 pg.g* (koncentraéni hladiny: 0,02; 0,04; 0,08; 0,1; 0,16 a
0,2) a pro L-askorbovou kyselinu v koncentraénim rozsahu 1 pg.g! — 500 pg.g* (koncentraéni
hladiny: 1, 5, 25, 125, 250 a 500). Na kazdé koncentracni hladiné bylo pfipraveno 6 modelovych
vzork( a kazdy vzorek byl zméren 2x.

Zjisténé redlné koncentrace pro vitaminy B a C v krmivech jsou nasledujici:
u krmiv pro domaci mazlicky (psy, koc¢ky) nejsou stanovené normativné Doporucené denni davky

pro vitaminy skupiny B a vitamin C. Metodika je pouZitelnd pro stanoveni pro stanoveni thiaminu
(B1), riboflavinu (B2) kyseliny nikotinové a nikotinikamidu (B3), pantothenatu (B5), pyridoxinu
(B6) a kyseliny listové (B9) v koncentraénim rozsahu 1 pg.g* — 160 ug.g* (ppm), cyanocobalaminu
v koncentraénim rozsahu 0,02 pg.g* — 0,2 ug.g* (ppm) a L-ascorbic acid v koncentraénim rozsahu 1
pg.gt — 500 pg.g? (ppm). Zjisténé obsahy téchto vitamind pochdazeji z krmiv ziskanych z trini sité
specializovanych ,pet“ obchod(i v CR a EU a rovné? je vyrobci téchto krmiv nejéastéji uvadéji ve
svych doporucenich.

3.2. Validacni parametry
a) Spravnost

Spravnost neni stanovena (napf. formou vytéznosti) z divodu pouZiti vnitiniho standardu (IS) a
matricové kalibracni krivky.

b) Pfesnost

- Opakovatelnost pro veprové maso (pocCet méreni n=12):

Analyt Konc. hladina Den RSD (%) Den RSD (%) Den RSD (%)
(Hgg?)
Thiamin (B1) 10 3.11.2018 6,68 13.11.2018 6,67 15.11.2018 8,52
Riboflavin (B2) 10 12,52 11,95 11,73
Nicotinic acid (B3) 10 7,03 6,69 7,54
Nicotinicamid (B3) 10 1,35 1,54 2,16
Pantothenat (B5) 10 177 3,06 2,49
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Pyridoxin (B6) 10 3,13 3,19 3,45
Folic acid (B9) 10 1,33 1,65 1,89
Cyanocobalamin (B12) 0,04 12,02 11,93 10,81
L-ascorbic acid (C) 2 3,11 2,95 2,90
Thiamin (B1) 160 6.11.2018 2,82 7.11.2018 2,78 13.11.2018 1,12
Riboflavin (B2) 160 3,69 3,78 4,24
Nicotinic acid (B3) 160 5,05 5,78 5,82
Nicotinicamid (B3) 160 5,44 4,51 5,08
Pantothenat (B5) 160 2,84 1,38 191
Pyridoxin (B6) 160 7,99 6,56 7,38
Folic acid (B9) 160 2,13 1,98 2,26
Cyanocobalamin (B12) 0,2 2,05 2,97 3,13
L-ascorbic acid (C) 500 7,19 8,43 10,11

- Reprodukovatelnost jako Vnitro-laboratorni reprodukovatelnost (n=36 pro danou konc.hladinu):

Analyt Konc. hladina RSD -1 rep. (%) Konc. hladina RSDv-I rep.(%)
-1
(ug.gl) Krmivo (ne-g™) Krmivo
Thiamin (B1
tamin (B1) 10 6,66 160 2,19
Riboflavin (B2
iboflavin (B2) 10 12,08 160 3,83
Nicotinic acid (B
icotinic acid (B3) 10 7.84 160 6,24
Nicotinicamid (B3) 10 1,87 160 5,41
Pantothenat (B5) 10 2,44 160 2,08
Pyridoxin (B6) 10 3,36 160 7,87
Foli id (B9
olic acid (B9) 10 1,77 160 221
Cyanocobalamin (B12) 0,04 12,01 0,2 3,07
L-ascorbic acid (C) 25 3,07 500 9,66
c) Linearita
Parametry kalibracnich pfimek (Y= a + b*X):
Anatyt Den a b Sa r
kalibrace
Thiamin (B1) 7.11.2018 -0,0143 0,0455 0,0239 0,9995
Riboflavin (B2) 0,1637 0,1208 0,0425 0,9761
Nicotinic acid (B3) -0,0536 0,8881 0,0628 0,9974
Nicotinicamid (B3) -0,1517 0,3173 0,0976 0,9961
Pantothenat (B5) 0,0588 0,1080 0,0909 0,9977
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Pyridoxin (B6) -0,2327 0,9361 0,1010 0,9902
Folic acid (B9) 0,9571 0,9986 0,1659 0,9954
Cyanocobalamin (B12) 0,0101 0,1503 0,0023 0,9972
L-ascorbic acid (C) 12103 0,3553 2243 0,9898
Thiamin (B1) 13.11.2018 -0,0037 0,0451 0,00937 0,9994
Riboflavin (B2) 0,1659 0,1282 0,04263 0,9891
Nicotinic acid (B3) -0,0488 0,8244 0,05457 0,9969
Nicotinicamid (B3) -0,1565 0,3173 0,0945 0,9964
Pantothenat (B5) -0,0950 0,1083 0,0808 0,9985
Pyridoxin (B6) -0,2122 0,9429 0,0981 0,9912
Folic acid (B9) 0,8965 0,9822 0,1009 0,9963
Cyanocobalamin (B12) 0,0543 0,1586 0,0011 0,9972
L-ascorbic acid (C) 12103 0,3553 2243 0,9877
Thiamin (B1) 15.11.2018 -0,0122 0,0454 0,0105 0,9997
Riboflavin (B2) 0,1607 0,1253 0,04200 0,9886
Nicotinic acid (B3) -0,0496 0,8449 0,04571 0,9972
Nicotinicamid (B3) -0,1500 0,3254 0,08906 0,9969
Pantothenat (B5) -0,0950 0,1083 0,0808 0,9985
Pyridoxin (B6) -0,2399 0,9378 0,0970 0,9935
Folic acid (B9) 0,9127 0,9599 0,1129 0,9951
Cyanocobalamin (B12) 0,0159 0,1489 0,0035 0,9972
L-ascorbic acid (C) 12103 0,3553 2243 0,9853

d) Kritické meze dle Commission decision 2002/657/EC, CCa (Decision limit) a CCB (Detection
capability)

