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ABSTRACT

Seeburg

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Aretysethode zur Bestimmung von Vitamin D
und dessen Metaboliten in Lebensmitteln entwickelt.

Die Lebensmittelproben wurden nach Zugabe von pimarkierten Standards zunéchst
methanolisch hydrolysiert und mittels kombiniertegstphasenextraktion (Normal- und Reversed-
Phase) aufgereinigt und aufkonzentriert. Die Idirung und Quantifizierung erfolgt mittels
LC-MS/MS im scheduled Multiple Reaction Monitoriidedus (ESI, positiv).

Die optimierte Methode ermdglichte es ErgostereDehydrocholesterol, Cholecalciferol, Ergo-
calciferol, 25-Hydroxycholecalciferol, 25-Hydroxyggrcalciferol, k,25-Dihydroxycholecalciferol,
1a,25-Dihydroxyergocalciferol sowie (B¥-24,25-Dihydroxycholecalciferol simultan in verseh
denen Lebensmitteln nachzuweisen. Es wurde einesiriiatne Validierung bezlglich des
Arbeitsbereichs, analytischer Grenzen, PrazisiahRichtigkeit durchgefihrt.

Aufgrund der Effizienz und des hohen Probendurdesatist die vorgestellte Methode gut als
Screening-Methode im Routinebetrieb einsetzbar.Uigersuchung von tber 650 Lebensmitteln auf
ihre Gehalte und Zusammensetzung an Vitamin D erdass Vitamin B und Dy nur in wenigen
Lebensmitteln in nennenswertem Umfang zu finder.sie Vorlauferstrukturen Ergosterol und
7-Dehydrocholesterol treten hingegen recht hairighesondere in fettreichen Produkten auf. Hierbei
ist der Gehalt an Ergosterol vermutlich auf die Asenheit von Pilzen zurtickzufiihren. Untersuchte
Vertreter der Speisepilze enthielten betrachtlislengen des Sterols. Besonders hohe Vitamin D
Gehalte wurden in Fisch, insbesondere Hering (essbdeil: 30 pg/100 g), Tilapia-Filet

(20 pg/100 g) und Wildlachs-Filet (11 pg/100 g) igeit. Fisch und Fischprodukte stellen damit die
bedeutendsten exogenen Vitamin D-Quellen (bis zWopSder deutschen Bevdlkerung dar. In
geringeren Mengen war VitaminsDn Eigelb (3-4 ug/100 g) und angereicherten FefMargarine:

bis zu 7,5 ug/100 g) zu finden. Vitamin, Bonnte ausschlie3lich in Speisepilzen, vor allem i
Pfifferlingen (20 pg/100 g) bestimmt werden. In &putrat es zudem in Weichkésen auf. Im Bereich
Fleisch und Innereien wurden ebenfalls D-Vitameehgewiesen. Die Bedeutung von Fleisch fir die
tagliche Vitamin D-Zufuhr ist auf die hohe Verzehenge zurickzufihren. Dies gilt auch fur Milch-
und Milcherzeugnisse. Die Relevanz von Vitamin Dasdiber andere Lebensmittel unter
Berlcksichtigung der momentanen Erndhrungsgewotarheider deutschen Bevélkerung
aufgenommenen wird, ist ernahrungsphysiologischuatergeordnet anzusehen. Basierend auf den
vorliegenden Analysenergebnissen wurde eine nettgsamt-Vitamin D-Aufnahme von 2,5 pg/Tag
fur Manner und 1,9 pg/Tag fur Frauen berechnets®iéufuhr liegt deutlich unterhalb der von der
Deutschen Gesellschaft fur Erndhrung (DGE) empfahleMenge von 20 pg/Tag. Somit ist die
exogene Vitamin D-Aufnahme (ber die Ublichen aush déandel stammenden Lebensmittel nicht

geeignet, um eine adaquate Versorgung der deut&mgilkerung mit Vitamin D sicherzustellen.



ABSTRACT

Seeburg

An analytical method for the determination of vitanD and its metabolites in food was developed
within this work.

Food samples were saponified, purified and cona@dr by combined solid-phase extractions
(normal- and reversed-phase) after spiking withtelated internal standards. Identification and
quantitation were performed by liquid chromatogsagbupled to tandem mass spectrometry using
scheduled multiple reaction monitoring mode (ESisifive). The optimized method enabled the
simultaneous detection of Ergosterol, 7-Dehydroe$ielrol, Cholecalciferol, Ergocalciferol,
25-Hydroxycholecalciferol, 25-Hydroxyergocalciferol 1a,25-Dihydroxycholecalciferol, d,25-
Dihydroxyergocalciferol and (&)-24,25-Dihydroxycholecalciferol in various food.

An inhouse validation was carried out regarding wwogking range, analytical limits, precision and
accuracy. Due to efficiency and high throughput theesented method is applicable as a
screening-method in routine operations.

Analyses of approximately 650 food samples forrtbentent and composition of vitamin D structures
verified that vitamin @ and 3 can be found only in very few foods in significagiantities. In
contrast, the precursor structures Ergosterol abeldydrocholesterol were found quite frequently,
particularly in products with high fat content. Tidentification of Ergosterol is probably basedtba
presence of mushrooms. Selected mushroom sampiésreed considerable quantities of the sterols.
High amounts of vitamin Pwere found in fish, especially in herring (ediplart: 30 pg/100 gjlapia
fillet (20 pg/100 g) and wild grown salmon fillety pg/100 g). Thus, fish and fish products represen
the main exogen vitamin D sources of the germanlatipn with up to 65 %. At lower levels vitamin
Ds; was found in egg yolk (3-4 ng/100 g) and fortiffedds like margarine (7.5 pg/100 g). Vitamia D
was identified exclusively in mushrooms with a refece to chanterelles (20 ug/100 g). Moreover it
was verified in trace amounts in soft cheeses.

Vitamin D structures were also found in meat arfdlofrhe significance of meat for the daily intake
of vitamin D is based on the high daily portionocaihsumption. This also applies to milk and milk
products. The relevance of vitamin D content ofotfood is only of negligible importance in regard
to the current dietary habits of the german popurat

Altogether a mean daily vitamin D intake of 2.5fog men and 1.9 pug for women was calculated,
which is far below the German Nutrition SocifGE) recommendations of 20 pg per day. This
means that exogen intake by a typical diet is fingght to ensure an adequate supply of vitamiroD f

the german population.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Vitamin D (Calciferol) gehort zur Gruppe der fedfichen Vitamine und hat einen wesentlichen
Einfluss auf die Regulation der Calcium- und Pheggfomoostase. Zu den Calciferolen werden
verschiedene Verbindungen gezahlt, wobei in Lebétedm besonders Cholecalciferol (Vitamin)D
und Ergocalciferol (Vitamin B) von Bedeutung sind. Vitaminskann mit Hilfe von ultraviolettem
Licht (UVB) in der Haut aus 7-Dehydrocholesterohvéorper selbst gebildet oder mit der Nahrung
aufgenommen werden, wahrend Vitamin &usschlie3lich Gber die Nahrung zugefiihrt wirdidBe
Vitamin D-Formen werden im menschlichen Stoffwethgder Hydroxylierungen zu den
verschiedensten aktiven Strukturen metabolisiert.

Obwohl Cholecalciferol endogen synthetisiert wilissteht unter der Bevodlkerung der BRD ein
verbreiteter Mangel an dem sogenannten ,Sonnenwitai®o ergab die nationale Verzehrsstudie der
Bundesforschungsanstalt fiir Ernahrung und Lebetednmt Karlsruhe (Nationalen Verzehrsstudie I,
NVS Il), dass 82 % der Manner und 91 % der Frauee &gliche Vitamin D-Zufuhr von 5 pg
(Referenzwert Stand: 2011) unterschreiféh Dieser Wert liegt deutlich unterhalb der aktuelle
Verzehrsempfehlung von 20 ug pro Tag fur Kindergehdliche, Erwachsene, Schwangere und
Stillende bei fehlender endogener Synthese (Saelito pg/d)2] .

Derzeit existieren nur wenige nicht miteinandergl@ichbare und teilweise veraltete Daten Uber die
Zusammensetzung und den Gehalt von Vitamin D inehshnitteln. Dies ist vor allem auf die
anspruchsvolle Analytik zurtickzufiihren. Wahrend a¥itn D und dessen Metaboliten als
Fettbegleitstoffe nur im Spurenbereich vorliegereten Stdrsubstanzen ahnlicher Struktur und
Polaritat in groRen Mengen auf. Zudem decken didadalyten infolge der ein- bis dreifachen
Hydroxylierung einen weiten Polaritéatsbereich abasweine mdglichst selektive Abtrennung
erschwert. Literaturdaten zu Gehalten in Lebensinitfokussieren sich daher meist auf eine
Vitamin D-Struktur.

Aufgrund der unterschiedlichen Matrizes fehlen @m ®itamin D-Analytik einheitliche Testverfahren
zur Reihenuntersuchung von Lebensmitteln. Die ahwliMethode nach § 64 LFGB eignet sich
wegen des enormen Aufwandes nicht fur den Routinebg3] . Literaturdaten werden daher oftmals
mit nicht miteinander vergleichbaren Nachweisme#imogeneriert.

Diese Sachverhalte bedingen die Notwendigkeit datwieklung einer effizienten, leicht zu

handhabenden Analysenmethode zur Bestimmung voitddaéren in Lebensmitteln.
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2 Theoretischer Tell

2.1 Vitamin D — Struktur, Synthese, Funktion, Bedarf

Vitamine sind als ,...lebensnotwendige organische bifetungen, die in kleinsten Mengen der
Aufrechterhaltung des Stoffwechsels dienen und tienischen und/oder menschlichen Organismus
nicht synthetisiert werden kdénnen“ definig4t . Vitamin D ist folglich kein Vitamin im eigentliadn
Sinne, da es Uber die Haut unter Einfluss von UViai8ung (290-315 nm) endogen gebildet werden
kann[5-7].

2.1.1 Struktur

Der Begriff Vitamin D umfasst eine Gruppe fettléhier 9,10-Secosteroide, welche einen bedeutenden
Einfluss auf die Calcium- und Phosphat-Homdostasgilzen. Insgesamt sind sechs Formen{p
des Vitamins bekanriB], wobei Cholecalciferol (Vitamin £) und Ergocalciferol (Vitamin ) die
wichtigsten Vertreter in der menschlichen Ernahrdagstellen. Vitamin Dwird aus der Vorstufe
Ergosterol gebildet und kommt vor allem in PilzenduHefen vor, wahrend Vitamin sDvon
7-Dehydrocholesterol (7-DHC) abstammt und in degdRé@n Tierreich auftritt.

Der Unterschied zwischen beiden Verbindungen liegter Seitenkette, welche in C17-Position am
Sterolgrundgerist gebunden ist. Im Gegensatz ztanmWin D;-Reihe, deren Seitenketten lediglich
Einfachbindungen enthalten, besitzen VitamipSrukturen eine Doppelbindung an C22-Position,
sowie eine Methylgruppe an C24-Position. Insgesamid Uber 40 Metabolite bekannf],
ausgewahlte Vertreter sind in Abbildung 1 und Attloilg 2 aufgelistet und dargestellt.

. R1 R2 R3
Metabolit Cl C25 C24 C22/23
Cholecalciferol H H H Cc-C
25-Hydroxycholecalciferol .
25(0H)Ds H OH H C-C
1,25-Dihydroxycholecalciferol
1,25(0H),Ds OH OH H c-C
(24R)-24,25-
Dihydroxycholecalciferol H OH OH Cc-C
24,25(0H),Ds
Ergocalciferol H H CHs c=C
25-Hydroxyergocalciferol _
25(0H)D, H OH CHs Cc=C
1,25-Dihydroxyergocalciferol _
1,25(0H),D, OH OH  CHs c=C

Abbildung 1: Ubersicht tiber die Struktur der D-Vitare[10]
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. R1
Metabolit C24 C22/23
Ergosterol CHs c=C
7-Dehydrocholesterol
7-DHC H c-C

Abbildung 2: Ubersicht tiber die Struktur der Prawmiine[10]

2.1.2 Endogene Synthese und Stoffwechsel

Die Vitamin D;-Synthese (Abbildung 3) findet in allen Hautschirht hauptsachlich instratum
basale und Stratum spinosunder Epidermis, statfll]. Ausgangsstoff ist 7-Dehydrocholesterol,
welches in Darmschleimhaut und Leber im Zuge deml&ferinbiosynthese gebildet wird.
Hochenergetische UV-Strahlung (290-315 nm) fihrt ewmer Aufspaltung des B-Rings im
Sterolgrundgertst aus der das PravitaminhBrvorgeht. Dieses wird durch eine [1,7]-sigmagrop
antarafaciale Wasserstoffumlagerurj@2] mit anschlielender thermischer Isomerisierung in
Vitamin D; umgewandelfl3, 14], welches an Vitamin D-bindende Proteine (DBP) gelen Uber die
Blutbahn in die Zielgewebe (Bsp. Leber) transpdrtrard [15]. Sowohl das Pravitaminjfals auch
das Vitamin Q) unterliegen einer physiologischen AutoregulatiBrdvitamin Q wird bei |angerer
UV-Exposition in die inaktiven Verbindungen Lumisieund Tachysterol umgewandelt, wobei die
Konversion zu Lumisterol eine reversible Reaktianstellt. Vitamin @ kann zu Suprasterol | und 1l
sowie 5,6-Transvitamin Ppumgewandelt werden. Auf diese Weise wird einestthe Konzentration
von Vitamin D, im Korper verhinderfl16].

Bei einem regelmafigen Aufenthalt im Freien kénc&en80 bis 90 % des Vitamin D-Bedarfs Uber die
endogene Synthese abgedeckt werden. Die Aufnahmeesitichen 10 bis 20 % erfolgt Gber die
Nahrung[17]. Exogen zugefihrtes Vitamin D (Vitamirpk) gelangt im Rahmen der Fettverdauung in
den Dunndarm und wird Uber passive Diffusion inEiderozyten aufgenommen. Intrazellular erfolgt
dort eine Absorption in Chylomikronen, welche (bedas Lymphsystem in den peripheren
Blutkreislauf transportiert werddd, 18]. Uber DBP gelangt das selbst noch inaktive Vitamiim

die Leber, wo eine 25-Hydroxylierung erfolgt, wedcimit Ausnahme eines Produkthemmungs-
mechanismus kaum einer Regulierung unterliegt. 8rbkycalciferol (25(0OH)D) stellt die
Speicherform des Vitamin D dar und hat eine Hallbszeit von ca. 21-30 Tagen (Vitamin:[24 h)
[17]. Es wird zur Ermittlung des jeweiligen Vitamin QaBus herangezogen. Uber dessen Bewertung
existieren verschiedene Angabglf-21]. Die meisten vertreten die Ansicht, dass eine BB{O
Serumkonzentration von < 50 nmol/l (20 ng/ml) eivamin D-Mangel kennzeichnet.

Eine angemessene Vitamin D-Versorgung liegt lautte#nann (2010) bei einer 25(0OH)-
Serumkonzentration zwischernl00 — 250-500 nmol/l (40-200 ng/ni0, 22].
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Abbildung 3 Vitamin Ds-Synthese und Metabolismus

Gebunden an DBP wird 25(OH)D zur Niere bzw. andé€semweben transportiert und einer weiteren
Hydroxylierung unterzogen. Hierbei entsteht dasldgisch aktive 1,25-Dihydroxyvitamin D

(Calcitriol, 1,25(0OH)D). Sowonhl die renale als autie periphere Umwandlung des Vitamin D in
seine aktive Form unterliegt einer strengen Regulig So wird die Bildung des Calcitriols durch die
Anwesenheit des PTH (Parathormon) angeregt, wahdemdfibroblastische Wachstumsfaktor 23

(FGF23) und das Calcitriol selbst zu einer Hemmuiigren, indem sie die Bildung von
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24-Hydroxylase stimulieren. Diese fuhrt durch dermehrte Bildung von 24,25(0O#D) zu einer
Deaktivierung von 25(0OH)[R1].

24,25(0OH)D hat eine deutlich geringere biologische Aktivigdé Calcitriol[23], soll aber dennoch
eigenstandige Funktionen besitzg#]. Uber die Ausscheidungswege der D-Vitamere istigven
bekannt. Oft wird die Galle als Hauptexkretionsweg Zusammenhang mit der wasserldslichen
Calcitroinsédure beschrieb§2b, 26].

2.1.3 Physiologische Funktionen

1,25-Dihydroxyvitamin D wird tber den Blutkreislaaif die entsprechenden Wirkorte (D&, 28],
Knochen[29, 30], Plazentd31], Niere[28, 32], Haut[28, 33]) transportiert und bindet dort an den
nukledren bzw. zellmembranstdndigen Vitamin D-Remef)/DR). Im Zellkern bildet dieser mit dem
Retinolsadure-Rezeptor (RXR) einen Komplex, welcheschlieRend an bestimmte Stellen der DNA
(vitamin D responsive elements (VDRE)) bindet, umAktivierung bzw. Hemmung der Transkription
bestimmter Gene einzuleitd@1]. Neben dem Einfluss auf die Genexpression hatitGalcauch
unmittelbare Auswirkungen auf schnelle, nicht-geisohe Effekte wie beispielsweise der
Signalubertragung zwischen den Zella4, 35].

1,25-Dihydroxyvitamin D hat sowohl ,klassische" asich ,nicht-klassische* Wirkungen. Zu den
.Klassischen Effekten“ gehoren die Stimulation désorption von Calcium- und Phosphat im Darm,
die Regulation des Knochen-Metabolismus und demtnesy Einfluss auf die Rickkopplung der
PTH-Sekretion. Ein Vitamin D-Mangel kann daher zindfalisierungsstorungen im Knochen fiihren
[21]. Symptomatisch zeigt sich dies im Kindesalter ghe@ib dem 3. Lebensmonat) in Form der
insbesondere Ende des 19. Jahrhunderts weit vietierei Rachitis und im Erwachsenenalter als
Osteomalazie. Rachitis duR3ert sich durch eine Ehweig der Knochen, vor allem des Schadels und
der Wirbelsdule. Haufig treten Zahndefekte sowidtidibungen an der Knochen-Knorpel-Grenze
(,Rosenkranz*) auf. Unter Osteomalazie ist einenmiaderte Knochenverkalkung zu verstehen,
welche sich in Knochen- und Muskelschmerzen biszoinDeformation der langen Réhrenknochen
auswirkt[18, 36, 37] ,Nicht-klassische Effekte" betreffen die Beeirdhung von Muskelzellef38],
des Herz-Kreislauf- und des Immunsystef88]. In diesem Zusammenhang wird ein Vitamin D-
Mangel als Risikofaktor fir bestimmte Arten von Kse Autoimmunerkrankungen (Multiple Sklerose,
Typ-I-Diabetes) und Bluthochdruck diskutig$0] .

2.1.4 Bedarf und Versorgung

In Sud- und Mitteleuropa kann eine Bestrahlung vArmen und Beinen (ca. 18 % der
Korperoberfliche) um die Mittagszeit fir 5-30 Mientausreichen, um gentigend Vitamin D zu
synthetisieren[41-43]. Nach Holick et al. (2003) entspricht die Exposition des Korpers in
Badekleidung mit einer UV-Dosis, die eine geradehthiare Ro&tung hervorruft (minimale

Erythemdosis, MED), einer oralen Aufnahme von &0 Bis 625 pg Vitamin D39]. Allerdings ist
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die Starke der Sonneneinstrahlung in Deutschlandimwa. 6 Monaten des Jahres ausreichend
(UV-Index Uber 3), um eine befriedigende VitaminBiddung zu gewahrleistef22]. Schatzungen
zufolge weisen in der BRD in den WintermonatenGfa% der Erwachsenen (18 bis 79 Jahre) und
80 % der Jugendlichen (11 bis 18 Jahre) Vitamin d@wéntrationen unter 50 nmol/l a4fl], was
einem Vitamin D-Mangel entspricfi9, 22]. Die Vitamin D-Syntheserate ist jedoch nicht nan\der
Jahreszeit und dem Breitengrad abhangig, sondesim @wom Ausmal der Luftverschmutzung, der
Bewdlkung, der Aufenthaltsdauer im Freien, der Notg von Sonnencreme, der Art der Kleidung,
sowie individuellen Faktoren (Hautfarbe/-pigmentigg/-erkrankungen, Alterj21]. Aus diesem
Grund ist es notwendig den Vitamin D-Bedarf Gberahrung zu decken.

Wie bereits erwahnt, empfiehlt die DGE fur Kinddygendliche, Erwachsene, Schwangere und
Stillende, bei fehlender endogener Synthese, @igiiche exogene Vitamin D-Zufuhr von 20 pug und
fur Sauglinge 10 p¢2]. Laut NVS Il (2008) werden in Deutschland von Mé&mm durchschnittlich
2,9 ug Vitamin D pro Tag und von Frauen 2,2 ug MitaD pro Tag aufgenommdi]. Auch in
Bezug auf die alten Referenzwerte von 2011 (5 ugrvin D/Tag fur Kinder und Erwachsene),
welche die UVB-Exposition der Bevolkerung und dierringerte Syntheseleistung der Haut im
hoheren Alter beriicksichtigte41], liegen diese Aufnahmemengen deutlich unterhallb de
Empfehlung. Der Grund hierfir ist, dass nur wemggirliche Vitamin D-Quellen existieren, die zur
Versorgung beitragen (Siehe 2.2; Seite 6 f.). Dariinaus sind diese fast ausschlief3lich tierischen
Ursprungs, weshalb Personengruppen, die eine vegam&hrungsweise praktizieren, ein deutlich
hoheres Risiko fur einen Vitamin D-Mangel aufweis&o beschreibt Waldmann (2003), dass

Veganer in Deutschland taglich weniger als 1 p@in D tber die Nahrung aufnehnidd] .

2.2 Vitamin D in Lebensmitteln

Vitamin Ds ist nur in wenigen Lebensmitteln in signifikantetengen enthalten. Dazu gehéren vor
allem fettreiche Seefische, Leber und Eiggllh]. In wesentlich geringeren Mengen ist es auch in
Milch, bzw. Milchprodukten (Butter, Kase) und Flgiszu finden. Pilze und Hefen produzieren
Vitamin D, [45], welches eine ahnliche Effektivitat in der Aufremtmaltung des Vitamin D-Status

wie Vitamin D; aufweist[46]. Der Vitamin D-Gehalt in Lebensmitteln ist von selniedenen Faktoren

wie Ursprungsland, Breitengrad, Jahreszeit, Zuhergsart und speziell bei tierischen Produkten vom
Vitamin D-Status des jeweiligen Tieres abhangigb§ennerhalb eines Lebensmittels variieren die

Vitaminmengen je nach betrachteten Gewdie 48].

2.2.1 Fisch

Fisch stellt eine sehr gute Quelle flr hochwertigageil3, ungesattigte Fettsduren, Mineralstoffel(Jo
Selen) und Vitamin D dar. Dieses ist vor allemetireichen Fischen zu finden, wobei ein statisésch
Zusammenhang zwischen Vitamin D und dem Fettgehasigjeschlossen wifd9]. In Tabelle 1 sind

die Vitamin D-Gehalte einiger Fische und Fischpkadwaufgelistet.
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Tabelle 1: Vitamin D-Gehalte ausgewéahlter Fische Eischprodukte

) Ds 25(0OH)Ds 7-DHC .
Fisch (/100 g] [1g/100 g] [1g/100 g] Hiteratur
Atlantischer Hering
(Clupea harengus 12,1*- 31,9 n. d. 34,9* [49, 50], *[51]
membras)
Kabeljau, Filet . . .
(Gadus morhua) 0,5*-6,9+0,23 n.d. 9,7 [50], *[51]
Regenbogenforelle, Filet . ) .
(Oncorhynchus mykiss) 2,9*-7,8+0,081 0,14 17,2-22,9 [50], *[51]
Scholle
(Pleuronectes platessa) 029 KA. 322 (51]
T 17,9-75,3 0,03-0,13
Tilapia, Filet (MW: 45,3) (MW: 0,06) n. d. [52]
Weil3er Thun, Filet
(Thunnus alalunga) 31-59 n.d. 7,2-98 [53]
Echter Bonito, Filet 17-25 n d 6.0-10.6 53]
(Katsuwonus pelamis) ' ! T ' '
Echter Bonito, Haut
(Katsuwonus pelamis) 454 38 10.1 53]
Zander, Filet 5,3%- 24,5+ 0,28 n. d. 10,6% [50], *[51]
(Lucioperca)
Lachs (Zucht) 54-76 k. A. 331 - 467 [51]
(Salmo salar)
Lachs (Wild)
(Salmo salar) ** 20,3 KA 435 [51]
Wildlachs
(Oncorhynchus nerka) ** 21,2 k-A. 394 (51]
Flussbarsch, Filet
(Perca fluviatilis) 23,5-25,3 n.d. n.d.
Meerwasser [50]
Flussbarsch, Filet
(Perca fluviatilis) 0,3-2,3 n. d. n.d.
SuRwasser
Shrimp <0,2 n. d. k. A. [50]
Thunfisch in Ol (Konserve) 1,68 +0,02 n. d. k. A. [50]
Thunfisch (Konserve) <25-83 k. A. k. A. [54]
** Teile des Lebenszyklus im SuBwasser verbringend n. d. nicht detektiert k. A. keine Angabe

Aus Tabelle 1 ist zu enthehmen, dass der VitamiGdbalt im Fisch starken Schwankungen
unterliegt. So weisen wildlebende Fische (Bsp. kachaufig héhere und stérker variierende
Konzentrationen an Vitamin D als deren ArtgenosseAuchtstationen aubl, 55, 56] Fische der
gleichen Art (Bsp. FlussbarsciRerca fluviatilig aus unterschiedlichen Fanggebieten (Meer-,
SuRwasser), zeigen ebenfalls deutliche Unterschigdesnthalten Seefische im Vergleich zu denen
aus SuRwasser deutlich gréRere Mengen an Vitamin D.

Um die Ursachen fir diese Schwankungen zu ermijttelurden Studien durchgefihrt die die
Zusammenhange zwischen den Vitamin D-Gehalt inheiscund den internen (Geschlecht, Alter,
Gewicht) bzw. externen Parametern (Jahreszeit, ¥asschaffenheit, Vitamin D-Gehalt in Plankton)

untersuchten. Dabei konnte keine Korrelation dewl€talciferolgehalte mit internen Faktoren
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festgestellt werden. Lediglich die Vitamin D-Kongetion im Plankton (1,5-10,5 pgs00 g TM
[49]) aus den jeweiligen Fanggebieten scheint einemtien Einfluss auf den Vitamin D-Gehalt in
Fischen auszulib449, 50].

Uber das Vorkommen von D-Vitameren in Fischen liegahlreiche Untersuchungen vor. Neben der
Anreicherung von Vitamin Pim Fisch uber die Nahrungskette werden auch detgaihemische
Bildung aus 7-DHC uber UVB-Strahlung in der Hautvbeine nicht-photochemische, enzymatische
Synthese diskutiert. Der photochemische Weg wiedlgi in Frage gestellt, da nicht gentigend UVB-
Strahlung in den Lebensraum der Fische gelangt utan¥h D zu erzeuger57-59]. Die
Untersuchung eines lichtunabhéngigen Reaktionswiegéschleber fihrte zu dem Ergebnis, dass in
Fisch keine signifikante enzymatische Umwandlung ¥eDehydrocholesterol in Vitamins2rfolgt
[58]. Vitamin D gelangt demnach Uber die Nahrungskettalie Fische. Die Anreicherung von
Vitamin D im Fisch Uber die externe Aufnahme wusbfon in einigen Publikationen beschrieben
[58-61].

Im Jahr 2011 wurde von der deutschen BevolkerungDumschnitt ca. 15,6 kg Fisch pro Kopf
verzehrt. In Abbildung 4 sind die funf bedeutendskésche nach ihrer Verzehrsmenge aufgelistet
[62].

Alaska-Seelachs ] 233
Hering 277 7 7 7 i 18,5
Lachs 4 12,5
Thunfisch, Boniten ] 11,2
Pangasius 7777 4.8

Abbildung 4: Anteil der funf bedeutendsten Fiscbarf%] am Fischverzehr 2011 in der Big2)]

2.2.2 Eier

Unter ,Eier* werden nach gesetzlichen Bestimmungddihnereier in der Schale, die zum
Direktverzehr oder zur Verarbeitung durch die Nalamittelindustrie geeignet sind, ausgenommen
angeschlagene Eier, bebrutete Eier und gekochteviistanden [VO (EG) Nr. 1234/2007; VO (EG)
Nr. 589/2008]. Diese werden gemal3 der Eier-Vermaddgverordung in Gewichts- und Guteklassen
eingestuft. Eier der Giiteklasse A missen mit eimedifstelligen Erzeugercode gestempelt werden.
Dieser gibt Aufschluss Uber die Haltungsform (e&ftter) und die Herkunft der Eier (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Gewichtsklassen und Haltungsform

Gewichtsklasse Haltungsform
Klasse Grole Gewicht [g] Code Haltung
XL sehr gro3 73 bis > 0 Okologische Erzeugung
groR 63 bis < 73 1 Freilandhaltung
M mittel 53 bis < 63 2 Bodenhaltung
klein <53 3 Kafighaltung

Die Hauptbestandteile des fliissigen Huhnervolligid 64 % Eiweil? und 36 % Eige[63]. Wahrend
im Eiweild nur Spuren von Vitamin D zu finden sif6#], stellt Eigelb eine wichtige Vitamin D-
Quelle dar. Aus Tabelle 3 ist zu entnehmen, das¥il@min D;-Gehalt in Eigelb bzw. Eiern starken

Schwankungen unterliegt, wenn er nicht von einderdelben Henne* (Siehe Tabelle 3) starféui.

Tabelle 3: Vitamin @ und 25-Hydroxycholecalciferol im Ei und Eigelb

[ugl?éo ql [zusg(/?gg%i Literatur
Eigelb
1,4-15 k. A. [65]
n. d. 0,98 + 0,069 [66]
2,5 - 12 (MW: 5,6) k. A. [67]
3,9 k. A [68]
3,2-3,5* 0,86 - 0,96 [64]
Ei (gesamt)
1,4 200012001 n. d. [69]
0,73 - 12,1 (MW: 2,0) *%° 0,43 - 1,32 (MW: 0,65) °*° [69]
0,70 - 1,20 (MW: 0,92) 0,16 - 0,55 (MW: 0,36) [52]

k. A. keine Angabe

n. d. nicht detektiert

Die Grinde fur diese Variabilitat sind vielfaltijleben individuellen Faktoren der Hennen (Alter,
Rasse), ist auch die Futteranreicherung von Bedguo konnen die Gehalte an Cholecalciferol und
25-Hydroxycholecalciferol Uber einen Vitamin D-Ztsam Futter gesteigert werddid0-72]. Bei
einer Anreicherung von 62,4 pg Vitamins [2.496 IE) pro kg Futter Uber ein Zeitraum vonrvie
Wochen, sind im Eigelb ca. 3,5 pg Vitamin/H0 g und 0,9 pg 25(OH}100 g zu finderj70, 73].
Wird der Zusatz auf 216 pg/kg (8.640 IE) gestejgatioht sich der Vitamin £Gehalt auf das 7- und
der 25-Hydroxycholecalciferol-Gehalt auf das 1,6k (Siehe Tabelle 4)73]. Der Einsatz von
Cholecalciferol zur Erhdhung des Vitamin D-Gehalies Eigelb hat sich dabei als effektiver

herausgestellt als die Verwendung von Ergocaldifery .
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Tabelle 4: Zusammenhang zwischen Vitamii Futter und im Eigellp73]

D3 (Futter, 4 Wochen) D3 25(0OH)Ds
[1g/100 g] [1g/100 g] [Mg/100 g]

26,6 12 0,5

62,4 35 0.9

216,0 21,0 1,4

Die Gehalte der D-Vitamere im Eigelb werden weden vder Lagerungsdauer noch durch
10-minutiges Kochen wesentlich beeinflusst. Ahrdideobachtungen wurden auch bei Fisch, Pilzen
und Fleisch gemach#8, 64, 74] Insgesamt betrugen die Kochverluste zwischen €rD20 % fur
Vitamin D; und 25(0OH)R.

Im Jahr 2012 wurden in Deutschland pro Person 2é7 erbraucht. Das entspricht jahrlich 13,3 kg
Ei pro Kopf[75].

2.2.3 Speisepilze

Pilze stellen eine natlrliche Quelle fur Vitamin, Dar, wobei Wildpilze im Vergleich zu den
Zuchtformen, in denen teilweise kein Ergocalcifensichgewiesen werden konnte, hohe Mengen
(Bsp. Pfifferling bis zu 63 pg/100 g) des Vitamiesthalten[47]. Das am haufigsten auftretende
Sterol in Pilzen ist Ergosterol, welches 44 - 80d#s Gesamitsterolgehaltes betragen kaij.
Zuchtpilze weisen hohere Ergosterol-Konzentratiorsd® Wildpilze auf[47]. Der Gehalt der
D-Vitamere in Pilzen variiert von < 0,1 bis 63 u@@lg fur Vitamin B und von 11 bis 192 mg/100 g
fur Ergosterol. Diese Schwankungen sind auf zattieeinterne (Pilzart, Farbe) und externe Faktoren
(Klima, Standort, Breitengrad) zurlckzufuhren. \¢hisdene Untersuchungen zeigten, dass die
Vitamin D,-Konzentration in Zuchtpilzen zwischen den Jahremiiert [77] und abh&ngig vom
Gewebe isf47, 78]. In Tabelle 5 sind die Vitamin D-Gehalte einigde® aufgefiihrt.

Tabelle 5: Vitamin D-Gehalte ausgewabhlter Pilze

; D Ergo .
Pz [1g/100 g [mg/100 g] Literatur
Zuchtpilze
Champignon, weil3
(Agaricus bosporus) 06 44,6 [76]
0,21 50,36* [79], *[47]
Champignon, braun
(Agaricus bosporus) 03 39,5 [76]
Austernpilz
(Pleurotus ostreatus) 0.7 60,7 [76]
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. D, Ergo .
Pilz [1g/100 g] [Mg/100 g] Literatur
Wildpilze
Echter Pfifferling
(Chantarellus cibarius) 10,7 24,1 [76]
1,2-63 k. A. [80]
12,8 0,31 33,7* [79], *[47]
Trompetenpfifferling
(Chantarellus tubaeformis) 211 16,8 [76]
29,8 £0,061 k. A. [79]
Gemeiner Steinpilz
(Boletus edulis) 10 192,2 [76]
2,91 +0,076 60,6* [79], *[47]

k. A. keine Angabe

Der Gehalt an Vitamin Pin Pilzen kann durch UV-Exposition deutlich angei[76, 78, 81-84]und

ist von der Wellenlange (UVB > UVC > UVAV6, 81]), Art der Strahlung (kontinuierlich/ gepulst
[83]) und dem bestrahlten Gewebe abhéngig. So wie8elitrahlung der Lamellen von Shiitake-
Pilzen ein bedeutend héheres Potential (FaktoudlJmwandlung von Ergosterol in Vitamir, Ruf,

als die Bestrahlung des Hufgs].