Anatyt Krmivo
CCa (ug.g™) CCB (ug-g™)
Thiamin (B1) 1,22 2,09
Riboflavin (B2) 0,82 1,40
Nicotinic acid (B3) 0,16 0,28
Nicotinicamid (B3) 0,72 1,22
Pantothenat (B5) 1,96 3,34
Pyridoxin (B6) 0,25 0,43
Folic acid (B9) 0,39 0,66
Cyanocobalamin (B12) 0,0035 0,0061
L-ascorbic acid (C) 14,71 25,06

Poz: Parametry byly vypocteny dle normy CSN 1SO 11843 a nebo dle nésledujicich vzorca:
CCa=(2,33xSa)/b
CCB= CCa+(1,64xSa)/b
Sa - smérodatna odchylka interceptu

b - smérnice kalibracni pfimky
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d) Robustnost

Nebyla stanovena.

e) Selektivita/specifita

PouZita analytickd metoda méfeni LC-MS/MS s vysokym rozlienim v médu PRM (MS?) je vysoce
selektivni a nevznikaji Zzadné interference mezi analytem a pouZitou matrici, viz.chromatogramy
standard( a Cistych matric krmiva (Obr. 24- 41).

f) Stabilita
Stabilita pro roztoky analytU: - zakladni roztok: 12 mésicl pri-25°C a 4°C.
- pracovni roztok: 4 tydny pfi 4°C.

Stabilita pro analyty v pfipraveném vzorku: - maximalné 4 dn( pfi 4°C

g) Nejistota méreni

Postup stanoveni rozSifené nejistoty méreni byl stanoven dle dokumentu GUM:1995 (Pokyn
ISO/IEC 98-3).

h) Kritické hodnoty LOD (Limit detekce) a LOQ (Limit kvantifikace)

Anatyt Krmivo
LOD (pg.g™) LoQ (ug.g?)
Thiamin (B1) 1,17 1,75
Riboflavin (B2) 1,91 2,76
Nicotinic acid (B3) 1,88 3,71
Nicotinicamid (B3) 1,64 2,42
Pantothenat (B5) 2,11 4,17
Pyridoxin (B6) 3,01 5,86
Folic acid (B9) 2,42 4,56
Cyanocobalamin (B12) 0,0087 0,0129
L-ascorbic acid (C) 9,15 18,30

Poz.: Hodnoty LOD a LOQ byly stanoveny s vyuZitim namérenych hodnot kalibra¢nich krivek
vypoctem pfimou metodou ze signdlu — metoda IUPAC.
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3.3. Zavér validace

Validace metody Identifikace a kvantitativni stanoveni analyt(i vitamin( skupiny B a vitaminu C
metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozlisenim (LC-
MS/MS(HR)) ve vzorcich krmiv potvrdila, Ze vSechny dosazené valida¢ni parametry vyhovuji
publikovanym koncentracnim hladinam nalez(im v redlnych vzorcich komercné prodavanych krmiv
v CR.

Tato metodika mUlZe byt pouZita pro screeningové nebo konfirmacni stanoveni vitaminG skupiny B
(Thiaminu (B1), Riboflavinu (B2), Kyseliny nicotinové nebo nicotinicamidu (B3), Pantothenatu (B5),
Pyridoxinu (B6), Kyseliny listové (B9) a Cyanocobalaminu (B12) a vitaminu C (Kyseliny L-askorbové)
metodou LC-MS/MS-HR v krmivech v kontrolnich analytickych laboratofich.
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lll. Srovnani ,,novosti postupa“

Byla vyvinuta nova analytickd metoda pro stanoveni analytd Thiaminu (B1), Riboflavinu (B2),
Kyseliny nicotinové (B3), Pantothenatu (B5), Pyridoxinu (B6), Kyseliny listové (B9) a
Cyanocobalaminu (B12) a Kyseliny L-askorbové (C) na zdkladé kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii s vysokym rozlisenim (LC-MS/MS(HR)) ve vzorcich rlznych druht
krmiv. Pouziti tandemového hybridniho hmotnostniho analyzatoru svysokym rozliSenim pro
jednoznacnou identifikaci vySe uvedeného analytu a konfirmacni stanoveni s vyuZzitim kritéria mass
acurracy (MA), je zcela nové feSeni a podle znalosti autora nebylo dosud publikovano ve védecké
literature.

Vyvinuta metodika je ddle vysoce citliva pro kvantitativni stanoveni analytu, jak bylo prokazano
validaci a splnénim vsSech parametr(i poZzadovanych smérnici 657/2002/EC pro stanoveni rezidui
organickych sloucenin v potravinach, pro konfirmacni metody. Postup pfipravy vzorku byl
modifikovan tak, aby celd procedura zpracovani vzorkd byla maximalné efektivni s minimalnim
potfebnym c¢asem na pripravu a naro¢nost na manudlni praci kvalifikovaného pracovnika
v analytické laboratofi.