Neben Speisepilzen enthalten auch Hefen Ergosteadthes maximal 10 % der Hefetrockenmasse
entsprechen kanf85] und als Ausgangsstoff zur industriellen Erzeuguong Vitamin D, mittels
UV-Bestrahlung dieni36].

Der am meisten in Deutschland verzehrte Speiségiilder Champignon. Im Jahr 2011 wurden von
der deutschen Bevolkerung etwa 1,7 kg Frischpilae opf verzehrt, davon waren ca. 1,5 kg

Champignon$87] .

2.2.4  Fleisch und Milchprodukte

Fleisch und Milchprodukte enthalten relativ gerinijenzentrationen an Vitamin D, welche in
Abhangigkeit von der Jahreszeit gewissen Schwardungterliegefi88]. In Tabelle 6 und Tabelle 7
sind die Gehalte einiger Vertreter dieser Leberisigituppen dargestellt.

Tabelle 6: Vitamin D-Gehalte in Fleisch

. D3 25(0OH)D3 D, 25(0OH)D, .
Fleisch Literatur
[Hg/100 g] [Hg/100 g] [Hg/100 g] [Hg/100 g]

Schwein

Filet 0,05* - 0,21* 0,07*- 0,17 <0,05 <0,05 [89], *[74]

Filet " 0,131 £ 0,0055 0,069 +0,0042 < 0,05 n. d.

[88]
Filet " 0,086 £ 0,0043 0,052 <0,05 n. d.

" Frihling " Herbst n. d. nicht detektiert
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) Ds 25(0OH)Ds D, 25(0OH)D, .
Fleisch Literatur
[1g/100 g] [1g/100 g] [1g/100 g] [1g/100 g]
Geflugel
Fleisch 0,12* - 0,31** 0,21*-0,25 < 0,05* < 0,05* *+[52], [88], *[89]
Rind
Ober-/ Unterschale 0,06* - 0,1 0,1*-0,48 <0,05* < 0,05* [48], *[89]
Fleisch, fett 0,763 £ 0,251 0,401 + 0,426 k. A. k. A. [90]
Fleisch, mager 0,12 £ 0,056 0,269 + 0,053 k. A. k. A.
Lamm
Kotelett < 0,05*-0,09 0,05* - 0,84 < 0,05* < 0,05* [48], *[89]
Fleisch, fett 0,884 + 0,344 <0,2 k. A. k. A.
[90]
Fleisch, mager 0,098 £ 0,031 0,203 £ 0,059 k. A. k. A.
Innereien
Leber (Schwein)” 0,312 +0,0053 0,48 £ 0,042 <0,05 n.d.
(88]
Leber (Schwein)" 0,48 £0,03 0,39 £0,089 <0,05 n.d.
Leber (Rind) < 0,05 - 0,86* 0,34-0,77* <0,05 0,09 [88], *[91]
Niere (Rind) 0,74 £0,19 2,33+0,47 k. A. k. A. [91]
" Frithling " Herbst k. A. keine Angabe n. d. nicht detektiert
Tabelle 7: Vitamin D-Gehalte in Milch und Milchprokken
Milch/ Fett Ds 25(0OH)Ds D, 25(0OH)D, Literatur
Milchprodukt [%] [mo/100 g] [no/100 g] [mo/100 g] [no/100 g]
. 0,0046 + 0,0042 +
Milch 1,5 0,0015 0,0003 k. A. k. A. [92]
0,0092 + 0,0075 +
35 0,003 0,0013 k. A. k. A. [92]
4 <0,02 <0,02 <0,02 n.d. [88]
Kaffeesahne 13 0,044 £0,019 0,027 + 0,006 k. A. k. A. [92]
Schlagsahne 36 0,07 0,09 0,01 n. d. [88]
Butter 80-81 0,18 £ 0,023 0,05-0,1* 0,05 - 0,06* 0,06* [88], *[92]
k. A. 0,7 k. A k. A. k. A. [68]
F 0,058 =
Edamer 0,0019 <0,05 <0,05 n.d.
24 [88]
H 0,153 =
Edamer 0.0093 0,1+0,027 <0,05 n. d.
" Frihling " Herbst k. A. keine Angabe n. d. nicht detektiert
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Der Vitamin D;-Gehalt im Fleisch reicht von < 0,05 bis 0,9 pg/IP@nd bei Milch bzw. Milch-
produkten von < 0,02 bis 0,2 pg/100 g. 25(OH)® in Fleisch mit 0,05 bis 0,84 ng/100 g und in
Milch bzw. Milchprodukten mit < 0,02 bis 0,1 pg/1@0vertreten. Untersuchungen zeigten, dass
Vitamin D; in fettreicheren Lebensmitteln in hoheren Konzaidnen zu finden ist als in fettarmeren
[52, 88, 90}

Obwohl Fleisch- und Milchprodukte im Vergleich zspw. Fisch oder Eigelb deutlich weniger
Vitamin Ds; enthalten, werden diese jedoch in groRen Mengen der Deutschen Bevolkerung
verzehrt, sodass sich daraus ein nicht unweseatlBgitrag zur Vitamin D-Versorgung ergibt.

Im Jahr 2011 wurden in der BRD ca. 89,2kg Fleidohw. -erzeugnisse und 85,4 kg
Frischmilcherzeugnisse, 23,0 kg Kase, 5,6 kg Sahaagnisse und 2,6 kg Kondensmilcherzeugnisse
pro Kopf verbrauchf93]. In Abbildung 5 und Abbildung 6 sind die Lebengsalgruppen nach ihrer

Verzehrsmenge aufgeschlisselt dargestellt.

Schwein e e e e e e 60,5

Gefligel 7 21,2

Rind/ Kalb 772722 14,7

Sonstiges —
(Wild, Kaninchen) &4 1.7

Schaf/ Ziege 1,1

Innereien § 0,7

Abbildung 5: Anteil der Fleischarten [%] am Fleisehzehr 2011 in der BR[®3]

A B
) Frischkase 7 29,1
Konsummilch ///% 62,8
Schnittkése ] 28,7
Sauermilch- u. -
Milchmischgetrénke % 355 Weichkase 777773 9.1
Hartkase Bz 8,3
Buttermilch- ﬂ 18
erzeugnisse ' Schmelzkase FZ4 7,0

Abbildung 6: A: Anteil Milcherzeugnisse [%] am Vetar von Frischmilcherzeugnissen 2011 in der BRD
[94]; B: Anteil der Kasesorten [%] am Kaseverzehr 2bilder BRD[95]

2.3 Gesetzliche Regelungen

2.3.1 Anreicherung von Lebensmitteln

Aufgrund der Vitamin D-Mangelversorgung, erfolgt manchen L&ndern eine Vitaminisierung
bestimmter Lebensmittel mit Vitamingzw. Vitamin B. Haufig werden Milch und Milchprodukte

(Kase, Joghurt), Cerealien, Margarine und/oderéBu@rangensaft sowie Kindernahrung angereichert
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[96, 97]. In der BRD werden nur wenige Lebensmittel, véeral Margarine, mit Vitamin D versetzt.
Der Vitamin D-Zusatz ist Uber die VO (EG) 1925/200€éregelt. Gemal Artikel 17 Abs. 3 der
VO (EG) 1925/2006 kdonnen Mitgliedsstaaten bestedarationale Bestimmungen tber Hochst- und
Mindestgehalte von Vitaminen und Mineralstoffen t@ghin anwenden, bis die entsprechenden
Gemeinschaftsmal3nahmen oder andere spezifische ilGGemeaftsbestimmungen erlassen worden
sind. Folglich ist gemal § 1 b Absatz 1 Nr. 2 Bt@he a - ¢ der VitaminV der Zusatz von Vitamin D
in Form von Ergosterol, Cholecalciferol und Choleifarol-Cholesterin fir Margarine- und
Mischfetterzeugnisse bis zu insgesamt 25 pg auKdogramm (berechnet als Calciferol) méglich.
Weiterhin dirfen ,Lebensmittel, die zu Verwendunly dMahlzeit oder anstelle einer Mahlzeit
bestimmt sind“ (8 6 (3) NKV) mit bis zu insgesamb Jug pro Mahlzeit angereichert werden. Im
Einzelfall kénnen Vitamin D-Zusatze Uber Ausnahnmegemigungen nach 8 68 LFGB und
Allgemeinverfugungen nach 8 54 LFGB geregelt s8m.durfen Streichfette und Halbfettmargarinen
in der BRD laut der Bekanntmachungen vom 11.11.200¢r. 2004-041-00 bzw. vom 16.05.2013
(BVL 13/01/16) Gehalte bis zu 7,5 ng/100 g aufweiddit den Bekanntmachungen vom 16.05.2013
(BVL 13/01/017 und BVL 13/01/012) kdénnen in die BRIDch Frihstlickscerealien mit einem Gehalt
von maximal 3 pg Vitamin D pro 100 g verbracht bewden Verkehr gebracht werden. Aufgrund der
Instabilitat der D-Vitamere ist eine Uberdosierung bis zu 50 % des gekennzeichneten Gehaltes
moglich[98].

2.3.2 Anreicherung von Futtermitteln

Vitamin D, und D; zdhlen zu den Futtermittelzusatzstoffen (E 670.t&zw71), die vor dem 15. Juli
2003 gemald RL 70/524/ EWG zugelassen wurden uricgla6 Futtermittelverordnung (FutMV) in
Verbindung mit dem Gemeinschaftsregister der Fuitezlzusatzstoffe nach VO (EG) Nr. 1831/2003
geregelt werden. Die entsprechend zulassigen Hdemgfen werden nach Richtlinie 70/524/EWG
vorgeschrieben. Als nach dem 15. Juli 2003 zugetessFuttermittelzusatzstoff wird der Einsatz von
25-Hydroxycholecalciferol (3a670a) uber Artikel rdVO (EG) Nr. 887/2009, gestiutzt auf die
VO (EG) Nr. 1831/2003, festgelegt und ist bis 1&tdber 2019 zugelassen. In Tabelle 8 sind die
zulassigen Hoéchstmengen, welche dem Futter derelesz Tierarten zugesetzt werden dirfen,

zusammengefasst.

Tabelle 8: Hochstmengen an Vitamin D in Futterrhitte

Tierart Ds D, 25(0OH)Ds Ds + 25(0OH)D3
[mg/kg] [mglkg] [mg/kg] [mglkg]
Ferkel, Kalb 0,25* 0,25*
Rind, Schaf, Einhufer 0,1 0,1
Schwein 0,05 0,05 0,05 <0,05
Masthuhner/-truthiihner 0,125 - 0,1 0,125
Sonstiges Geflugel 0,075 - 0,08 <0,08
Fische 0,075

*nur in Milchaustauschfuttermitteln
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Futtermittel fir Rinder, Schafe und Schweine kdnsamwohl mit Vitamin D als auch mit Vitamin B
angereichert werden, wobei der gleichzeitige Embaider Verbindungen unzuldssig ist. Der Zusatz
von 25-Hydroxycholecalciferol ist im begrenzten lamd erlaubt. Dieser Metabolit, der laut Ovesen
et al. (2003) je nach verwendeten Testsystem eine 1,5-5dfach hohere Aktivitat als die
unhydroxylierte Verbindung besitz69], darf in Kombination mit Vitamin B eingesetzt werden.

Hierbei sind fur die jeweiligen Tierarten Summergmaeter zu beachten.

2.4 Vitamin D-Analytik in Lebensmitteln

Es wurden bereits zahlreiche AnalysenverfahrenBagtimmung von Vitamin D in Lebensmitteln
publiziert. Diese lassen sich in Bio- und Bindursgsg's sowie physikalisch-chemische Methoden
unterteilen. Bei den Bioassays handelt es sich naditionelle Verfahren unter Anwendung von
Tierversuchen. Als offizielle Methode wurde inshadere der ,Line-Test" lange Zeit zur Vitamin D-
Bestimmung in Lebensmitteln eingesetzt. Hierbedvdas Versuchstier zunachst mit einer speziellen
Rachitis-auslésenden Diat behandelt und anschléeRba kurative Wirkung Vitamin D-haltiger
Nahrung auf die Epiphysenlinie untersucht. Genesielll biologische Methoden sehr kostenintensiv
und zeitaufwendig[100]. Bindungsassays basieren auf spezifischen Sulbstzptor-Wechsel-
wirkungen. Anhand des Rezeptors (R) werden dreipo unterschieden: (Radio)-Rezeptorassay
(R: Zellrezeptor), kompetitiver Proteinbindungsgséa: natirliches Protein) und (Radio)-Immuno-
assay (R: Antikdrper). Bindungsassays sind relaeinfach in der Handhabung und erfordern wenig
geratetechnischen Aufwand, neigen jedoch zu Krak#sdgtdten und geben haufig nur
Summenparameter wiedgt01]. Zu den in der Vitamin D-Analytik in Lebensmitteamgewendeten
physikalisch-chemischen Untersuchungsmethoden zétideSpektrophotometrie, Kolorimetrie (Bsp.
Antimontrichlorid-Methode[102]), Dinnschichtchromatographie (DC), GaschromatdyeagGC)
und die Hochleistungsflissigkeitschromatographil(@). In den letzten Jahren hat sich vor allem
der Bereich der Flissigchromatographie weiteremisic Die Kopplung von Flissigchromatographie

mit Massenspektrometrie gewinnt in der Vitamin Dadytik zunehmend an Bedeutung.

2.4.1 Probenaufreinigung

Bei Lebensmitteln handelt es sich um komplexe Mas; folglich ist vor der chromatographischen
Analyse eine sorgfaltige und selektive Probenanilgeing durchzufhren. Dies gilt vor allem in
Hinblick auf die geringen Konzentrationen der figlichen D-Vitamere und den zahlreichen
endogenen Begleitstoffen, die mit den Zielanalyteerferieren konnen.

Die Probenaufreinigung umfasst die Freisetzungi&titamere aus der Matrix, das Entfernen von
Storsubstanzen und die Anreicherung der Zielanalydie gebrauchlichsten Methoden sind die
warme oder kalte Verseifung, die Flussig-Flussigr@dgion (Liquid-Liquid Extraction, LLE) und die
Festphasenextraktion_ (Solid Phase Extraction, SHESr Verseifungsschritt ist nicht immer

Bestandteil der Probenaufarbeitung. Aberneghyal (2012) veréffentlichten eine Routine-Methode
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zur Bestimmung von Vitamin Pin angereicherter Sauglingsnahrung, Milch und Npldalver, die
ohne Verseifung durchgefihrt wifd03]. Die Probenaufreinigung umfasst lediglich das bhdder
Probe in MeOH-HO sowie LLE mit Isooctan (1O).

In Tabelle 10 und Tabelle 11 (Seite 19 f. und Se#ef.) sind einige Verfahren zur Lebensmittel-
aufarbeitung aus der Literatur zusammengefasszelfia Schritte wie Filtration, Zentrifugation oder

Evaporation wurden nicht mit aufgefihrt.

2.4.1.1 Verseifung

Unter Verseifung wird die basische Esterhydrolyse Vriglyceriden verstanden. Fette werden dabei
in Glycerin und die jeweiligen Alkalisalze der Féttiren gespaltda04].

Das fettlosliche Vitamin D liegt in Lebensmittelicint nur frei, sondern auch als Ester an Fettsduren
gebunden vof[105]. Deshalb reicht eine einfache Extraktion nicht,aws in Lebensmitteln alle
D-Vitamere vollstandig zu bestimmen. Durch die bdiche Hydrolyse werden die Esterbindungen der
Fette sowie der Probenmatrix gespalten und died#yten freigesetzt. Dartber hinaus lasst sich die
Kapazitat der anschlieRenden Extraktion erhdhedenmein Grof3teil der neutralen Lipide entfernt
wird.

Aufgrund der Oxidationsanfalligkeit und Instabitigegeniber hohen Temperaturen wird Vitamin D
oftmals in Abwesenheit von Sauerstoff (Stickstofffdsphare) unter Zusatz von Antioxidantien
(Ascorbinsaure, Pyrogallol, Butylhydroxytoluol (BRjTkalt hydrolysiert. Der Zusatz von Ethanol soll

die Verseifungslosung stabilisieren und das Ausféllon Seife verhindern.

2.4.1.2 Extraktion

Um die freigesetzten D-Vitamere vom unverseiftentelnabzutrennen, wird im Anschluss der
alkalischen Hydrolyse eine Extraktion durchgefiihB8ie dient vor allem der Beseitigung
wasserloslicher Komponenten (Proteine, Zucker, &Bttoffe, Farbstoffe, Seife). Es werden die

Flassig-Flussig-Extraktion und die Festphasenetittakunterschieden.

Flassig-Flussig-Extraktion (LLE)

Bei der LLE wird die unterschiedliche LéslichkegglAnalyten an der Phasengrenze zwischen zwei
nicht miteinander mischbaren Losungsmitteln (w@ssrganisch) ausgenutfi06]. Der Vorteil
dieser Extraktionsmethode liegt in der thermischosenden und selektiven Trennung kleinster
Analytmengen. Dieses Verfahren ist jedoch schleetomatisierbar und sehr zeit- bzw.
kostenintensiv aufgrund der matrixbezogenen Auswaid des hohen Verbrauchs an reinen

Losungsmitteln.

Festphasenextraktion (SPE)
Die SPE ist ein physikalischer Extraktionsprozelss,zwischen einer flissigen und einer festen Phase
(Sorbens) stattfinddi.06]. Sie stellt eine kostengunstige Alternative zuiELdar. Zu den Vorteilen

dieser Extraktionsmethode gehéren geringe Anschgékosten, einfache Handhabung, relative kurze
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Prozesszeiten, Automatisierbarkeit und der geringesungsmittelverbrauch. Nachteile dieses
Verfahrens zeigten sich vor allem in den Anfangesr &PE (Volumenschwankungen/geringe
Kapazitdt des Festphasenmaterials, pH-Wert-Ing#pil Durch Entwicklung neuer Sorbens-

Materialien konnten diese jedoch behoben werden.

2.4.2 Bindungsassays

Bindungsassays finden in der Vitamin D-Analytik vioebensmitteln nur selten Anwendung (Fleisch,
Milch) [48, 91, 107-109] Purchaset al. (2007) verwendete ein kommerziell erhaltliches
Radioimmunoassay (RIA)-Kit (Biosource), entwickeftir Blut, Plasma oder Serum, um
25-Hydroxycholecalciferol in Fleisch zu bestimnjdB]. Bei der RIA konkurriert das Antigen aus der
Probe mit dem in konstanter Konzentration vorhaederadioaktiv markierten Liganden um die
vorhandenen Bindungsstellen des Antikorg&gs]. Die zu messende Radioaktivitat ist umso kleiner,
je hoher die Antigen-Konzentration der Probe isisDon Purchast al. verwendete Assay zeigte nur
geringe Kreuzreaktivitaten mit 25-Hydroxyergochi@ml (0,6 %), allerdings groRe Quer-
empfindlichkeiten mit 1,25-Dihydroxycholecalcifer¢84 %). Zu den Nachteilen der RIA zahlen
neben den stattfindenden Kreuzreaktivitaten, gerittaltbarkeit, gesundheitliche Gefahren und
Entsorgungsschwierigkeiten, die sich aus dem Umgaigadioaktivem Material ergeben. Darlber
hinaus ist dieses Verfahren abhéngig von der Pmlfarbeitung und der variierenden

Antikérperspezifitat, sodass Literaturangaben sttileergleichbar sind.

2.4.3 Chromatographische Trennung

Chromatographische Trennmethoden stellen hochsgemif Verfahren dar, um Zielanalyten in

geringsten Spurenkonzentrationen nachzuweisen.

2.4.3.1 Gaschromatographie

D-Vitamere sind aufgrund ihrer geringen Fluchtigkand fehlenden TemperaturstabilitfitO1]
weniger fir die gaschromatographische Analyse ge¢igZur Bestimmung mussen die D-Vitamere
zunéachst in flichtige Trimethylsilylether (TMSE) aerfiihrt werden. Die Detektion erfolgt in den
meisten Fallen mit einem FlammenionisationsdeteKED). Zur Identifizierung werden haufig
massenspektrometrische Kopplungen (GC-MS) einggddia, 111]

Bei hohen Temperaturer (25 °C) wandeln sich die Vitamere (derivatisientd wnderivatisiert) zu
Pyro- und Isopyro-lsomeren um, wodurch im Chromeogn zwei Signale mit der gleichen Masse
entstehen und die Sensitivitat im SIM-Modus vereitigvird [101]. Dennoch fuhrte die Entwicklung
der Gaschromatographie zu neuen Ansatzen in deamifit D-Analytik. Insbesondere bei der
Strukturaufklarung gilt die GC-MS gegenwartig ata|dstandardf112].

Im Bereich der Lebensmittelanalytik konnen die ¥aferstrukturen der D-Vitamere zuverlassig mit
GC-MS-Methoden identifiziert und quantifiziert werd(Tabelle 9)47].
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Tabelle 9: GC-Methoden zur Quantifizierung von Davieren in Lebensmitteln

Analyt Matrix Probenaufarbeitung Detektor Saule/ -material Literatur
[ISTD]
Ergosterol Pilze Verseifung: 85 °C (30 FID RTX-5w/ Integra fused silica capillary Mattila
[Cholesterol] min), alkalisch, EtOH MS column (0,1 pm, 60m x 2002 [47]
LLE: Cyclohex 0,32 mm, Restek Corp.)
Derivatisierung
Ergosterol Pilze Verseifung: 85 °C (30 FID DB-5MS (0,5 pm, 30 m x 0,25 mm, Teichmann
[Cholesterol] min), alkalisch, EtOH MS J & W Scientific) 2007 [76]

LLE: Cyclohex
Derivatisierung

Ergosterol Pilze Verseifung: 75 °C (30 FID RTX-5MS (0,1 pm, 30 m x 0,25 mm, Phillips
[*H]-D3] min), alkalisch, EtOH MS Restek) 2011 [113]

LLE: EE-PE-H,O-EtOH

Derivatisierung

2.4.3.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Viele der in der aktuellen Literatur beschriebengethoden zur Vitamin D-Bestimmung in
Lebensmitteln basieren auf HPLC mit UV-Detektio6g2xm, 280 nm). Die Spezifitat des Verfahrens
ist durch spektrale Matrixinterferenzen limitierBelbst reine Losungsmittel absorbieren im
kurzwelligen Bereich (200-210 nm), dennoch sind BRIV-Methoden bis heute wissenschattlicher
Standard[3]. In Tabelle 10 sind einige HPLC-Methoden aus déteratur fir verschiedene
Lebensmittel ab 1984 aufgefihrt. Weitere Quangfizngsmethoden fur Milchprodukte von 1977 bis
2004 sind in einem Review von Perad¢sl. (2005) zusammengefagst4].

Sowohl Normal-(NP) als auch Umkehr-Phasen (RevePsese, RP) werden zur Quantifizierung von
D-Vitameren in Lebensmitteln eingesetzt. Dabei vded eigentlichen Messung mit RP-Phasen-HPLC
haufig eine NP-Phasen-HPLC vorangesch#ti#b]. Die HPLC-Technik dient folglich nicht nur als
analytische (A), sondern im Rahmen der Probenaeifarty auch als (semi-)praparative Methode
(SP). Ein Meilenstein bei der Entwicklung der HPMeéthoden war die Einflihrung interner
Standards, da sowohl Vitamin, Bls auch Vitamin Beiner reversiblen thermischen Isomerisierung zu
ihren entsprechenden Pravitaminen unterli@é6-118].

Neben der UV-Detektion werden auch elektrochemis@wtektioren (ECD) zur Vitamin D-
Bestimmung in Lebensmitteln eingesdtzt, 119]. Allerdings gehort diese Kombination eher zu den

Ausnahmen.
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Tabelle 10: HPLC-Methoden zur Quantifizierung votVidameren in Lebensmitteln
Vitamin D-Analyt Matrix Probenaufarbeitung Detektor Saule/ -material/ Leistung Literatur
[ISTD] mobile Phase
D3, 25(0OH)Ds3, Fischleberole Verseifung: T, alkalisch, uv 1. SP (D3, 25D3): Nucleosil 5C18 (300 x 7,5 mm, BG: 20 1.U./100 g Takeuchi
[ESTD] Fisch EtOH A =254 nm Nagel & Co.): MeOH-ACN (0,5 ng/100 g) 1984 [120]
Fischprodukte*, Eier*, 1. LLE: Benzol 2. A (D3): Zorbax SIL (250 x 4,6 mm, DiPont Co.): Takeuchi
Milchprodukte*, evtl. 2. SPE (SEP-PAK Hex-IPA 1986 [53]
Lebensmittel Silica, Waters): 2. SP (25D3): Nucleosil 5 C18 (300 x 7,5 mm, Nagel *Takeuchi
(angereichert)*, MeOH-Hex- TCM & Co.): MeOH-ACN 1984 [68]
Multivitaminpréparate* 3. A (25D3): Zorbax SIL (250 x 4,6 mm, DiPont Co.):
Futtermittel* Hex-IPA
D3, 25(0OH)Ds3, Fischleber Verseifung: T, alkalisch, uv 1. SP (D3, 25D3): Nucleosil 5 C18 (300 x 7,5 mm, BG: 20 1.U./100 g Takeuchi
7-DHC EtOH A =254 nm Nagel & Co.): MeOH-ACN (0,5 ng/100 g) 1987 [55]
[ESTD] 1. LLE: Benzol 2. A (D3, 7-DHC): Zorbax SIL (250 x 4,6 mm , DiPont
Co.): Hex-IPA
2. SP (25D3): Nucleosil 5 C18 (300 x 7,5 mm, Nagel
& Co.): MeOH-ACN
3. A (25D3): Zorbax SIL (250 x 4,6 mm, DiPont Co.):
Hex-IPA
D3 [D] Eigelb Verseifung: RT (ovn), DAD 1. SP: p-Porasil (10 pm, 300 x 3,9 mm, Waters): BG: 0,4 ng/100 g Mattila
25(0OH)Ds* il Eier, Huhnerfleisch***  alkalisch, EtOH A =264 nm Hex-IPA-THF (98:1:1) 1992 [65]
[25(OH)D,*] | *** 1. LLE: EE:PE (1:1) 2. A: Vydac 201 TP 54 (5 um, 250 x 4,6 mm, *Mattila
2. SPE (Mega Bond Elut Separations Group): 1993 [66]
Silica [2 g, Varian]): MeOH-H,0 **Mattila
Hex-IPA 1999 [73]
***Mattila
2011 [121]
D3, D, Fleisch, Fett Verseifung: T (30 min), DAD 1. SP (D3): Apex silica (3 pm, 150 x 4,5 mm, Jones NWG (Ds): 0,2-1,0 pg/100 g Thompson
25(0OH)D3 alkalisch, EtOH A =254 nm Chromatography): Hex-Cyclohexan-IPA 1993 [122]
[ESTD] 1.LLE: Hex-DCM (85:15) 2. A ( D3): Resolve 8C18 (5 um): MeOH
(nicht simultan) 2. SPE (Aluminiumoxid): 1. SP (25D3): Resolve 8C18 (5 pm): MeOH
Hex- IPA 2. A (25D3): Apex silica (3 um, 150 x 4,5 mm, Jones
Chromatography): Hep-IPA
Ds Milch Verseifung: RT (ovn), DAD 1. SP: Resolve silica Rad-Pak (5 um) + Guard-Pak: NWG: 2 ng absolut auf Saule Kurmann
[D] alkalisch, EtOH A =265 nm Hex- IPA (Inj.-Vol. 100 pl) 1994 [123]
1.LLE: Hex-EE (9:1) 2. A: Resolve C18 Rad-Pak (5 pm) + Guard-Pak:
2. SPE (Sep-Pak silica, MeOH-THF-H,O
Waters): Hex-EA
D,, 25(0OH)D, Pilze Verseifung: RT (ovn), uv 1. SP (D, 25Dy): p-Porasil (10 pm, 300 x 3,9 mm, NWG (Dy): 1,5 ng/Injektion Mattila
[Ds; 25(0OH)Ds) alkalisch, EtOH A =264 nm Waters) + Vorsaule: Hex-IPA (70 pl) 1994 [79]
(nicht simultan) 1. LLE: EE:PE (1:1) 2. A (Dy):Vydac 201 TP 54, (5 um, 250 x 4,6 mm, NWG (Ds): 0,5 ng/Injektion
Separations Group) + Vorsaule: (70 pl)
MeOH-H,O NWG (25D5): 0,5 ng/Injektion
2. SP (25D,): Vydac 201 TP 54, (70 pl)

(5 pm, 250 x 4,6 mm, Separations Group) +

Vorsaule:

NWG (25D3): 0,7 ng/Injektion
(70 i)
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MeOH-H,0O
3. A (25D,): p-Porasil (10 pm, 300 x 3,9 mm,
Waters) + Vorsaule: Hex-IPA
D3, 25(0OH)Ds3, Fisch Verseifung: 80 °C uv 1. SP (D3, 25(0OH)Ds, 7-DHC): Zorbax-ODS (5 um, - Rao Sunita
7-DHC (45 min), alkalisch, A =265 nm 150 x 4,6 mm): MeOH-ACN 1995 [61]
[[1,2(n)*H]-Ds, EtOH 2. SP (25(0OH)D3): Zorbax-ODS (5 pm, 150 x
250H[23,24(n)°H] 1. LLE: Benzol 4,6 mm): MeOH-ACN
-Ds] 2. SPE (Sephadex LH- 2/3. A (D3, 25(0OH)Ds, 7-DHC): Zorbax-SIL (5 pum,
20 (1,5x 116 cm): 150 x 4,6 mm): Hex-IPA
MeOH-Hex-TCM
Ds, 25(0OH)Ds" Fisch, Fischgerichte Verseifung: RT (ovn), DAD/ UV* SP: p-Porasil, (10 pum, 300 x 3,9 mm, Waters) + BG (Ds): 0,2 ug/100 g Mattila
[D2, 25(0OH)D,] alkalisch, EtOH A =264 nm Vorsaule:Hex-IPA BG(25Ds): 0,1 pg/100 g 1995 [50]
(nicht simultan) 1. LLE: EE:PE (1:1) A (D3/ 25(0OH)D; ): Vydac 201 TP 54, (5 pm, 250 x
2. SPE (Mega Bond Elut 4,6 mm, Separations Group) + Vorsaule:
Silica [2 g, Varian]): MeOH-H,O
Hex-IPA
D23, 25(0OH)Dys3 Milchprodukte, Fleisch  Verseifung: 40-60 °C, uv 1. SP (Dys, 25Dys3): p-Porasil (10 um, 300 x 3,9 mm, BG: Mattila
[D,, 25(0CH)D;] (roh), Leber alkalisch, EtOH A =264 nm Waters) + Vorsaule: Hex-IPA 0,02 - 0,05 ng/100 g 1995 [88]
(nicht simultan) 1. LLE: EE:PE (1:1) 2. SP (Dgys, 25Dys3): Vydac 201 TP 54 (5 pum, 250 x
4,6 mm, The Separations Group) + Vorsaule:
MeOH-H,0O
3. A (Dys3): Zorbax ODS + Vydac 201 T 54:
MeOH-H,0O
3. A (25D4s3): Spherisorb S5NH, (5 pm, 250 x
4,6 mm) + p-Porasil:
Hex-IPA
Dys5*; Ergosterol, Milch 1. Ultraschallbad: uv uULC: (Injektion: 5 pl): Gomis
7-DHC EtOH A =264 nm*  A: Hypersil C18 BDS (3 pm, 150 x 0,3 mm, LC NWG (Dy): 2 ng/ml 2000 [124]
[ESTD] 2. LLE: Hex A =280 nm Packings): MeOH-H,O-THF NWG (Ds): 0,2 ng/ml
3. LLE: MeOH-H,O NWG (Ergo): 1 ng/ml
NWG (7-DHC): 0,4 ng/ml
D3 Multivitaminpréaparate 1. Entfernung v. uv A: Nucleosil 100-5 C18 (75 x 2 mm, Macherey- - Kozhanova
[ESTD] Umhdllungen/ Kapseln A =260 nm Nagel): ACN-H20 2000 [125]
2. Lésen/ Ruhren:
MeOH
D3, 25(0OH)Ds Fleisch, Leber, Niere Homogenisator: uv 1. SP (D3): Dupont Zorbax Sil (250 x 4,6 mm, Mac- - Montgomery
[*H-Ds, *H- (Rind) Phosphat-Puffer-MeOH ~ A=254nm  Mod Analytical): Hex-IPA 2000 [91]
25(OH)Ds] LLE (Ds3): Hex 2. A (D3, 25D3): Alltech Econosphere ODS (150 x
LLE (25D3): TCM-MeOH 4,6 mm, Alltech Assoc.): MeOH-H,O
SPE (D3, 25D3 ) (Varian 1. A (25D3): Zorbax NH; (250 x 4,6 mm, Mac-Mod
LRC Silica, 500 mg, Analytical): Hex-DCM-IPA
Varian): Hex-IPA
D3 Multivitaminpréaparate 1. Probe l6sen uv A: Nova-Pack C18 (4 um, 150 x 3,9 mm, Waters): NWG : 0,05 mg/l Moreno
[ESTD] 2. SPE: C18 AR (30mg, A =285nm ACN-MeOH 2000 [126]