IV. Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Certifikovana metodika je uréena prioritné pro organy statni spravy (napf. UKZUZ, USKVBL), ale i
pro soukromé uZivatele naptiklad z fad zdkaznik( nakupujicich tento druh krmiv. Metodika byla
vyvinutd dle parametrd pozadovanych pro konfirmacni metody a diky vysoké citlivosti a
jednoznacné identifikaci analyzovaného analytu bude uplatnéna prioritné jako rozhod¢i metodika
(konfirmacni) v situacich, kdy bude poZadovano exaktni potvrzeni a rozhodnuti. Metodika ale
muZe byt v pfipadé zajmu vyuZivana i rutiné, napfiklad soukromimi subjekty pro prokazovani
jakosti vyrobk( a zvySeni napt. prestize, konkurenéni vyhody atd.
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V. Ekonomické aspekty
1. Naklady na zavedeni metodiky do laboratore

Naklady na zavedeni metodiky do laboratore je mozné rozdélit do dvou kategorii. V prvni kategorii
jsou naklady nezbytné na pofizeni spotfebniho materialu, standardl a chemikalii na provedeni
pfipravy vzorkl a méreni na LC-MS/MS. Dalsi naklady souvisi s ndkupem drobného hmotného
majetku, ktery je nutny pro provadéni metody (pipety, centrifuga, vortexy, odparky apod.).
Naklady na analytické zafizeni LC-MS/(HR)MS nejsou uvadény, nebot se predpoklada, ze laboratof
vyuzivajici metodiku LC-MS je jiz timto zafizenim vybavena.

Naklady na vysetfeni jednoho vzorku a vybaveni specializované laboratore jsou uvedeny v
nasledujicich tabulkach. VSechny ceny jsou aktudlni k datu vydani metodiky a zahrnuji DPH.

Naklady na potizeni drobného hmotného majetku nezbytného k provadéni uvedené metodiky.

Polozka Obvykla cena
Pipety 2 ks 10 000 K&
Centrifuga 22 000 K¢
Thermovap 65 000 K¢
Vortex 8 000 K¢
Celkem 105 000 K¢

Naklady na material na vysetreni jednoho vzorku podle uvedené metodiky. Kalkulace zahrnuje i
pramérné naklady na pozitivni a negativni kontroly na analytické standardy a IS. Kalkulace
nezahrnuje naklady na mzdy odbornych pracovnikd (stfedoskolsky a vysokoskolsky pracovnik) a
naklady na amortizaci pouzitého analytického zatizeni. Tyto naklady mohou byt rozhodujici pro
celkové stanoveni ceny za provedeni analyzy jednoho vzorku.

Polozka Obvykla cena
Homogenizace a extrakce vzorku 100 K¢
Interni standard 200 K¢
Standardy analyti 280 K¢
Spotiebni material (Spicky, 50 K¢
zkumavky, rukavice a desinfekce)

Celkem 630 K¢

2.Ekonomicky pfinos pro uzivatele

Ekonomické prinosy pro uZivatele Ize rovnéZ rozdélit do dvou kategorii: prinosy pro uZivatele
vyvinuté metodiky z pohledu laboratore, kterd bude tuto metodiku provadét, a pak prinosy
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z pohledu uZivatele, tedy vlastniho zdkaznika v roli objednavatele (napt. UKZUZ, USKVBL, soukromi
chovatele prasat, atd.).

Ekonomické prinosy pro laboratof:

- pti bézné cené 4.000,- az 5.500,- K¢ za jednu analyzu biologickych vzorkd pomoci systém(
LC-MS/MS (vysoké naklady na analytické zafizeni, odpisy a mzdy vysoce kvalifikovanych
pracovnikl) se pfinosy daji vycislit jednoduchym vynasobenim poctem vzorku
zpracovanych v laboratofi za urcité ¢asové obdobi, napriklad za 100 analyzovanych vzork(
za rok by to byl ptinos 400 tis. K¢,

- obecné ale plati, Ze ceny se tvoii dohodou a v tomto pfipadé plati, Ze cena za jednu analyzu
se vyznamné snizi, pokud bude objednavka smluvena na vice vzork(, naptiklad cena pro
vyznamného zdkaznika mGzZe byt stanovena na 1.500,- K¢ pti zakadzce 100 vzorkl ro¢né, pak
ekonomicky prinos bude 150 tisic za rok.

Budouci ekonomické prinosy pro objednavatele:

- vtomto pfipadé se nedaji ekonomické prinosy presnéji vycislit, protoze metodika byla
vyvinuta predevsim jako rozhod¢&i (konfirmacni) pro situace, kdy bude pozadovano exaktni
potvrzeni a rozhodnuti (ale miZe byt i rutiné vyuzivana).

- pouze, hypoteticky se da dovodit, Ze mlze nastat situace, kdy bude nesprdvné rozhodnuto,
napriklad statnim organem pouze na zakladé néjaké orientacni zkousky, pak naklady na
pozastavené prodeje krmiva, pfipadné udélené penézini pokuty a z toho plynouci nasledné
soudni spory mohou dosahnout faddové az na milion K& A lze dovodit fadu dalsich
nepfiznivych situaci, které na zdkladé nespravného rozhodnuti mohou nastat a mohou mit
fadu vyznamnych ekonomickych dopad.
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Prilohova cast
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Obrdazek 24 — Chromatogram pozitivniho vzorku s obsahem 160 ppm thiaminu (¢erny, ¢erveny a
zeleny chromatograficky zaznam), 20 ppm thiaminu- 3C3 (IS, modry, Zluty a fialovy
chromatograficky zdznam).

RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G

RT: 1.28 NL: 1.88E4
AA: 90825 m/z= 265.11042-265.11308 F: FTMS + p ESI Full ms2
j m&ﬂ 265.1118@hcd10.00 [50.0000-290.0000] MS ICIS B1_Thiamin_2018_40