SPEC, ANSYS
Diagnostics): TCM
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D23 Lebensmittel, die Verseifung: 70-100 °C uv/ DAD 1. SP: Bsp. NP-HPLC: Hex-IPA, Hex-IPA-THF, - DIN EN 12821
[Das] entweder D, oder D; (20 - 45 min), alkalisch, A =264 - 10-BUOH, Hep-IPA (8 64 LFGB
enthalten EtOH 265 nm 2. A: Bsp. RP-HPLC: MeOH, MeOH-H,0, ACN- 00.00_61)
1. LLE: mit EE, DCM, MeOH, ACN-MeOH-TCM 2000 [3]
PE (40-60°c), Hex, EA
oder Mischungen davon
2. SPE: mit Silicagel,
Aluminiumoxid, C18
Ds a) Milch Verseifung: 100 °C uv 1. SP (b): ): p-Porasil (10 um, 300 x 3,9 mm, Waters) Salo-
[DJ] b) Fischprodukte (20 min), alkalisch, A =265 nm + Vorséaule: Hex-THF-IPA Vaananen
EtOH 2. SP (D23, 25D23): Vydac TP 54 (5 um, 250 x 2000
1. LLE: Hex:EA (4:1) 4,6 mm, The Separations G roup) + Vorsaule :
MeOH-H,0O
D3, 25(0OH)Ds Fleisch Verseifung: 75 °C UV-DAD 1. SP: 2 kombinierte Saulen: Luna, Si60 (5 um, 150 BG (Ds): 0,03 pug/100 g Jakobsen
[D,, ESTD] (45 min), alkalisch, A =265 nm x 4,6 mm, Phenomenex) + Sphereclone, amino BG (25Ds): 0,05 pg/100 g 2004 [117]
EtOH (5 um, 150 x 4,6 mm, Phenomenex) Hep- IPA Clausen
1. LLE: EE:PE (1:1) 2. A (D3): 2 kombinierte VYDAC 201 TP54 (5 pm, 2003 [74]
2. SPE: Silica (2g, 150 x 4,6 mm, The Separations Group): MeOH-ACN
Isolute): Hep-IPA 2. A (25D3): 2 kombinierte Luna, C18(2) (5 um, 150
X 4,6 mm und 5 um, 250 x 4,6 mm, Phenomenex)
MeOH-H,0O
Ds a) Milch*, fl. Verseifung: 95°C uv 1. SP: Nucleosil 50-5 (5 pm, 250 x 4,6 mm) + - Staffas
[D2] Sauglingsnahrung* (30 min), alkalisch, A =265 nm Vorsaule: IPA-MTBE-Cyclohex-Hep 2003 [127]
b) Sauglingsnahrung EtOH 2. A: Vydac 201 TP 54 (5 pm, 250 x 4,6 mm) +
c) Ol Margarine*, 1. LLE: Hep Vorsaule: MeOH-ACN
Fischol
*(angereichert)
D,, Ergosterol Pilze Verseifung: 80 °C (1 h), uv A: Maxsil 5 C18 (250 x 4,6 mm, Phenomenex): - Jasinghe
[Ds] alkalisch, EtOH A =282 nm ACN-MeOH 2005 [78]
1. LLE: n-Pentan
D3, 7-DHC Fisch Verseifung: RT (ovn), ECD 1. SP:LiChrosorb Si 60 (5 pum, 250 x 4 mm) + BG: 5 ng/ml Ostermeyer
[D,, Ergosterol] alkalisch, EtOH Vorsaule: IPA-Hex 2005 [51]
1. SPE: Chem Elut CE 2. A: Discovery C18 (5 um, 250 x 4,6 mm, Supelco)
1020 (20 ml, Varian): + Vorsaule: MeOH-HCIO4-NaClO,
Hex
D3 Sauglingsnahrung, Verseifung: RT (ovn), ECD A: Waters XTerra ™ RP18 (5 um, 250 x 4,6 mm): BG: 0,156 pg/100 g Perales
[D2] Milch (angereichert) alkalisch, EtOH MeOH-H,0O-AcOH:Naac (1:1) 2005 [119]
1. LLE: Hex
D3 Fleisch (Rind, Lamm) Verseifung: 20 °C (ovn), UV 1. SP (Ds3): Luna Silica (5 pm, 150 x 4,6 mm): NWG: 0,02 pg/100 g Purchas
[DJ] alkalisch, EtOH A =265 nm Hep- IPA 2007 [48]
1. LLE: PE:EE (1:1) 2. A (D3): Lunar C18 (5 pm, 150 x 4,6 mm):
MeOH-ACN
D3, 25(0OH)Ds Fleisch , Leber Verseifung: 75 °C UV-DAD 1. SP: 2 kombinierte Saulen: Luna, Si60 (5 um, 150 BG (DAD): 4 - 10 ng/100 g Jakobsen
[D,, 25(CH)D,] (Schwein) (45 min), alkalisch, A =265 nm x 4,6 mm, Phenomenex) + Sphereclone, amino (5 2007 [128]
EtOH um, 150 x 4,6 mm, Phenomenex) *Jakobsen

Rindermilch*, Butter*

1. LLE: EE:PE (1:1)

Hep-IPA

2009 [92]
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2. SPE: Silica (2g, 2. SP (Leber, Milch, Butter): Luna Cyano (3 pm, 150
Isolute): Hep-IPA X 4,6 mm, Phenomenex): IPA-Hep
3. A (Ds): 2 kombinierte VYDAC201TP54 (5 pm, 150
X 4,6 mm, The Separations Group): MeOH-ACN
3. A (25Ds): 2 kombinierte Luna, C18(2) (5 pum, 150
X 4,6 mm und 5 um, 250 x 4,6 mm, Phenomenex)
MeOH-H,0O
Ds Milch*, Orangensaft*, Verseifung: 75 °C DAD 1. SP: Intersil® (5 pm, 250 x 4,6 mm, GL Sciences): - Phillips
[D2] Cerealien*, Kase* (30 min), alkalisch, A =265 nm IPA-MTBE-Cyclohex-Hep 2008 [129]
(verarbeitet), Lachs EtOH Zusatz: 2. A Intersil® ODS-2 (5 um, 250 x 4,6 mm): (nach FCMDL)
(Dose) 1. LLE: EE-PE-H,0- LC-MS MeOH-ACN
*angereichert EtOH
D, Pilze Verseifung: 60 °C (1 h), uv 1. SP: Zorbax SIL (5 um, 250 x 9 mm, Agilent NWG: 0,1 ng/100 g Phillips
[[*H]-Ds] alkalisch, MeOH A =265 nm Technologies): Hex-DCM- EtOH (IPA:MeOH (2:1) 2011 [113]
1. LLE: Hex-EA 2. SP: Zorbax NH; (5 pum, 250 x 0,45 mm, Agilent
2. SPE (0,5 g,10-40 pm Technologies): Hex-EtOH
Silica, Varian): DCM: 2. A: Vydac ODS (201TP54, Chrom Tech, Inc.):
IPA ACN-DCM
Ds Fleisch (Schwein, Verseifung: RT (ovn), UV-DAD 1. SP (Ds): 2 kombinierte Supelcosil LC-Si (5 pm, NWG: 0,04 pg/100 g Bilodeau
[D2] Rind, Huhn), Eier, alkalisch, EtOH A =265 nm 150 x 4,6 mm, Supelco) 2011 [52]
Fisch, Fertiggerichte 1. LLE: EE:PE (1:4) 2. A (Dg): Lichrospher RP-18 (5 pm, 250 x 3 mm):
2. SPE (Varian Bondelut MeOH-H,O
Silica SPE [1000 mg]):
IPA-Cyclohex-DCM-Hex
D3 Sauglingsnahrung Verseifung: 90 °C uv Column-switching HPLC system: BG: 0,495 pg/100 g Ko
[ESTD] (angereichert) (30 min), alkalisch, A =254 nm 1. SP: Capcell-pak MF C8 (5 pm, 150 x 4,6 mm): 2012 [130]
EtOH MeOH-EtOH-H,0O
1. LLE: Hex 2. Focus: Capcell-pak UG120V C18 (5 pm, 35 x
2,0 mm): MeOH-EtOH
3. A: Capcell-pak UG120V C18 (5 pm, 250 x
4,6 mm): MeOH-EtOH
D3 a) Obst (Aprikose)*, a) Mixer: MeOH DAD A: TSKGel ODS-100V (5 pm, 150 x 4,6 mm, Tosoh BG: 15,84 pg/ml Plonka
[ESTD] Gemiuse (Avokado)*, b)Carrez [ u. Il A=275nm Bioscience): MeOH-H,0 (+ TFA) 2012 [131]
b) Safte, c) SPE: RP 18 Bakerbond
Multivitaminpréaparate (500 mg, 3ml):

MeOH-H,O-TCM
c) Lésen in MeOH
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2.4.3.3 Flussigchromatographie-Tandem-MassenspektrometrielC-MS/MS)

Die Analytik von D-Vitameren erfolgt zunehmend rgikoppelten Trenn- und Detektionssystemen,
wie der LC-MS/MS. Die Vorteile der LC-MS/MS-Methatusind deren hohe Sensitivitat, Spezifitét,
die Mdoglichkeit simultane Bestimmungen durchzufithumd die kurze Analysenzeit. Eine intensive
Probenvorbereitung ist jedoch Voraussetzung fire eigute Chromatographie. Mit der
Probenaufarbeitung werden Interferenzen minimiedd abgetrennt, die anderenfalls Matrixeffekte
wie lonensuppressionen hervorrufen konnen (SiebieSzite 26 f.).

Mit der Massenspektrometrie ist es moglich das méseSpektrum der bekannten D-Vitamere zu
untersuchen. In der Literatur existieren bereitdreeche LC-MS/MS-Methoden zur Bestimmung der
D-Vitamere in biologischen Flussigkeiten (Blut, $Ha, Serum) [132]. Entwicklungen
massenspektrometrischer Applikationen im Bereichebgnsmittel* werden erst seit kurzem
beschrieben. In Tabelle 11 (Seite 24) sind einigedhren zur Vitamin D-Analytik in Lebensmitteln
dargestellt. Es werden vor allem ,schonende” l@migigstechniken unter Atmospharendruck (API)
eingesetzt. Dabei kommen Elektronenspray-lonisat{&$l) und chemische lonisation unter
Atmospharendruck (APCI) zur Anwendung.

Vitamin D zeigt aufgrund fehlender reaktiver fukteller Gruppen und protonenanziehender
Heteroatome (Stickstoff, Sauerstoff) nur eine gginlonisierungseffizienz. Folglich ist die
Derivatisierung mit Coockson-Reagenzien, wie z.BPhényl-1,2,4-triazolinon-3,5-dion (PTAD)
[133, 134] 4-[4-(6-Methoxy-2-benzoxazolyl)phenyl]-1,2,4-zi@ine-3,5-dion (MBOTAD) [135],
4-(4-Nitrophenyl)-1,2,4-triazoline-3,5-dione (NPTAD136] und 4-[2-(6,7-Dimethoxy-4-methyl-3-
oxo-3,4-dihydroquinoxalyl)ethyl]-1,2,4-triazolings3dione (DMEQTAD) [137], ein wichtiger
Aspekt in der LC-MS/MS-Analytik. Wahrend der Dettiggerung (Diels-Alder-Reaktion) greift das
Dienophil sowohl von des- als auch von def-Seite an der C10-C19:C5-G&eis-dien-Bindung des
Vitamers an, infolgedessen sich stabile Diels-Aldddukte (& und @R-Isomer) bilden[133, 134,
138]. Durch das Einbringen polarer Gruppen und die Euhg der Molekilmasse, die zu einer
Verringerung der koeluierenden Matrix fuhrt, stedie Sensitivitat der Methode um das 100- bis
1000-fachg138].

In der Vitamin D-Analytik mit LC-MS/MS werden hagfiAdditive verwendet, um die lonisierung der
Zielstrukturen in der Gasphase zu erleichtern. 2o dangigsten lonisierungshilfsmitteln gehdéren
organische Sauren wie Ameisen- und Essigsaure steven Ammoniumsalze. Higaséi al. (2008)

verwendete Methylamin um eine einheitliche lonahlnilg und héhere Sensitivitat zu erreichEsv].
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Tabelle 11: LC-MS-Methoden zur Quantifizierung v@+Vitameren in Lebensmitteln
Analyt Matrix Probenaufarbeitung Instrument/ Saule/ mobile Phase/ Zusatze Leistung Literatur
(ISTD) lonisation
Ds Milch, Orangensatft, Verseifung: 75 °C a) TSQ 7000 Intersil® ODS-2 (5 um, 250 x 4,6 mm): - Phillips
[DJ] Cerealien, Kéase (30 min), alkalisch, (Finnigan MAT, MeOH-ACN 2008 [129]
(verarbeitet), Lachs EtOH jetzt: Thermo (nach USDA
(Dose) 1. LLE: EE-PE-H,0O- Fisher Scientific Food
EtOH Corp.) Composition and
b)LCQ Deca XP Methods
(Thermo Development
electron Corp., Laboratory
jetzt: Thermo FCMDL)
Fisher Scientific
Corp.)
APCI (+)
D3 a) Sauglingsnahrung, Verseifung: RT (ovn), MDS Sciex API YMC (3 um; 150 x 2,0 mm); Waters) BG: 0,045 pg/100 g Huang
[*Hs-Ds] Kéase, Cerealien, alkalisch, EtOH 4000 QTRAP a) ACN-MeOH (+ 0,1 % AcOH) 2009 [139]
Multivitaminpréaparate 1. LLE: Hex (+ BHT) APCI (+) b) H,O-ACN (+ 0,1 % AcOH)
b) Futtermittel
25(0OH)Ds Schwein (Niere, Keine Verseifung ! Agilent 1100 Switch-system: NWG: 0,1 - 0,5 pg/100 g Holler
[*He-25(0OH)D3] Leber, Muskel, Milz, Zerreiben mit MeOH LC/MSD analyt. column: 2010 [140]
Fett *, Haut?) 1. Zerreiben mit MeOH  APCI (+) Aquasil C18 (3 pm, 100 x 3 mm)
2. SPE (Chromabond trapping column:
SPE, C18ec [500 mg], Aquasil C18 (5 pm, 10 x 3 mm)
Machery & Nagel): MeOH-H,0 (+ 0,05 % HCOOH)
MeOH-H,O
2 1. enzymatische
Hydrolyse mit
Collagenase (> 1200
CDU/ mg, Sigma)
2. SPE ((Chromabond
SPE, C18ec [500 mg],
Machery & Nagel):
MeOH-H,O
D3, 25(0OH)Ds Kuhmilch, Verseifung: T (30 min), a) Thermo Polaris C18-A (5 um, 150 x 2,1 mm, Varian): a) BG (Ds): 0,01 pg/100 ml Trenerry
£2H3—D3; Sauglingsnahrung alkalisch, EtOH Electron LTQ a) MeOH-H,0 a) BG (25D3): 0,01 pg/100 ml 2011 [141]
H3-25(0OH)Ds) (angereichert/ nicht 1. LLE: Hex (+ BHT) APCI (+) b) MeOH-H,0 (+ 5 mM NH,HCO,) b) BG (Ds): 0,02 pg/100 ml
angereichert) 2. SPE (nicht b) Waters
angereicherte Produkte/  Micromass
25(0OH)Dg: Silica SPE Quattro
[500 mg]): Hex-EA ESI (+)
25(0OH)D3 Fleisch (Schwein, Verseifung: RT (ovn), a) Micromass Lichrospher RP-18 (5 pum, 250 x 3 mm): NWG: 0,04 ng/100 g Bilodeau
[25(OH)D,] Rind, Huhn), Eier, alkalisch, EtOH Quattro Il MeOH-H,0 (+ 0,2 % AcOH) 2011 [52]
Fisch, Fertiggerichte 1. LLE: EE:PE (1:4) b) Waters

2. SPE (Varian Bondelut
Silica SPE [1000 mg]):

Quattro Premier
XE
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Ds Sauglingsnahrung,

[*Hs-D3] Milch, Milchpulver
(angereichert)

Ds, D2 Milch

[*Ha-Dy]

Dy, 25(OH)D2/3 Fleisch
L[ZHs-D3;
Ha-25(0H)D3]]

IPA-Cyclohex-DCM-Hex
3. SP (25D3): 2
kombinierte Waters
Spherisorb NH; (5 pum,
150 x 4,6 mm, Waters)

Keine Verseifung !
LLE: 10-ACN
Derivatisierung: PTAD

Verseifung: 25 °C (ovn),
alkalisch, EtOH

1. LLE: Hex (+ BHT)

1. SPE (Chromabond
XTR [50 ml]): PE (+
BHT)

2. Dekantieren: Hep

Verseifung: 25 °C (ovn),
alkalisch, EtOH

1. SPE (Chromabond
XTR [50 ml]): PE (+
BHT)

2. Dekantieren: Hep

APCI (+)

ABSciex 3200
QTRAP

ESI (+)

4000 Qtrap (AB

Sciex
APCI (+)

Agilent (Varian)
500 MS IT
APCI (+)

Kinetex core-shell RP C18 (2,6 pm; 50 x
2,1 mm, Phenomenex): MeOH-H,0
(+ 0,2 % NH4HCO,)

A: 2 kombinierte Saulen: Supelcosil C18 (5
um, 50 x 4,6 mm, Supelco-Sigma-Aldrich) +
Alltima C18 (5 pm, 250 x 4,6 mm, Grace-
Alltech): MeOH-IPA-Hex

Prevail® Silica LC (5 um, 250 x 4,6 mm,
Alltech): IPA-Hep

BG: 0,117 pg/100 g

BG (Dy): 2,7 pg/l
BG (D3): 3,36 po/l

BG: 0,05 pg/100 g

Abernethy
2012 [103]

Gentili
2013 [142]

Strobel
2013 [89]
Liu

2013 [90]
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2.5 Matrixeffekte

Die LC-MS/MS-Technik stellt aufgrund der Tandem-M®@glichkeit gegeniber konventionellen
HPLC-UV/DAD-Instrumenten eine sehr selektive Mesgrode dar. Jedoch sind Matrixeffekte, die in
den Probenextrakten von komplexen Matrices in groReengen vorkommen, bei der MS/MS-
Detektion im Gegensatz zur UV/DAD-Detektion fur démalytiker nicht direkt sichtbar. Diese
Interferenzen kénnen die Analyse stark beeinflusselem sie den Transport der Zielanalyten und die
Bildung von lonen in die bzw. der Gasphase stddet8]. Dies fuhrt zu Signalerh6hungeitorg
enhancemeitbzw. -unterdriickungendn suppression welche sich auf die Leistungsfahigkeit der
Methode auswirken (Richtigkeit, Linearitdt, Wiedelltarkeit, Prazision, Nachweisgrenze usw.)
[144].

Ursache von Matrixeffekten

Hauptquellen fir Matrixeffekte sind endogene Suiz#a (organische/anorganische Molekule), die
aus der Probe selbst stammen und exogene StoH#ewdhrend der Probenaufbereitung in die
Messlosung gelangen (Losungsmittel, Festphasenai@tédsei den endogenen Substanzen kann es
sich um ionische Strukturen (anorganische Elekteolpalze), hoch polare Komponenten (Phenole,
Pigmente) und verschiedene organische SubstanzerKehlenhydrate, Amine, Harnstoff, Lipide,
Peptide, analoge Komponenten oder strukturdhnlithetabolite handeln. Infolge nattrlicher
Konzentrationsschwankungen sind diese Strukturelnt morher zu bestimmen. Exogene Substanzen
umfassen zum Beispiel Kunststoffe, Polymere, Phthal Waschmittelrickstéande, lonenpaar-
reagenzien und Puffer. lonensuppression entstehh wigese Stoffe in hoher Konzentration in der
Messlosung vorkommen und im gleichen Zeitfensteg die Zielanalyten von der Saule eluieren
[145].

Mechanismus der lonensuppression

Zur lonensuppression wurden bereits verschiedenehdesmen in der wassrigen aber auch in der
Gasphase beschrieben. Beispielsweise kénnen rdehtkaum fllichtige Substanzen die Effizienz der
Tropfchenbildung bzw. Tropfchenverdampfung verandend somit die Anzahl an lonen die den
Detektor erreichen, beeinflussen. Dartber hinaus dach das gemeinsame Ausféllen mit
Makromolekilen eine Bedeutung. Bei einem weiterestydierten Mechanismus konkurrieren die
Stérkomponenten mit den Zielanalyten um die maxenhahisationseffizienz. In der Gasphase kdnnen
die Zielanalyten mit hochaktiven Substanzen Depmietongsreaktionen eingehen und infolgedessen
neutralisiert werden. Die Stabilitdt der gebildetenen ist demnach ebenfalls von Bedeut{iv#,
145].

Identifizierung von Matrixeffekten
Um potentielle Matrixeffekte zu identifizieren, kien die Zielanalyten nachtréglich in die fertigen

Blind-Probenextrakte dotierPpst-Extraction Additionund die resultierenden Signalintensitaten mit
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denen eines Standardmixes gleicher Endkonzentratiorinem Ldsungsmittel verglichen werden.
Eine weitere Moglichkeit Matrixeffekte zu bewertstellt der Infundierversuch mittels T-Studkost-

Column-Infusioh dar. Hierbei wird ein Standardmix in reinem Logsmittel permanent zwischen
HPLC und MS infundiert, wahrend eine Blindprobezigrt wird. Der Einbruch der Basislinie deutet

auf eine Unterdriickung der lonisierung des Analgefgrund endogener Substanzen[hd8-146].

MalRnahmen zur Verringerung/Kompensation von Maifiekéen
Um Matrixeffekte zu minimieren bzw. zu kompensieratehen verschiedene Mdoglichkeiten zur
Verflgung. In Tabelle 12 sind einige MaRRnhahmen efiifigrt[144].

Tabelle 12: Eliminierung bzw. Reduzierung von Medffekten[144]

Maflnahmen Hinweis

Verringerung des Injektionsvolumen/Probenverdinnung o Empfindlichkeit des Gerates muss hoch genug sein,
um Zielanalyten zu erfassen

Optimierung/Intensivierung der Probenaufreinigung 0 arbeits- und zeitintensiv
o Matrixeffekte kdnnen zusétzlich verursacht werden

Optimierung der chromatographischen/ o teilweise hohere Messzeiten
massenspektrometrischen Parameter 0 Quellen-Design anderer Hersteller kénnen weniger
(Flussrate erniedrigen, Flow-splitting) empfénglich fir Matrixeffekte sein

Verwendung eines geeigneten ISTDs o strukturell analoger STD und Analyt kdnnen
(Kompensation der Signalveranderungen) unterschiedlich von der Matrix beeinflusst werden

— Verwendung deuterierte STDs (kostenintensiv,
Matrixeinfluss nicht unbedingt eliminiert/ kompensiert )

Standardaddition o0 arbeits- und zeitintensiv

Alternative lonisierungsquelle o Empfindlichkeit muss hoch genug sein um
Zielanalyten erfassen zu kdnnen

o Matrixeffekte treten auch bei alternativen
lonisierungstechniken auf
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Methodenentwicklung

Zur ldentifizierung und Quantifizierung der D-Viteme in Lebensmitteln musste ein geeignetes
Analysenverfahren entwickelt werden. Die Herausfoudg der Vitamin D-Analytik besteht zum
einem in der anspruchsvollen Matrix Fett, in dex dielstrukturen im Spurenbereich vorliegen und
zum anderen in strukturdhnlichen BegleitstoffenB.(zCholesterol), welche die Bestimmung
beeinflussen. Diese Interferenzen missen durchadtige Probenvorbereitung und instrumentelle
Maflinahmen beseitigt bzw. kompensiert werden. Diergwickelnde Methode sollte routinetauglich
sein, daher stand die Probenvorbereitung, unteiid®sichtigung der Nachweisempfindlichkeit und
der Analysenzeit, im Vordergrund der Methodenerkiuicg.

Derzeit existieren verschiedene Untersuchungsmethodm den Gehalt an D-Vitameren in
Lebensmitteln zu bestimmen (Siehe 2.4; Seite 19rf.der Regel wird eine alkalische Hydrolyse,
gefolgt von einer Extraktion und anschlieBendentidigierung bzw. Quantifizierung mittels HPLC
und UV/VIS- bzw. MS/MS-Detektion eingesetzt.

Vor diesem Hintergrund wurden folgende AnsétzedeeiEntwicklung der Methode zugrunde gelegt:

1. Methanolische Verseifung
2. Aufreinigung/Anreicherung mittels Festphasen-Exticak(SPE)
3. Identifizierung/Quantifizierung mittels LC-MS/MS

D-Vitamere sind empfindlich gegentber Licht, Hitzed Sauerstoff, deshalb missen die einzelnen
Verfahrensschritte wahrend der Probenaufarbeit@magestens aufeinander abgestimmt werden. Im
Rahmen der Methodenentwicklung wurden daher urtdgiiche Hydrolyse- sowie Extraktions-
bedingungen getestet. Die Optimierung der Analysiénerfolgte durch die Wahl geeigneter

Messmethoden und effizienter Messbedingungen.

3.1.1 Entwicklung und Optimierung der chromatographischen Trennmethode

Eine gute chromatographische Trennung ist von Bedegy da sie ein wichtiges Identifizierungs-

kriterium darstellt. In Hinblick auf die zu entwiekade LC-MS/MS-Methode ist eine angemessene
Empfindlichkeit gegeben, wenn dem Massenspektranfigt¢ede Massenspur eine ausreichend lange
Messzeit zur Verfligung steht. Dies lasst sich rammderreichen, wenn die einzelnen D-Vitamere und

mdglichst auch die Probenmatrix zeitlich versetut der Saule eluieren.

Die Entwicklung der chromatographischen Trennmethedolgte mittels kommerziell erhéltlicher
Standards zunachst an einer HPLC mit UV/VIS Detektf = 265 nm). Um eine schnelle und

einfache Analytik zu etablieren, wurden untersclihé Trennparameter wie der Einfluss des
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Laufmittelsystems (FlieBmittelzusammensetzung, ([Frtigteladditive, isokratisch/Gradientenelution;
Flussrate) und der Saule (Saulendurchmesser, $&uleeratur) untersucht.

Als Laufmittel diente Methanol bzw. Wasser versetit jeweils 0,1 % Ameisensaure. Spater wurde
auch der Einsatz von Acetonitril als mobile Phastegfet. Dieses Laufmittelsystem konnte jedoch
nicht auf die bestehende Methode angewendet werdan,im resultierenden LC-MS/MS-
Chromatogramm, im Gegensatz zum Methanol-Systeoht ralle Standards nachweisbar waren.
Vermutlich fuhrt der unpolare Charakter von Acetdhim ESI-Modus zu einer Verringerung der
Ladungstrager und somit zu einer schlechterenatinis der Zielanalyten.

D-Vitamere weisen ein breites Polaritatsspektrunmiittel- bis unpolaren Bereich auf (logiWerte:

7,6 - 10,6[147, 148), deshalb fanden die Trennungen an UmkehrphadesP{Rasen; Knauer Vertex
Column Eurospher-100 C18; 250 x 4,6 mm mit intatgieVorsaule; Knauer Eurospher 1l 100-3
C18 H; 100 x 2 mm mit integrierter Vorsaule) stattelche fur polare und unpolare Analyten
gleichermal3en geeignet sind. Die Dimension der esaspeziell der Innendurchmesser, wurde
letztendlich so gewahlt, dass der Eluentenstronistémidig 6plit-les3 dem Massenspektrometer
zugefuhrt werden konnte, um eine maximale Nachwgigiadlichkeit zu erreichen. Dartber hinaus
fuhrte der Einsatz der kirzeren S&ule zu eineriMgerung der Messzeit von 95 min auf 24 min.
Zusatzlich wurde eine Methode zum Spulen der S&usebeitet, um die Empfindlichkeit der
Messmethode zu verbessern (Siehe 3.1.4; Seite)32nf.Tabelle 13 sind die optimierten LC-
Parameter zusammengefasst. Da die Zielstrukturemraehr geringen Gehalten im Lebensmittel zu
erwarten sind, wurde die optimierte HPLC-MethodechtieRend auf die Flissigchromatographie

gekoppelte Massenspektrometrie (LC-MS/MS) Ubertrage

Tabelle 13: Optimierte LC-Parameter

Parameter Bedingung
Messmethode
Trennséaule Knauer Eurospher 11 100-3 C18 H 100 x 2 mm + Vorsaule
SO O e pmererure
Fluss 0,3 ml/min
Temperatur 40 °C
Injektionsvolumen 10 pl

Gradient

Dauer

2 2 0,75'
40/60— 5/95 — 0/100 (15') —— 40/60 (4,25")

24 min

Spulmethode

Injektionsvolumen
Gradient

Dauer

100 pl Methanol
0,5 0,5
40/60 —— 0/100 (6') —— 40/60 (5 )

12 min

3.1.2 Optimierung der massenspektrometrischen Detektion

Die massenspektrometrische Detektion der einzelAealyten erfolgte im_Multiple Reaction
Monitoring (MRM)-Modus (ESI, positiv). Zur Ermitthg und Optimierung substanzspezifischer
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Massenubergange sowie den dazugehdrigen Gerategtaramvurden fir die einzelnen D-Vitamere
Standardldsungen mit einem Substanzgehalt von-t8.r&g/l Methanol hergestellt. Diese Losungen
wurden mittels Spritzenpumpe (5 pl/min) kontinugrl nach der Trennsaule der lonenquelle (ESI)
zugefuhrt. Mit diesem Verfahren konnten die bestimtign Bedingungen fir die Fragmentierung der
D-Vitamere bestimmt werden. Es wurden fir jede «ibktanz drei intensitatsstarke Masse zu
Ladungs-Ubergange, zwei Qualifier und ein Quantiiewie die optimalen Bedingungen ermittelt. In
Tabelle 14 und Tabelle 15 sind die Fragmente, ddRetentionszeiten und die entsprechenden

Gasparameter aufgelistet.

Tabelle 14: MS/MS-Ubergange der D-Vitamere

Analyt Mutterion Q1 [Da] Q3 [Da] Rt [min] DP [V] CE [V] CXP [V]
(24R)- [M+H]* 4175 399,4 6,8 40 12 13
24,25(0H),Ds
[M+H]" 417,5* 381,4* 6,8 40 15 9
[M+H]" 417,5 121,2 6,8 40 12 10
1,25(0H),Ds [M-18+H]" 399,4* 381,4* 7.1 40 15 9
[M-18+H]" 399,4 363,3 7.1 40 16 12
[M-18+H]" 399,4 133,1 7.1 40 31 9
1,25(0H),D, [M-18+H]" 411,4 259,2 7.3 35 15 6
[M-18+H]" 411,4 151,1 7.3 35 20 11
[M-18+H]" 411,4* 133,1* 7.3 35 31 9
25(0OH)Ds [M+H]" 401,2* 383,3* 8 35 15 12
[M+H]" 401,2 365,3 8 35 18 10
[M+H]" 401,2 105,2 8 35 63 6
25(0OH)D; [M+H]" 413,3* 395,4* 8,2 30 12 12
[M+H]" 413,3 355,4 8,2 30 12,5 11
[M+H]" 413,3 337,5 8,2 30 13 10
D, [M+H]" 397,4 379,4 12,4 30 15 12
[M+H]" 397,4 271,4 12,4 30 17 6,5
[M+H]" 397,4* 69,2* 12,4 30 46 6,5
Ds [M+H]" 385,5 367,5 12,6 30 15 12
[M+H]" 385,5* 259,4* 12,6 30 20 6
[M+H]" 385,5 159,2 12,6 30 33,5 13
Ergosterol [M-18+H]" 379,4 159,2 13,4 35 55 10
[M-18+H]" 379,4 125,2 13,4 35 18 9
[M-18+H]" 379,4* 69,2* 13,4 35 43 12
7-DHC [M+H]" 385,3 367,5 13,7 60 14 10
[M-18+H]" 367,3 159,2 13,7 35 27 12
[M-18+H]" 367,3* 145,1* 13,7 35 24 12

*Quantifier
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Tabelle 15: MS/MS-Ubergéange der deuterierten D{\iitee

Analyt Mutterion Q1 [Da] Q3 [Da] Rt [min] DP [V] CE [V] CXP [V]
1,25(0H),Ds-d3 [M-18+H]" 402,4* 384,4* 7.1 40 15 10
[M-18+H]" 402,4 366,4 7.1 40 16 12
[M-18+H]" 402,4 136,2 7.1 40 31 9
25(0OH)Ds-d3 [M+H]" 404,2* 386,4* 8 35 17 12
[M+H]" 404,2 368,4 8 35 18 10
[M+H]" 404,2 357,4 8 35 19,5 20
D.-d3 [M+H]" 400,7 382,4 12,4 30 15 12
[M+H]" 400,7 271,5 12,4 30 17 6,5
[M+H]" 400,7* 69,2* 12,4 30 46 6,5
Ds-d3 [M+H]" 388,5 370,5 12,6 30 17 1
[M+H]" 388,5* 259,3* 12,6 30 20 6
[M+H]" 388,5 162,2 12,6 30 33,5 13
7-DHC-d7 [M+H]" 392,6 374,3 13,7 60 14 10
[M-18+H]" 374,4 159,3 13,7 35 27 12
[M-18+H]" 374,4* 145,2* 13,7 35 24 12
*Quantifier

Anhand verschiedener Matrices konnte gezeigt werdass die ausgewdahlten Massenibergange die
geringste Storung durch Signale anderer Substanmémiesen. Abschlie3end wurden die nicht-
substanzspezifischen MS-Parameter durch FlieRiojedanalyse (FIA) mittels eines Mischstandards

fur die maximale lonenausbeute optimiert. Die Gaiitstellungen sind in Tabelle 16 aufgefuhrt.

Tabelle 16: Optimierte massenspektrometrische Reteam

Parameter Bedingung
Curtain Gas 30 psi
Temperature 550 °C

Gas 1 (Auxiliary Gas) 45 psi
Gas 2 (Nebulizer Gas) 60 psi
Collision Gas medium
lon Spray Voltage 5.500 V
Detection sMRM-Mode
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3.1.3 Einsatz von lonisierungshilfsmitteln

Es zeigte sich, dass D-Vitamere zur Adduktbildungimder Losung vorhandenen lonen neigen, so
dass eine Vielzahl von Molekilkationen (Addukte minmonium-, Natrium-, Kaliumionen ect.)
auftrat. Zur Optimierung der lonisierung wurden déaufmittel daher Gemische verschiedener
Modifier (Salze [Ammoniumformiat, Natriumacetat,tiumacetat], Basen [Methylamin]) gleicher
Stoffmengenkonzentrationen zugesetzt, um eine iliche lonenbildung und folglich hohere
Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit zu férdern.

Die Zugabe von Ammoniumformiat bzw. Methylamin katteinen merklichen Einfluss auf die
selektive Adduktbildung. Mittels Natriumacetat kemzwar ein dominantes Natrium-Addukt erzeugt
werden, jedoch fiihrte dessen Einsatz insgesaniheu latensitatsverschlechterung. Dies konnte auch
bei Lithiumacetat beobachtet werden.

Allein der Zusatz von Ameisensaure fihrte zu eitetansitatsgewinn. Auf eine weitere Zugabe von

Additiven wurde daher verzichtet.

3.1.4 Chromatographische Spulschritte

Nach Abschluss der Optimierung wurde die Stabilidés Messsystems Uberprift, indem eine
aufgearbeitete Lachsprobe mehrfach in das LC-MS8yiS§em injiziert und die Peakflachen des
Quantifierions bestimmt wurde. In Tabelle 17 sinel dariationskoeffizienten ausgewéhlter Analyten
fir eine Serie von neun bzw. sechs Injektionen aeit Konzentration von 0,2 mg/l dargestellt.

Abbildung 7 zeigt die entsprechenden Peakflachefrahktion der aufeinanderfolgenden Injektionen.

Tabelle 17: Variationskoeffizienten aus den Peaki#i der Quantifier nacheinander folgender
Messungen ohne und mit Spulschritt

RSD [%]
Analyt ohne Spilschritt mit Spulschritt
6 Messungen
9 Messungen (ersten 3 unberucksichtigt) 6 Messungen
(24R)-24,25(0OH),Ds 50,3 7,0 3,5
25(0OH)D4d3 24,7 2,6 2,2
D4d3 7,3 3,3 2,6
D.d3 6,7 3,6 13
Ds 7,0 2,1 1,0
7-DHC 5,0 2,4 1,3

Aus der Tabelle ist zu entnehmen, dass der Vanisitimeffizient der meisten Analyten erst durch das
Ausklammern der ersten drei Injektionen kleiner &l86 und damit als gut zu bewerten ist. Die
Peakflachen der ersten drei Messungen waren immeabhangig von der Matrix, signifikant hdher

als die der folgenden. Frisch angesetzte Standdsdrgen, die im Anschluss an die Messungen
injiziert wurden, zeigten dieses Phanomen nichheBVatrixabhdngigkeit sowie eine Instabilitat der
Messlosungen kommen daher nicht in Betracht. Aufdrules angewendeten Quantifizierungs-
verfahrens (Siehe 4.2.2, Seite 85; deuterierteD)Skonnen Uberbewertungen der tatsachlichen

Analyt-Konzentration jedoch ausgeschlossen werden.
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Abbildung 7: Peakflachen ausgewdhlter D-Vitamereheiander folgender Messungen ohne und mit
Spulschritt

Abbildung 7 zeigt, dass der Einsatz der Zwischelnsgilnode bei allen D-Vitameren zu einer hdheren
Messempfindlichkeit fihrte. Dartiber hinaus konnte Messpréazision weiter verbessert werden.
Aufgrund dessen wurde nach jeder Messung ein Spittsdurchlaufen. In Tabelle 13 (Seite 29) sind

die entsprechenden HPLC-Bedingungen zusammengefasst

3.1.5 Saulenrekonstitution mit Tetrahydrofuran

Im Verlauf der Routinemessungen wurde festgestiis die eingesetzte Trennsdule nur eine geringe
Haltbarkeit aufwies. Nach Messung von ca. 250 Lebettelproben zeigten die Chromatogramme
trotz Zwischenspllschritt (Siehe 3.1.4) extreme kiRPedoreiterungen, was die Quantifizierung,
angesichts der geringen Vitamin D-Gehalte in deab®n, unmdéglich machte. Da eine intensive
Probenaufreinigung (inklusive der Probenvorbergjfisiehe Zusammenfassung 3.1.8; Seite 41) nicht
zum gewinschten Erfolg fihrte, wurde versucht, diebensdauer der Saule Uber das
chromatographische System zu verlangern.