RT: 1.28 NL: 5.81E4
AA: 284058 m/z= 144.04704-144.04848 F: FTMS + p ESI Full ms2

Q q 265.1118@hcd10.00 [50.0000-290.0000] MS ICIS B1_Thiamin_2018_40

s RT: 1.28 NL: 2.18E5

< AA: 1009671 m/z= 122.07076-122.07198 F: FTMS + p ESI Full ms2

gj | 265.1118@hcd10.00 [50.0000-290.0000] MS ICIS B1_Thiamin_2018_40

g RT:1.28 NL: 2.81E7

% AA: 132092579 RT: 448 RT:-533 RT 751 m/z= 269.12382-269.12652 F: FTMS + p ESI Full ms2

e q A 63834 AA: 17653 AA. 4816 269.1252@hcd10.00 [50.0000-295.0000] MS ICIS B1_Thiamin_2018_40
RT: 1.28 NL: 8.40E7
AA: 392313119 RT: 4.60 RT: 698 RT 8.62 m/z= 148.06044-148.06192 F: FTMS + p ESI Full ms2
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Obrazek 25 — Chromatogram negativniho vzorku (blank) s obsahem 0 ppm thiaminu (Cerny,
Cerveny a zeleny chromatograficky zdznam), 20 ppm thiaminu- 3C3 (IS, modry, Zluty a fialovy
chromatograficky zdznam).
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RT: 0.00 - 10.00 SM: 15G

RT: 7.63 NL: 2.21E4
AA: 23023 miz= 377.14367-377.14745 F: FTMS + p ESI Full ms2 377.1456@hcd55.00
] 1 [50.0000-405.0000] MS ICIS B2_Riboflavin_2018_12
RT: 7.61 NL: 1.44E8
AA: 701138275 miz= 243.08643-243.08887 F: FTMS + p ESI Full ms2 377.1456 @hcd55.00
8] s [50.0000-405.0000] MS ICIS B2_Riboflavin_2018_12
8 RT: 7.61 NL: 2.08E8
< AA: 1014607795 miz= 172.08606-172.08778 F: FTMS + p ESI Full ms2 377.1456@hcd55.00
2] [50.0000-405.0000] MS ICIS B2_Riboflavin_2018 12
| o =
2 NL: 0
kS miz= 383.15123-383.15507 F: FTMS + p ESI Full ms2 383.1531@hcd55.00
< [50.0000-410.0000] MS B2_Riboflavin_2018 12

RT: 7.61 NL: 1.63E7

AA: 82067256 m/z= 249.09389-249.09639 F: FTMS + p ESI Full ms2 383.1531@hcd55.00
q r‘% [50.0000-410.0000] MS ICIS B2_Riboflavin_2018_12

RT: 7.61 NL: 2.62E7

AA: 130316631 m/z= 175.08979-175.09155 F: FTMS + p ESI Full ms2 383.1531@hcd55.00

[50.0000-410.0000] MS ICIS B2_Riboflavin_2018_12
L L L L L L e o A |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Obrazek 26 — Chromatogram pozitivniho vzorku s obsahem 160 ppm riboflavinu (¢erny, cerveny a
zeleny chromatograficky zaznam), 20 ppm riboflavinu- '3C>N (IS, modry, Zluty a fialovy
chromatograficky zdznam).

RT: 0.00 - 10.00 SM: 15G
NL: 0
m/z= 377.14367-377.14745 F: FTMS + p ESI Full ms2 377.1456@hcd55.00
j [50.0000-405.0000] MS B2_Riboflavin_2018_10
NL: 0
m/z= 243.08643-243.08887 F: FTMS + p ESI Full ms2 377.1456@hcd55.00
[50.0000-405.0000] MS B2_Riboflavin_2018_10
NL: 0
m/z=172.08606-172.08778 F: FTMS + p ESI Full ms2 377.1456@hcd55.00
[50.0000-405.0000] MS B2_Riboflavin_2018_10
NL: 0
m/z= 383.15123-383.15507 F: FTMS + p ESI Full ms2 383.1531@hcd55.00
[50.0000-410.0000] MS B2_Riboflavin_2018_10

-

Relative Abundance
[

-

RT: 7.66 NL: 3.82E7
AA: 173750659 m/z= 249.09389-249.09639 F: FTMS + p ESI Full ms2 383.1531@hcd55.00
q i [50.0000-410.0000] MS ICIS B2_Riboflavin_2018_10
s B T i
RT: 7.66 NL: 5.87E7
AA: 262844740 m/z=175.08979-175.09155 F: FTMS + p ESI Full ms2 383.1531@hcd55.00
[50.0000-410.0000] MS ICIS B2_Riboflavin_2018_10
5L e e o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Time (min)
Obrazek 27 — Chromatogram negativniho vzorku (blank) s obsahem 0 ppm riboflavinu (Cerny,
Cerveny a zeleny chromatograficky zaznam), 20 ppm riboflavinu- 3C*>N (IS, modry, Zluty a fialovy
chromatograficky zdznam).
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RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G

RT:2.34 NL: 7.39E8

AA: 3107992226 m/z=124.03868-124.03992 F: FTMS + p ESI Full ms2
124.0393@hcd90.00 [50.0000-145.0000] MS ICIS
B3_Niacin_2018_52

NL: 1.35E9

m/z=80.04900-80.05100 F: FTMS + p ESI Full ms2

10
RT: 2.96 RT: 4.38 RT: 5.99 RT: 7.45 124.0393@hcd90.00 [50.0000-145.0000] MS ICIS
8 o AR Gt A O A B3_Niacin_2018_52
rg RT:2.34 NL: 8.47E8
€10 AA: 3532762342 miz= 96.04391-96.04487 F: FTMS + p ESI Full ms2
2 RT: 3.02 RT:4.93  RT:6.07 RT.7.75 124.0393@hcd90.00 [50.0000-145.0000] MS ICIS
s 0 = A AR Al PR k4O ROR B3 Niacin_2018_52
= E;f 3-23;23908 NL: 5.42E6
L 100% RT:120 RT: 3.09 RT:478  RT:7.00 RT:815  RT:9.99 10 o000 o000 ME ICe
0 . o - mmoAA 268388 AA: 12379 AA; 113437 AA: 99,5%83 Niacin 2018 52
RT: 2.34 oo
10 AA: 43863017 252-—1-80575;582 85.06668 F: FTMS + p ESI Full ms2
| RT:2.53 - - - ~ = 85. -85. :
Lo RI:4.37 RT:6.73 ~ RT:859 RT: 9'444 , 130.0594@hcd90.00 [50.0000-150.0000] MS ICIS

- B3 Niacin_2018_52
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Obrazek 28 — Chromatogram pozitivniho vzorku s obsahem 160 ppm niacinu (Cerny, Cerveny a
zeleny chromatograficky zdznam), 1 ppm Niacin-13C6 (IS, modry a Zluty chromatograficky zdznam).

RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G

RT: 2.13 NL: 8.08E4

AA: 265305 m/z= 124.03868-124.03992 F: FTMS + p ESI Full ms2
RT:2.76 RT:4.03 RT: 6.05 RT:8.79 RT:9.77 124.0393@hcd90.00 [50.0000-145.0000] MS ICIS
B3_Niacin_2018_56

RT:4.93 RT:5.63 RT:7.91

RT: 2.14 NL: 4.07E5
10 AA: 1344361 ! ] ! ] m/z= 80.04900-80.05100 F: FTMS + p ESI Full ms2
03 RT:809  RT:9.19 124 0393@hcd90.00 [50.0000-145.0000] MS ICIS
8 5 ' AA4487 B3 Niacin_2018 56
3 /ﬂ: 2-611046 NL: 2.09E5
£ 10 : : : : : _ m/z= 96.04391-96.04487 F: FTMS + p ESI Full ms2
e RT:3.24  RT:4.85 RT:5.61 RT: 787 RT:8.30 124.0393@hcd90.00 [50.0000-145.0000] MS ICIS
o 0 HB3_Niacin_2018_56
g AA: 66086543 NL: 2.66E7
210 : , m/z= 130.05878-130.06008 F: FTMS + p ESI Full ms2
RT:9.23 130,0594@hcd90.00 [50.0000-150.0000] MS ICIS
0 amsin rfmB3_Niacin_2018_56
AA! 179372577 NL: 4.99E7
10 ) m/z= 85.06582-85.06668 F: FTMS + p ESI Full ms2

RT: 9'78 130.0594@hcd90.00 [50.0000-150.0000] MS ICIS
7 =B3_Niacin_2018_56
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Time (min)

Obrazek 29 — Chromatogram negativniho vzorku (blank) s obsahem 0 ppm niacinu (Cerny, Cerveny
a zeleny chromatograficky zdznam), 1 ppm Niacin-3C6 (IS, modry a Zluty chromatograficky
zaznam).
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RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G

RT:2.33 NL: 3.99E8

AA: 1575419482 pr. 3 g5 RT:8.96 M/z= 123.05466-123.05590 F: FTMS + p ESI Full ms2 123.0553@hcd90.00
3 9 AA. 0504 [50.0000-145.0000] MS ICIS B3_Niacinamid_2018 67

RT: 2.33 NL: 3.40E7

AA: 130942402 RT- 4 04 RT:534 RT674  RT.962 m/z= 106.02820-106.02926 F: FTMS + p ESI Full ms2 123.0553@hcd90.00

8 0,[50.0000-145.0000] MS ICIS B3_Niacinamid_2018_67
§ Y NL: 4.47E8
< AA: 1715554949 RT:396 RT5.89 RT: 7.47 miz= 96.04415-96.04511 F: FTMS + p ESI Full ms2 123.0553@hcd90.00
2 [50.0000-145.0000] MS ICIS B3_Niacinamid_2018_67
o

2 NL: 1.70E9
K] RT:5.35 RT:7.58 miz= 80.04956-80.05036 F: FTMS + p ESI Full ms2 123.0553@hcd90.00
2 A Y [50.0000-145.0000] MS ICIS B3_Niacinamid_2018_67

RT: 2.31 NL: 7.89E6

AA: 27723331 RT- 3.68 RT- 5.86 RT-924 M/z=130.05878-130.06008 F: FTMS + p ESI Full ms2 130.0594@hcd90.00

q AAL 24437 AN 200140 AA- 90596, [50-0000-150.0000] MS ICIS B3_Niacinamid_2018_67
RT: 2.31 NL: 1.53E7
AA: 54222923 RT:3. 48 RT-6.07 RT:-7.71 RT-921 M/?z=85.06582-85.06668 F: FTMS + p ESI Full ms2 130.0594@hcd90.00

[50.0000-150.0000] MS ICIS B3_Niacinamid_2018_67

10

Time (min)
Obrdazek 30 — Chromatogram pozitivniho vzorku s obsahem 160 ppm niacinamidu (Cerny, ¢erveny,
zeleny a modry chromatograficky zdznam), 1 ppm Niacin-13C6 (IS, Zluty a fialovy chromatograficky

zdznam).
RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G
RT: 2.09 NL: 1.92E5
AA: 624938 RT:-308 RT:4.97 RT: 7.32 RT:9.79 M/z=123.05466-123.05590 F: FTMS + p ESI Full ms2 123.0553@hcd90.00
50.0000-145.0000] MS ICIS B3_Niacinamid_2018_71
RT: 2.09 ~ NL:156E4
AA: 58841 RT-358 RT: 5.30 RT 6.97 RT: 8.78 m/z=106.02820-106.02926 F: FTMS + p ESI Full ms2 123.0553@hcd90.00

8 i A 1824 AA 2108 : AA 827 [50.0000-145.0000] MS ICIS B3_Niacinamid_2018_71
s RT: 2.09 NL: 2.98E5
S AA: 948392 RT:3.20 RT:6.11 RT:7.90 RT:8.20 m/z= 96.04415-96.04511 F: FTMS + p ESI Full ms2 123.0553@hcd90.00
2 _[50.0000-145.0000] MS ICIS B3_Niacinamid_2018_71
2 22, T NL: 8.29E5
3 AA: 2695386 RT:332  RT:5.39 RT: 756 RT:9.50 M/z=80.04956-80.05036 F: FTMS + p ESI Full ms2 123.0553@hcd90.00
& } 50.0000-145.0000] MS ICIS B3_Niacinamid_2018_71
RT:2.09 ) NL: 2.80E7
AA: 101403383 RT-333 RT: 555 RT- 8.59 m/z= 130.05878-130.06008 F: FTMS + p ESI Full ms2 130.0594@hcd90.00
. . . [50.0000-150.0000] MS ICIS B3_Niacinamid_2018_71
RT: 2.09 NL: 5.23E7