Die D-Vitamere werden mit 100 % Methanol von datisharen Phase eluiert. Durch den Zusatz von
Tetrahydrofuran wurde die Elutionswirkung des Laittils erhoht, um mdgliche Stérkomponenten
von der Saule zu spilen. Dies hatte jedoch Auswigkn auf die chromatographische Trennung.
Insbesondere die unpolaren Strukturen wurden stane der Saule zurlickgehalten, was zu einer
Peakverbreiterung fiihrte. Eine optimale Trennurrgedezelnen Analyten voneinander war nicht mehr
gegeben. Da diese aber eine Grundlage fur die Bdiffhkeit der LC-MS/MS-Methode darstellt,
wurde im Weiteren auf eine Modifizierung des Lauteis verzichtet.

Sowohl der Austausch der Vorsaule als auch die egrung der verschmutzten Trennsaule
brachten nur eine kurzfristige Verbesserung, s adwa alle 250 Proben eine neue Trennséaule

eingesetzt werden musste.
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3.1.6 Derivatisierung

Aus der Literatur ist bekannt, dass D-Vitamere auig ihres Dien-Systems gut mit dienophilen
Strukturen, wie 4-Phenyl-1,2,4-triazolin-3,5-diamter Bildung von Pyridazin-Derivaten, reagieren
[134, 135, 137, 138, 149]n Abbildung 8 ist die Derivatisierung von VitamD; dargestellt. Die
Diels-Alder-Derivatisierung fuhrt zu einer verbesgse lonisierbarkeit der Zielstrukturen, was einen
empfindlichen Nachweis der D-Vitamere auch im Spbegeich mdglich macht. Es werden
Intensitatsgewinne von Faktor 100-1000 beschri¢b&h, 138]

Abbildung 8: Derivatisierung von Cholecalciferolif@min Ds)

Durch den Vergleich der Intensitaten eines nativeth derivatisierten Mischstandards (Durchfihrung
der Derivatisierung, 4.2.4, Seite 86) gleicher Kemteation (0,2 mg/l) konnte die aus der Literatur
beschriebene Intensitatserhéhung fur die meisteNit@mere bestatigt werden. Der maximal

ermittelte Intensitatsgewinn lag allerdings beieemFaktor von 20 (Tabelle 18).

Tabelle 18: Vergleich der Intensitaten eines natiwed derivatisierten Mischstandards (0,2 mg/l)

Analyt Derivatisiert Nativ Faktor
[cps] [cps]
Ds 1,49E+05 1,93E+04 8
D, 1,43E+05 9,95E+03 14
(24R)-24,25(0H),Ds 1,55E+05 6,00E+04 3
25(0OH)Ds 5,10E+05 2,22E+05 2
25(0OH)D, 7,55E+04 8,14E+04 1
1a,25(0H).Ds; 1,36E+05 7,13E+03 19
1a,25(0H),;D, 4,69E+04 8,04E+03 6
Ergosterol 1,27E+05 9,27E+04 1
7-DHC 2,66E+05 2,28E+04 12

Der Vergleich der Intensitaten ein und derselbdgearbeiteten Lachs- bzw. Eigelbprobe im nativen

und derivatisierten Zustand zeigte ein anderesali (Tabelle 19).
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Tabelle 19: Vergleich der Intensitaten ausgewahlevitamere einer aufgearbeiteten Lachs- bzw.
Eigelbprobe im nativen und derivatisierten Zustand

Lachs Eigelb
Analyt Derivatisiert Nativ Derivatisiert Nativ
Faktor Faktor

[cps] [cps] [cps] [cps]
7-DHC 9,87E+05 4,60E+05 2,15 3,21E+04 1,52E+04 2,11
D3 3,50E+04 5,60E+04 0,62 3,83E+04 3,50E+04 1,09
Dsd3 1,28E+03 1,57E+05 0,01 1,76E+04 2,00E+04 0,88
25(0OH)D3d3 9,88E+02 3,61E+04 0,03 6,37E+02 4,80E+04 0,01
1a,25(0H),D3d3 9,87E+05 4,60E+05 2,15 6,00E+01 6,54E+03 0,01

Offenbar verursachten nicht abgetrennte Begleftstof der Matrix wahrend der Derivatisierung
Interferenzen, die sich wiederum diskriminierend die Derivatisierung der einzelnen Analyten
auswirkten. Eine Intensitdtserh6hung konnte ausdiiidh in den Vorlauferstrukturen
7-Dehydrocholesterol und Ergosterol festgestelltden. Die Signale von Vitamin Dbzw. dem
entsprechend deuterierten Standard im nativen Miesivatisierten Zustand zeigten in etwa die
gleichen Dimensionen, wahrend die Pyridazin-Deevd¢r mehrfach-hydroxylierten D-Vitamere nur
etwa 1-3 % der Intensitat der nativen Strukturefwisen. Eine Erhéhung des Anteils bzw. der
Konzentration des Derivatisierungsmittels bracraaé Verbesserung der Signale. Dies wurde auch
von Aronovet al. (2008) beobachtdtl38]. Lediglich durch das Fraktionieren der nativen dMeg)
mit anschlieBender Derivatisierung der einzelneakfisnen konnte einer Diskriminierung der
hydroxylierten Strukturen in den Proben entgegetegest werden.

In Abbildung 9 sind beispielhaft die LC-MS/MS-Chratagramme von Vitamin P(oben) und
25-Hydroxycholecalciferol (unten) von ein und dévee Lachsprobe im nativen und derivatisierten

Zustand dargestellt.

derivat.
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nnnnn

Laoes
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Abbildung 9: Vitamin 1 (oben) und 25-Hydroxycholecalciferol (unten) eihachsprobe
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Die aus der Derivatisierung hervorgehenden typisdeemere sind beim derivatisierten Vitamig D
(obere Abbildung, rechts) deutlich zu erkennen. jedle Substanz ergeben sich zwei Signale, die
unmittelbar zusammenh&ngen. Die Isomere von 25-bkyatholecalciferol (untere Abbildung, rechts)
wurden mit der vorliegenden Methode nicht vollsigneoneinander getrennt, so dass lediglich ein
Signal im Chromatogramm zu sehen ist. Anhand desildbngen wird deutlich, dass das Signal-
Rausch-Verhaltnis des derivatisierten Vitamig dutlich groRer ist, als das der nativen Struktur.
Dennoch wurde aufgrund der Diskriminierung einzelngtrukturen wahrend der direkten
Derivatisierung aus der Probel6sung sowie dem Aghefwand des Fraktionierens und dem geringen

Empfindlichkeitsgewinn, im Weiteren auf den Derigarungsschritt verzichtet.

3.1.7 Entwicklung und Optimierung der Probenaufarbeitung

Die Entwicklung der Probenaufarbeitung basierte anifangegangenen Arbeiten von Hartmann
(2007) und dem Prufverfahren 21-0054-01 des Lamdes$ér Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt
(Hausmethod€j150, 151]

3.1.7.1 Etablierung der Verseifung

Die Hydrolyse der Lebensmittelproben war unumgéamglida die finale Methode insbesondere fiir
fettreiche Matrizes angewendet werden sollte. Inbillong 10 ist die Verseifung nach dem
Prifverfahren 21-0054-01 dargestellt. Diese dieate Grundlage fir die Entwicklung und

Optimierung des Hydrolyseschrittes. Natriumascovinaide als Antioxidationsmittel zugegeben. Der
Zusatz von Natriumsulfid diente dem Ausschluss lkasaher Effekte von Metallspuren.

Natriumheptansulfonsaure (HSS) fand als lonenpagerez Anwendung.

1-10¢g Probe 1

30 ml Wasser

ISTD (ca. 1 mg/l in Messlosung)

1g Natriumascorbat - in 500 ml Zweihals-Erlenmeyerkolben
2 ml 4 % -ige Natriumsulfid-Losung

25 mi methan. Kaliumhydroxid-Losung

100 ml Methanol

* 85 °C, ¥%-1 h (Fettanteil >25 %) unter Rickflusg:3trom, Lichtschutz
» 20 ml Methanol durch Kihler geben, Abkihlen auf Raumtemperatur
e Zugabe 20-25 ml 1 M Zitronensaure (pH der Probelésung = 9)

* Zugabe 5 ml methanolische 0,3 M Natriumheptansulfonséure

e Probenansat:n 250 ml Messkolben tiberfiihren 1 auffiiller

Abbildung 10: Verseifung nach Prifverfahren 21-0084
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Es wurden verschiedene Parameter (Art der Versgifkalt/heil3], Temperatur, Zeit, pH-Wert ect.)
variiert und gegebenenfalls verandert. Um den \&@genen hohen Probendurchsatz zu gewéhrleisten,
erfolgte die Verseifung in hitzestabilen Laborglasthen im Trockenschrank je nach Fettgehalt der
Matrix fir 3 bis 5 h bei 70 °C Uber Nacht. Die Chieslien wurden als Gesamtlésung (Losung 1
und 2) zum Probenansatz gegeben. Durch den Eieseg zitronensaurehaltigen Ammoniumchlorid-
Puffers konnte von der zeitaufwendigen pH-Wert-t&ihsng abgesehen werden. Auf die Zugabe des
lonenpaarreagenzes wurde im Weiteren verzichteh€Ss.1.7.2.2; Seite 39 f.).

In 3.1.8 (Seite 41) ist die optimierte Gesamtme¢hdargestellt.

3.1.7.2 Etablierung der Festphasenextraktion

Aufgrund der zu erwartenden niedrigen Konzentratoder D-Vitamere in Lebensmitteln ist neben
der Verseifung ein Aufreinigungs- und Anreicherwsasitt notwendig. Dieser sollte durch eine
kombinierte Festphasenextraktion (SPE), beginnend emer Reversed-Phase-(RP)-SPE und
anschlielBender Normal-Phase-(NP)-SPE, umgesetztdewerDie Festphasenextraktion wurde
hinsichtlich des Saulenmaterials, der Konditiongst, Wasch- und Elutionsbedingungen

(Losungsmittel, Volumen, pH-Wert) optimiert.
3.1.7.2.1 Wabhl des Festphasenmaterials

Die Festphasenextraktion (Solid Phase Extracti®)Stellt eine schnelle und effiziente Methode zur
Probenvorbereitung dar. Mittels SPE sollten voerallstérende Begleitstoffe abgetrennt und die
D-Vitamere aufkonzentriert werden. Die Schwierigkeierbei bestand vor allem in der Wahl des

Saulenmaterials, da die Zielanalyten ein relateitbs Polaritatsspektrum zeigen.

RP-Phase
Insgesamt wurden funf verschiedene Reversed-PHaBek@rtuschen (Tabelle 20) miteinander
verglichen. Unter den S&ulen befanden sich drei Ralymerharz und zwei auf oberflachen-

modifizierter Kieselgelbasis.

Tabelle 20: Ubersicht eingesetzter Festphasenrabgeri

Phase Hersteller Material Polaritat

RP-Phasen

Strata-X Phenomenex Polystyrol-Divinylbenzol-Polymer (modifiziert) unpolar-mittelpolar
Strata-SDB-L Phenomenex Styrene-Divinylbenzol-Polymer unpolar, aromatische WW
Strata C18-E Phenomenex Silica (modifiziert) unpolar

Discovery Select HLB Supelco Styrene Polymer (modifiziert) polar-unpolar

Discovery DSC-18Lt Supelco Silica (modifiziert, 11 % C) mittelpolar

NP-Phasen

Strata-Sl-1 Silica Phenomenex Silica (unmodifiziert) polar

Discovery DSC-Si Supelco Silica (unmodifiziert) polar
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Fir den Vergleich wurde eine aufdotierte Lachsprald@lisch hydrolysiert (Siehe 3.1.8; Seite 41)
und auf die entsprechend ihrer Empfehlung vorbeteit SGulen gegeben. Die Elution erfolgte mittels
6 ml Isopropanol. In Abbildung 11 sind die relanveeakflachen ausgewéhlter Vertreter der einzelnen
Substanzgruppen dargestellt. Die hochste Peakfladde jeweiligen D-Vitamere wurde als

Bezugspunkt verwendet.

100 1 1 7-DHC

Vitamin D,
&R Vitamin D,
25(0OH)D,
== 1.25(0H),D,
[ 24,25(0H),D,

80 -

60 -

40 -

Relative Peakflache [%]

20

Abbildung 11: Vergleich der Festphasenmaterialien

Die Kartuschen basierend auf oberflachenmodifiererkKieselgel (5-6) zeigten sich hierbei als
weniger geeignet als die auf Polymerharzbasis (1répesondere bei den unpolaren Strukturen wie
7-Dehydrocholesterol und Vitamin,pwiesen die Kieselgelsdulen deutliche Schwachenhfder
SDB-L-Saule von Phenomenex wurden im Vergleich &n d&nderen Kartuschen die besten
Ergebnisse erzielt, folglich wurde diese im Weiteverwendet.

Aus der Literatur ist bekannt, dass der Einsatz omenpaarreagenzien wie Natriumpentasulfonat
[152] oder Natriumheptan-1-Sulfonsaure (HSS) die Spétifler D-Vitameren-Trennung und damit
die Wiederfindung steigert. Dies konnte fir die stem Analyten, mit Ausnahme von
7-Dehydrocholsterol und Ergosterol unter Verwenduleg Strata-X-Kartusche bestétigt werden
(Siehe Abbildung 11). Da es sich jedoch sowohldsgi D-Vitameren als auch bei dem Sorbens der
SDBL-Kartusche um nicht-ionische Strukturen handeltrde im weiteren Verlauf der Arbeit auf den

Einsatz eines lonenpaarreagenzes verzichtet.

NP-Phase

Insgesamt wurden zwei verschiedene Normal-Phasek@REschen (Tabelle 20; Seite 37)
miteinander verglichen. Fur den Vergleich wurdeeeaufdotierte Eigelbprobe nach 3.1.8 alkalisch
hydrolysiert und auf die entsprechend ihrer Empfeglvorbereiteten Saulen gegeben. Die Elution

erfolgte mit 3 ml eines Gemisches aus Isopropandl lexan [35:65; v/v]. Bei der Auswertung der
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Ergebnisse zeigten die NP-Saulen keinen signifé@utnterschied zueinander, so dass letzten Endes

aus Kostengrunden die Strata-Sl-1 Silica von Phemex Anwendung fand.
3.1.7.2.2 Optimierung der Festphasenextraktion

RP-Phase

Die Wechselwirkung zwischen Analyt und Festphase¢erna ist von verschiedenen Faktoren, wie
Losungsmittel und pH-Wert, abhangig. Da die SPEAmschluss an die Verseifung stattfinden sollte,
lag die Probe zunachst in einem stark basischessng@&n Milieu vor. Laut Hersteller ist das
Festphasenmaterial der SDB-L-Kartusche in einenBgkeich von 1-14 stabil. Eine Uberpriifung der
Festphasenextraktion mit Proben verschiedenen pHed/eergab keinen Einfluss auf die
Wiederfindung, jedoch zeigten sich Unterschiedddén Handhabung der Proben. So bildete sich bei
einem pH-Wert von Uber 11 bisweilen ein wolkenfdyeni Niederschlag der die Faltenfilter
verstopfte. Aufgrund dessen und in Hinblick aufeeBtandardisierung des pH-Wertes wurde dieser
vor der Aufgabe auf 10 eingestellt. Dies erfolgtes a&riinden der Zeitersparnis mit Hilfe eines
zitronensaurehaltigen  Ammoniumchlorid-Puffers (L@gull) und einer 1 M Zitronensaurelésung
(Zusammensetzung Siehe 4.1.2; Seite 82).

Die Durchfuihrung der Festphasenextraktion verligfé&chst nach dem Prifverfahren 21-0054-01 des
Landesamts fur Verbraucherschutz Sachsen-Anhaltildng 12).

Saule: Strata-X 33 u (N-Vinylpyrrolidon Polymer)
(200 mg/3 ml)

Konditionieren: 6 ml Methanol
6 ml Wasser (pH = 9)

Probenaufgabe: 50 ml verseifte Probenltsung

Elution: 4 x 3 ml Chloroforr

Abbildung 12: Festphasenextraktion nach Prifvedal#l-0054-01

Da die zukiunftige Methode die Verwendung eines tflithtigen Puffers vorsah, mussten die
entsprechenden Salze vor der LC-MS/MS-Messung au®bbe entfernt werden. Dies geschah mit
Einfuhrung verschiedener Waschschritte. So konrasserlosliche Matrix erfolgreich ohne Verluste
der D-Vitamere mit einem Gemisch aus Methanol/\Wald<e90; v/v] entfernt werden. Um moglichst
viele Stérkomponenten von den Zielanalyten zu enmurde zusatzlich ein Waschschritt mit einem
hoheren Anteil der organischen Phase durchgefllgéi einer Zusammensetzung von
Methanol/Wasser [70:30; v/v] verblieben die D-Vitara am Festphasenmaterial.