AA: 187814279 gt 430

RT' 5.05

RT:755  RT:9.69 miz= 85.06582-85.06668 F: FTMS + p ESI Full ms2 130.0594@hcd90.00
y :

g [50.0000-150.0000] MS ICIS B3_Niacinamid_2018_71

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Obrazek 31 — Chromatogram negativniho vzorku (blank) s obsahem 0 ppm niacinamidu (Cerny,
Cerveny, zeleny a modry chromatograficky zdznam), 1 ppm Niacin-3C6 (IS, Zluty a fialovy
chromatograficky zdznam).
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RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G

RT: 4.80 NL: 4.32E4
AA: 204747 miz= 218.10230-218.10448 F: FTMS - p ESI Full ms2 218.1034@hcd50.00
E A [50.0000-240.0000] MS ICIS B5_Pantothenate_2018_87
RT- 4.81 NL: 2.71E6
AA: 17338650 m/z=71.04988-71.05060 F: FTMS - p ESI Full ms2 218.1034@hcd50.00
] AN [50.0000-240.0000] MS ICIS B5_Pantothenate_2018_87
RT: 4.81 NL: 5.82E6
© AA: 38995398 m/z=88.03996-88.04084 F: FTMS - p ESI Full ms2 218.1034@hcd50.00
g :1 ’75% [50.0000-240.0000] MS ICIS B5_Pantothenate_2018_87
3 RT: 4.79 NL: 4.05E6
5 AA: 23506232 miz= 146.08154-146.08300 F: FTMS - p ESI Full ms2 218.1034@hcd50.00
23 [50.0000-240.0000] MS ICIS B5_Pantothenate_2018_87
v RT: 4.82 NL: 4.12E4
'g AA: 103719 m/z=222.10939-222.11161 F: FTMS - p ESI Full ms2 222.1105@hcd50.00
< ] o [50.0000-245.0000] MS ICIS B5_Pantothenate_2018_87
i RT: 4.78 NL: 5.91E6
AA: 38647980 m/z=92.04704-92.04796 F: FTMS - p ESI Full ms2 222.1105@hcd50.00
3 A [50.0000-245.0000] MS ICIS B5_Pantothenate_2018_87
RT: 4.78 NL: 2.62E6
AA: 17640119 m/z=71.04988-71.05060 F: FTMS - p ESI Full ms2 222.1105@hcd50.00
[50.0000-245.0000] MS ICIS B5_Pantothenate_2018_87
L e O A |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Obrdzek 32 — Chromatogram pozitivniho vzorku sobsahem 160 ppm pantothenatu (Cerny,
Cerveny, zeleny a modry chromatograficky zdznam), 100 ppm pantothenatu-'3C*>N (IS, Zluty,
fialovy a zeleny chromatograficky zaznam).

RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G
NL: 0
m/z=218.10230-218.10448 F: FTMS - p ESI Full ms2 218.1034@hcd50.00
E [50.0000-240.0000] MS B5_Pantothenate_2018_108
NL: O
m/z=71.04988-71.05060 F: FTMS - p ESI Full ms2 218.1034@hcd50.00
| [50.0000-240.0000] MS B5_Pantothenate_2018_108
NL: 0
m/z= 88.03996-88.04084 F: FTMS - p ESI Full ms2 218.1034@hcd50.00
[50.0000-240.0000] MS B5_Pantothenate_2018_108
NL: 2.90E2
m/z= 146.08154-146.08300 F: FTMS - p ESI Full ms2 218.1034@hcd50.00
[50.0000-240.0000] MS B5_Pantothenate_2018_108

[

Relative Abundance
[

RT: 4.75 NL: 2.17E4
AA: 217891 m/z= 222.10939-222.11161 F: FTMS - p ESI Full ms2 222.1105@hcd50.00
= [50.0000-245.0000] MS ICIS B5_Pantothenate_2018_108
RT: 4.75 NL: 3.42E6
AA: 32955442 m/z= 92.04704-92.04796 F: FTMS - p ESI Full ms2 222.1105@hcd50.00
B A [50.0000-245.0000] MS ICIS B5_Pantothenate_2018_108
RT: 4.75 NL: 1.52E6
AA: 14802778 m/z=71.04988-71.05060 F: FTMS - p ESI Full ms2 222.1105@hcd50.00
[50.0000-245.0000] MS ICIS B5_Pantothenate_2018_108
L L L L L L L L A o O |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Obrazek 33 — Chromatogram negativniho vzorku (blank) s obsahem 0 ppm pantothenatu (Cerny,
Cerveny, zeleny a modry chromatograficky zdznam), 100 ppm pantothenatu-3C*°N (IS, Zluty,
fialovy a zeleny chromatograficky zaznam).
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RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G

RT: 1.59 NL: 3.88E6

AA: 16930488 1.5 gg RT 4.80 RT 6. oo RT: 820 RT:9.15 M/z=170.08032-170.08202 F: FTMS + p ESI Full ms2 170.0812@hcd50.00
‘ : AAI 7029 AA.71g7 [50-0000-190.0000] MS ICIS B6_Pyridoxine_2018_50

RT: 1.59 ) NL: 1.84E8

AA: 807696832 p1.,90 RT-415 RT-574 RT 818 m/z= 152.06984-152.07136 F: FTMS + p ESI Full ms2 170.0812@hcd50.00

§ i o P G820 AA 2399 o [50.0000-190.0000] MS ICIS B6_Pyridoxine_2018_50
s RT: 1.59 NL: 3.04E8
S AA: 1330592501 RT: 2.90 RT: 4.49 RT:8.17 RT 9. 68 m/z=134.05937-134.06071 F: FTMS + p ESI Full ms2 170.0812@hcd50.00
gj AA: 85899 AA: 289 4 [50.0000-190.0000] MS ICIS B6_Pyridoxine_2018_50
= [IT
g RT: 1.58 NL: 4.81E5
k= AA: 2262718 m/z=173.09913-173.10087 F: FTMS + p ESI Full ms2 173.1000@hcd50.00
& q ; e [50.0000-195.0000] MS ICIS B6_Pyridoxine_2018_50
RT: 1.59 NL: 2.74E7
AA: 122098418 RT:2.87 RT:4.21 RT: 8.58 m/z=155.08866-155.09022 F: FTMS + p ESI Full ms2 173.1000@hcd50.00
% 4, AA:B165 AA: 6096 AA: 10536 [50.0000-195.0000] MS ICIS B6_Pyridoxine_2018_50
RT: 1.58 NL: 6.58E6
AA: 28920992 RT: 4 79 RT: 6. 58 RT: 8.09 m/z= 137.07820-137.07958 F: FTMS + p ESI Full ms2 173.1000@hcd50.00

[50.0000-195.0000] MS ICIS B6_Pyridoxine_2018_50

Time (min)
Obrdazek 34 — Chromatogram pozitivniho vzorku s obsahem 160 ppm pyridoxinu (Cerny, ¢erveny a
zeleny chromatograficky zaznam), 20 ppm pyridoxinu- 3D (IS, modry, Zzluty a fialovy
chromatograficky zdznam).

RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G

RT: 2.09 NL: 2.18E3
AA: 4142 RT:7.70 m/z= 170.08032-170.08202 F: FTMS + p ESI Full ms2 170.0812@hcd50.00
3 A %j AA: 1475 [50.0000-190.0000] MS ICIS B6_Pyridoxine_2018_54
o ﬁm P
RT: 1.47 NL: 1.60E5
AA: 712185 miz= 152.06984-152.07136 F: FTMS + p ESI Full ms2 170.0812@hcd50.00
Q [50.0000-190.0000] MS ICIS B6_Pyridoxine_2018_54
S e
§ RT: 1.48 NL: 1.39E5
€ AA: 582201 miz= 134.05937-134.06071 F: FTMS + p ESI Full ms2 170.0812@hcd50.00
3 ‘ FPE
<j HQD . [50.0000-190.0000] MS ICIS B6_Pyridoxine_2018_54
g RT: 1.48 NL: 2.27E7
k= AA: 98147764 RT 2.49 RT 519 RT 751 RT 8. 34 m/z=173.09913-173.10087 F: FTMS + p ESI Full ms2 173.1000@hcd50.00
g : : : [50.0000-195.0000] MS ICIS B6_Pyridoxine_2018_54
RT: 1.48 ' ) NL: 6.43E8
AA: 2727836777 o1.580  RT: 459 RT-755 RT-917 M/z= 155.08866-155.09022 F: FTMS + p ESI Full ms2 173.1000@hcd50.00
A 9 g [50.0000-195.0000] MS ICIS B6_Pyridoxine_2018_54

, "'NL: 8.94E7
AA: 383662449 57 5 70 RT.53  RT.748 RT.853 m/z= 137.07820-137.07958 F: FTMS + p ESI Full ms2 173.1000@hcd50.00
. [50.0000-195.0000] MS ICIS B6_Pyridoxine_2018_54

10

Time (min)
Obrdzek 35 — Chromatogram negativniho vzorku (blank) s obsahem 0 ppm pyridoxinu (Cerny,
Cerveny a zeleny chromatograficky zaznam), 20 ppm pyridoxinu- 3D (IS, modry, Zluty a fialovy
chromatograficky zdznam).
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RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G
NL: 4.28E2
100— m/z= 442.14470-442.14912 F: FTMS + p ESI
Full ms2 442.1470@hcd40.00
50 M [50.0000-470.0000] MS B9_folic_acid_2018_58
§ 0 RT: 7.36 NL: 2.69E8
2 100 AA: 1182674336 m/z= 295.09200-295.09496 F: FTMS + p ESI
5 RT: 7.45 Full ms2 442.1470@hcd40.00
< 50 AA: 130316 [50.0000-470.0000] MS ICIS
0 0 B9_folic_acid_2018_58
ks RT: 7.36 NL: 9.97E7
& 100 AA: 407227076 m/z= 176.05612-176.05788 F: FTMS + p ESI
Full ms2 442.1470@hcd40.00
50 [50.0000-470.0000] MS ICIS
o - AA B9_folic_acid_2018_58
RT: 7.36 NL: 1.10E8
100 m/z= 120.04380-120.04500 F: FTMS + p ESI
Full ms2 442.1470@hcd40.00
50 [50.0000-470.0000] MS ICIS
B9_folic_acid_2018_58
O [T T T T [ T T T T [T T T T[T T T T [ T T T T [ T1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Time (min)

Obrazek 36 — Chromatogram pozitivniho vzorku s obsahem 160 ppm folic acid (Cerny, cerveny,

RT: 0.00 -

i

a
o

zeleny a modry chromatograficky zaznam).

10.00 SM: 9G
NL: 0
m/z= 442.14470-442.14912 F: FTMS + p ESI
Full ms2 442.1470@hcd40.00
[50.0000-470.0000] MS
B9_folic_acid_2018_35

=
OO
? LLLL

6.09 NL: 3.13E2
m/z= 295.09200-295.09496 F: FTMS + p ESI
Full ms2 442.1470@hcd40.00
[50.0000-470.0000] MS
B9 _folic_acid_2018_35

Relative Abundance
o
o

H
So
\HH? L1l

a
o

4.12 NL: 3.04E2
m/z=176.05612-176.05788 F: FTMS + p ESI
Full ms2 442.1470@hcd40.00
[50.0000-470.0000] MS
B9 folic_acid_2018_35

H
8 8o
HH\HH? L1l

o

7.36 NL: 2.91E2
m/z=120.04380-120.04500 F: FTMS + p ESI
Full ms2 442.1470@hcd40.00
[50.0000-470.0000] MS

o

B9_folic_acid_2018_35
LN e e O B O A o o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (min)

Obrazek 37 — Chromatogram negativniho vzorku (blank) s obsahem 0 ppm folic acid (Cerny,
Cerveny, zeleny a modry chromatograficky zaznam).
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RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G

NL: 4.77E2
miz= 1354.30-1354.70 F: FTMS - p ESI Full
1007 ms2 1354.5680@hcd35.00
b [93.3333-1400.0000] MS
504 Kyanokobalamin_B12_2018_36
0- .
Q RT: 7.22 NL: 9.62E4
2 AA: 354830 m/z= 339.07-339.08 F: FTMS - p ESI Full
§ 1007 ms2 1354.5680@hcd35.00
- RT:1.31 [93.3333-1400.0000] MS ICIS
'3: 50 AA: 234458 Kyanokobalamin_B12_2018_36
) .
R
8 of
o} RT: 7.21 NL: 1.40E4
& AA: 51135 miz= 357.07-357.09 F: FTMS - p ESI Full
1007 ms2 1354.5680@hcd35.00
b RT: 1.31 [93.3333-1400.0000] MS ICIS
50 AA: 20777 Kyanokobalamin_B12_2018_36
O+ 11 T T T T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T 11 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 8 9 10

Time (min)

Obrazek 38 — Chromatogram pozitivniho vzorku s obsahem 200 ppb cyanocobalaminu (Cerny,

cerveny a zeleny chromatograficky zaznam).

RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G

100 0.94 NL: 5.84E2
7 miz= 1354.30-1354.70 F: FTMS - p ESI
] 4.35 563 635 7.78 9.89 Fyil ms2 1354.5680@hcd35.00
] [93.3333-1400.0000] MS
50 Kyanokobalamin_B12_2018_14
3 0 NL: 0
100 _ .
g 1005 miz= 339.07-339.08 F: FTMS - p ESI Full
g ms2 1354.5680@hcd35.00
ERE [93.3333-1400.0000] MS
< 50 Kyanokobalamin_B12_2018_14
2
g 7
g 0 6.66 NL: 3.50E2
1005 miz= 357.07-357.09 F: FTMS - p ESI Full
a1 ms2 1354.5680@hcd35.00
] [93.3333-1400.0000] MS
50 Kyanokobalamin_B12_2018_14
L0 e s e By e e s e B B B B o L s s s e |
1 2 3 4 5 6 8 9 10
Time (min)

Obrazek 39 — Chromatogram negativniho vzorku (blank) s obsahem 0 ppb cyanocobalaminu

(Cerny, Cerveny a zeleny chromatograficky zaznam).
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RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G

NL: 1.22E5

miz= 175.02393-175.02569 F: FTMS - p ESI Full
ms2 175.0248@hcd50.00 [50.0000-195.0000] MS
ICIS Vit_C_2018_25

RT:7.49 RT:8.42
AA: 3763 AA: 124399

NL: 1.28E6

m/z= 59.01355-59.01415 F: FTMS - p ESI Full ms2
175.0248@hcd50.00 [50.0000-195.0000] MS ICIS
Vit C_2018_25

NL: 1.23E6

m/z=71.01349-71.01421 F: FTMS - p ESI Full ms2
175.0248@hcd50.00 [50.0000-195.0000] MS ICIS

Vit_C_2018_25
NL: 4.13E6

m/z= 87.00833-87.00921 F: FTMS - p ESI Full ms2
175.0248@hcd50.00 [50.0000-195.0000] MS ICIS
Vit_C_2018_25

NL: 2.07E6

m/z=115.00310-115.00426 F: FTMS - p ESI Full
ms2 175.0248@hcd50.00 [50.0000-195.0000] MS

RT:1.29
1003 AA.E:‘S;
0 RT:1.29
10 AA: 3200189
03 RT:2.08 RT:3.44
g 5 %,m AA: 3769 AA,1897
< RT:1.29
© .
2 1003 AA: 3075254
Qo
<
g 0
2 RT: 1.29
g 10? AA: 9945396
0 RT: 1.29
10? AA: 4930431
O\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
0 1 2 3 4

- (CIS Vit_C_2018 25
10

Obrazek 40 — Chromatogram pozitivniho vzorku s obsahem 500 ppm askorbové kyseliny (Cerny,

cerveny, zeleny, modry a Zluty chromatograficky zaznam).

RT: 0.00 - 10.00 SM: 9G

R

NL: 2.54E2

miz= 175.02393-175.02569 F: FTMS - p ESI Full
ms2 175.0248@hcd50.00 [50.0000-195.0000] MS
Vit_C_2018_20

BTN AR 7 i 0 T T 00 0 TV 311 st TNV N8 2 e e v e o o o

NL: 2.38E4

m/z=59.01355-59.01415 F: FTMS - p ESI Full ms2
175.0248@hcd50.00 [50.0000-195.0000] MS ICIS

w83, Vit_C_2018_20

NL: 4.98E2

m/z=71.01349-71.01421 F: FTMS - p ESI Full ms2
175.0248@hcd50.00 [50.0000-195.0000] MS

Relative Abundance
omﬁ
—
=

571 603 7.20 7.57

Vit_C_2018_20

NL: 1.53E3

m/z= 87.00833-87.00921 F: FTMS - p ESI Full ms2
175.0248@hcd50.00 [50.0000-195.0000] MS
Vit_C_2018_20

NL: 2.74E2

m/z=115.00310-115.00426 F: FTMS - p ESI Full
ms2 175.0248@hcd50.00 [50.0000-195.0000] MS

10 RT: 1.27 RT:3.13 RT:4.31 RT:5.71 RT:591 RT:6.89
o AAI 8583 AA-1065 AA-1384 AA. 805 :
10
0
10
L0 o e 1 A B B O
0 1 2 3 4

T Vit.C_2018_20
9 10

Obrazek 41 — Chromatogram negativniho vzorku (blank) s obsahem 0 ppm askorbové kyseliny

(Cerny, Cerveny, zeleny, modry a zZluty chromatograficky zaznam).
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