Aufgrund gesundheitlicher Aspekte und dem vorgeseheEinsatz der Methode in der Routine-
analytik, wurde auf Chloroform als Elutionsmittekerzichtet und stattdessen ein Gemisch aus
Isopropanol/Ethylacetat [70:30; v/v] (Empfehlungsdéerstellers) verwendet. Eine Ubersicht (iber die
aus den Untersuchungen hervorgehende RP-SPE-Meattoddapitel 3.1.8 (Seite 41) dargestellt.
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NP-Phase

Die NP-Festphasenextraktion wurde zunachst in Anlag an Japelt (2011)53] inklusive einiger
Modifizierungen mittels eines Mischstandards (0.@/lindurchgefihrt (Abbildung 13). Die Elution
der Zielanalyten erfolgte schrittweise mit anstedgr Konzentration Isopropanol. Die Fraktionen

wurden einzeln aufgefangen und vermessen.

Konditionieren: 3 ml n-Hexan

2 x 3 ml 0,5 % Isopropanol/n-Hexan
Probenaufgabe: 1 ml Probenldsung in 1 % Isopropanol/n-Hexan
Elution: 3 ml Isopropanol/n-Hexan (0; 0,5; 1; 2; 5, 6, 10, 20, 25, 30, 50, 75, 100)

Abbildung 13: NP-Festphasenextraktion

Es zeigte sich, dass die Elutionskraft einer 1 e&gigsopropanol-Lésung bereits ausreichte um die
Wechselwirkung zwischen Analyt und stationérer Bragzuheben. Bei einem Verhaltnis von 25:75
Isopropanol/n-Hexan waren alle D-Vitamere vollsigndon der Saule eluiert. Um maogliche
Matrixeffekte zu bertcksichtigen, wurde anschliel3exine aufgearbeitete Lachsprobe Uber die
NP-Kartusche gegeben. Aus den Untersuchungen koentaommen werden, dass 25 %
Isopropanol/n-Hexan nicht ausreichten um die Amalytollstandig von der Saule zu entfernen. Als
Konsequenz wurden die Probenaufgabe und die Ekltisang verandert. Eine Ubersicht (iber die
optimierte NP-SPE-Methode ist in Kapitel 3.1.8 {8dil) zu finden.
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3.1.8 Zusammenfassung der optimierten Methode

Die Zusammensetzungen der eingesetzten LosungeMisoth-Standards sind in 4.1.2 (Seite 81 f.)
aufgefuhrt.

Verseifung

. 1-10 g Probe + 1 g Natriumascorbat
+ 150 ml Lésung 1

+ 133 ul MSTD I
+ 2 ml Na,S-Losung (1,6 M) — in eine 250 ml Laborflasche mit Deckel

«  Uberschichtung mit Stickstoff

. 70 °C; 3 % - 5 h Verseifung (je nach Fettgehalt der Probe) Uber Nacht im Trockenschrank, Lichtschutz; Abkiihlen
(Wasserbad)

. Zugabe 50 ml Ldsung 2
. Zugabe 3-4 ml Zitronensaure (1 M)

. Auffillen mit Dest. H,O auf 250 ml (Markierung)
. Abfiltrieren Uber Faltenfilter

v

SPE (Strata-SDB-L)[styrene Divinylbenzene Polymer; 100 um, 260 A; 2a9'3 ml]
. Konditionierung (2 x 3 ml Isopropanol/Ethylacetat [70:30]; 2x3 ml Methanol; 2x3 ml Bidest. Wasser)
. Probenaufgabe (50 ml Markierung)
. 1. Waschphase (12 ml + 3 ml Methanol/Bidest. Wasser [10:90]; Markierung)
. 2. Waschphase (2 x 3 ml Methanol/Bidest. Wasser [70:30]; Markierung)
. Trocknen der SPE-Séule (Stickstoff)

. Elution (6 ml Isopropanol/Ethylacetat [70:30]) in Kulturréhrchen
. Abdampfen bis zur Trockene (Abdampfvorrichtung [Argon])

v

SPE (Strata SI-1 Silica)ss um, 70 A; 500 mg/3 mi]
. Probenrtckstand in 1 ml 0,5 % Isopropanol/Hexan lésen; Vortex; evtl. Ultraschallbad und Zentrifugieren
. Konditionierung (4 x 1,5 ml 35 % Isopropanol/Hexan; 4 x 1,5 ml Hexan; 4 x 1,5 ml 0,5 % Isopropanol/ Hexan)
. Probenaufgabe (800 pl)
. 1. Waschphase (4 x 1,5 ml Hexan)
. 2. Waschphase (4 x 1,5 ml 0,5 % Isopropanol/ Hexan)
. Elution (2 x 1,5 ml 35 % Isopropanol/Hexan)
. Abdampfen bis zur Trockene (Abdampfvorrichtung [Argon])

v

Probenvorbereitung

. Probenrickstand in 267 pl MeOH I8sen; Vortex; Zentrifuge (2 min)

. 250 pl abnehmen + 44 pl H,O; Vortex; Zentrifuge (2 min)
. 200 pl abnehmen + 200 pl LM B; mind. ¥z h in Gefrierschrank
. Vortex — Insert

LC-MS/MS
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3.2 Identifizierung und Bewertung von Matrixeffekten der optimierten Methode

Nach Methodenentwicklung und -optimierung wurde giésamte Probenaufarbeitung einschlieflich
Messung mit einem Standardmix bzw. verschiedenétotiarten Lebensmittelproben durchgefihrt.
Fur den Standardmix wurden zufriedenstellende $gmahalten, die eine gute Wiederfindung
implizierten. Im Gegensatz dazu zeigten die Lebdétsiproben deutlich geringere Intensitaten sowie
teilweise falsch negative Ergebnisse. Um mdgliareehsuppressionseffekte zu identifizieren bzw.
deren Ausmal zu bestimmen, wurden die Lebensmittetin erneut aufgearbeitet und direkt vor der
LC-MS/MS-Messung in vier dquidistanten Konzentnasstufen mit Standardldsung angereichert. Die
ermittelten Intensitaten der Quantifier wurden gede aufdotierten Konzentrationen aufgetragen und
die Steigung der Kalibrierfunktionen (Matrix-Kalibrung) ermittelt. Zeitgleich wurde eine Standard-
Kalibrierung mit den zugesetzten Konzentrationsaisgevermessen.

Durch Vergleich der Steigung der Standard- mit Metrix-Kalibrierung, kann der Matrixeffekt als
prozentuale Abweichung von der Standardkalibratimmechnet werden. Hierbei handelt es sich
allerdings um Schatzungen, da die y-Achsenabsehuitti damit die Ausgangskonzentrationen der
D-Vitamere in den Proben unbericksichtigt bleidenTabelle 21 ist das Ausmald der Matrixeffekte

fur die Quantifier der D-Vitamere in verschiedeméatrices dargestellt.

Tabelle 21: Matrixeffekte der optimierten Analysesthode

Analyt Lachs Wildlachs Fleisch Leber Kase Butter Eigelb
Ds +++ +++ - - - - + +++ - -
D2 +++ +++ - - - - - +++ - -
(24R)- L o . . . _ o
24,25(0H),D;
25(0OH)D; -- -- - -- -- + --
25(0H)D; -- -- - -- -- ++ --
1a,25(0H),Ds --- --- .- -- .- + --
1a,25(0H).D, --- --- --- - --
Ergosterol +++ +++ - - - - - +++ - -
7-DHC +++ +++ -- -- -- ++ --
Auspragung Suppressionseffekt: - (gering), - - (stark), - - - (sehr stark)

Auspragung Promotionseffekt: + (gering), ++ (stark), +++ (sehr stark)

Aus der Tabelle 21 ist zu entnehmen, dass die ienisy der Analyten in der lonenquelle des
LC-MS/MS starken Matrixeinflissen unterlag. Hierbeinden sowohl Suppressions- als auch
Promotionseffekte statt. Insbesondere die mehrfagifroxylierten D-Vitamere zeigten deutliche
Signalunterdrickungen, wahrend die unpolareren k&tren (Vitamin B Ergosterol,
7-Dehydrocholsterol) teilweise extrem verstarktgn@le aufwiesen. Die signalsuppressiven Effekte
stehen moglicherweise mit den Fettsaure- und ClestdsGehalten der Lebensmittel im
Zusammenhang. Untersuchungen der LebensmittellEiged Lachs mittels GC nach Silylierung mit

BSA-TMCS (N, O-Bis(trimethylsilyl)acetamid-Trimetlghlorsilan) zeigten, dass in der Messlésung
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vor allem langkettige Fettsauren (Stearin-, PatmitEicosapentaen-, Docosahexaenséure) und

Cholesterol enthalten waren.

Um die Matrixeffekte und Aufarbeitungsverluste zanmpensieren, wurden deuterierte Standards
(Vitamin Ds-ds (6, 19, 19-0), Vitamin D»-d; (6, 19, 19-D), 25-Hydroxyvitamin @-ds (6, 19, 19-0Q),

la, 25-Dihydroxyvitamin R-d; (6, 19, 19-B)) zur Quantifizierung eingesetzt. Sie stellen die
wichtigsten Vertreter der zu untersuchenden Subgtappen, mit Ausnahme der Provitamine, dar.
Laut Literatur missen diese jedoch nicht zwingemd g@hysikalisch-chemische Verhalten ihrer
analogen Partner reprasentier¢h44]. In Anbetracht der kaum vorhandenen strukturellen
Unterschiede (RGruppe: Doppelbindung in C22- Position, Methylgra@am C24 in der Seitenkette)
und der Ergebnisse der Validierung sind diese Efg¢&doch minimal. Die ermittelten Daten von
Ergosterol und 7-Dehydrocholesterol sind als hadintjtativ zu bewerten (Siehe 3.3.8.2; Seite 51).

Weitere MalBhahmen zur Verringerung der Matrixeffelturden aufgrund der bereits vollstandig

durchgefuhrten Optimierung der Methode nicht gésirnf

3.3 Validierung

.validierung ist die Bestatigung durch Untersuchungl Bereitstellung eines Nachweises, dass die
besonderen Anforderungen fir einen speziellen lidaigten Gebrauch erfillt sind[154]. Die
Validierung eines Analysenverfahrens umfasst demnaen Vorgang der Festlegung von
Leistungsanforderungen fiir eine beabsichtigte Amuveg und den Nachweis, dass diese vom
Verfahren erflllt werden. Die Leistungsfahigkeines Verfahrens lasst sich durch verschiedene
Parameter wie zum Beispiel Linearitdt, Nachweis-d uBestimmungsgrenze, Wiederfindung,

Richtigkeit und Prézision beschreiben.

Folgende Anforderungen werden an das entwickelaysenverfahren gestellt:

Die vorliegende Methode soll als Screening-Methdde Identifizierung und Quantifizierung von
ausgewahlten D-Vitameren in verschiedenen Lebetematrices dienen. In diesem Zusammenhang
sind beispielsweise VitaminsBsehalte von 0,01 pug/100 g (Milc[92] bis 77 ng/100 g (Silberlachs)
[55] und Vitamin B-Gehalte von 0,3 ng/100 g (Champignon, brd@é] bis 63 pg/100 g (Echter
Pfifferling) [80] zu erwarten. Die Nachweisgrenzen missen daherigigenug sein, um Vitamin D-
Konzentrationen im Spurenbereich nachweisen zu d&dnnGleichzeitig sind Gehalte an
7-Dehydrocholesterol von 7,2 pg/100 g (WeiRer TH68) bis 467 ug/100 g (Zuchtlachg1] und
Ergosterol von 16,8 ug/100 g (Echter Pfifferlin@p] bis 192,2 mg/100 g (Gemeiner SteinpilZ§]

zu bericksichtigen. Der Arbeitsbereich soll mit Aalsme fir die Provitamine im unteren pg/l -
Bereich liegen und zusatzlich einen linearen Vdrlaaigen, da fir die Quantifizierung eine
Grundkalibrierung 1. Grades vorgesehen ist. Dariitbeaus sollte die Messunsicherheit in einem
angemessenen Bereich liegen. Hierbei sollen lefliglidie zufélligen Messabweichungen

bericksichtigt werden.
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Basierend auf Horwitz (1982) soll die relative Stardabweichung fur den Bereich von 1 bis
100 pg/100 g unter Wiederholbedingungen maximabis121 % und unter Vergleichsbedingungen
(hier: laborintern) maximal 16 bis 31 % betraget®5]. Zur eindeutigen Identifizierung der
Zielstrukturen muss die Methode eine ausreichertk Heelektivitdt und Spezifitdt aufweisen. Die

mittlere Wiederfindungsrate soll zwischen 70 un@ ¥ liegen.

Die Validierung (hausintern) des entwickelten Asaigverfahrens erfolgte anhand ausgewahlter
reprasentativer Proben mittels deuterierter Stalsd@rfitamin 3-d; (6, 19, 19-BQ3), Vitamin D.-ds (6,

19, 19-B3), 25-Hydroxyvitamin @-d; (6, 19, 19-0R), 1a, 25-Dihydroxyvitamin @-ds (6, 19, 19-0Q), 7-
Dehydrocholesterol-d7 (25,26,26,26,27,27,27-d7)s Wurden die Selektivitdt, Spezifitat, der
Arbeitsbereich, die Linearitdt, die Nachweis- undesBmmungsgrenze sowie die Prazision
(Wiederhol- und Laborprazision, Messunsicherheit) flie einzelnen Analyten in verschiedenen
reprasentativen Matrizes (Wildlachs, Zuchtlachs3tibemt. Die Uberprufung der Richtigkeit des
Verfahrens erfolgte durch die Teilnahme an einemtifizéerten Ringversuch (RVEP 13347
Milchpulver Vitamin D) des Deutschen Referenzbirfis Lebensmittel-Ringversuche und
Referenzmaterialien (DRRR). In diesem Rahmen wyetoch lediglich die Bestimmung von
Vitamin Ds in einem Bereich von 7,79 + 0,33 pg/100 g und 9%9%,74 pg/ 100 g in Milchpulver
durchgefuhrt. Um die Richtigkeit auch fir die resten D-Vitamere zu bestétigen, wurde die
Validierungsmatrix vor der Aufarbeitung mit den sehmiedenen Zielanalyten aufdotiert und die
Richtigkeit tiber die Wiederfindungsrate bestimmiriiber hinaus erfolgte die Uberpriifung der
Stabilitaét der D-Vitamere in methanolischer Losubgi verschiedenen Lagerungsbedingungen

(Kahlschrank, Gefrierschrank).

Nachfolgend sind die einzelnen Validierungsparameteemplarisch fur die Matrix ,Fischfilet"
(Zuchtlachs) aufgefuihrt. Im Anhang 10.1.2 befind&h die Ergebnisse der Validierung ,Wildlachs*.
Die Zusammensetzungen der verwendeten Mischstdiddamdien sind in O zu finden. Einige
Validierungsparameter der Provitamine 7-Dehydroestelrol und Ergosterol wurden sowohl mit
7-Dehydrocholesterol-d7 (25,26,26,26,27,27,27-8& pach mit Vitamin -d; (6, 19, 19-BQ) (7-DHC
(d3) bzw. Vitamin B-ds (6, 19, 19-D) (Ergosterol (d3)) als interne Standards berechnet

3.3.1 Lagerstabilitat

Wahrend der Entwicklung, Validierung und Anwendumigr Methode wurden verwendete
Standardldsungen (Misch-STD 1) teilweise fur lamg&eit im Gefrierschrank gelagert, weshalb die
Haltbarkeit der D-Vitamere in methanolischer Lésumigiels Kalibrierreihen unterschiedlichen Alters
Uberprift wurde. Eine Kalibrierreihe mit funf Komgeationsstufen wurde im Kuhlschrank bei 6 °C
bzw. im Gefrierschrank bei -18 °C gelagert, zu ekisdenen Zeiten eine definierte Menge
entnommen, unter Argon abgedampft und eingefrolath Abschluss des Lagerversuchs wurden
alle Kalibrierstufen mit internen Standard (MischES Il) versetzt, geldst und mittels LC-MS/MS

vermessen. Nach Bestimmung der Regressionsgeratidgtes unter Annahme eines willkirlich
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gewahlten_Peakflachenverhaltnisses (PFV), daswa eter Mitte der Kalibrierung entsprach, die
Berechnung des Gehaltes einer fiktiven Probe. Diespeechenden Ergebnisse fur den Versuch
,Kuhlschrank® sind in Tabelle 22 dargestellt. Diglative Standardabweichung der Substanzen lag

zwischen 5 % und 9 % und somit innerhalb des Blesailer Prazisionsdaten (Messunsicherheit).

Tabelle 22: Lagerstabilitdt der D-Vitamere im Kidiieank (6 °C)

0d 2d 7d 14d 27d MW SD RSD
Analyt [Mg/100g] [Mg/1009g] [Mg/1009g] [ug/100g] [ug/100¢] | [Mg/100g]  [ug/100g]  [%]

Ds 21,9 18,8 20,3 22,9 21,5 21,1 16 7.4

D: 22,3 21,7 20,4 25,3 24,2 22,8 2,0 8,6
(24R)-24,25(0H),D; 22,4 22,5 18,7 23,0 22,4 21,8 18 8,1
25(0H)Ds 19,9 19,9 22,0 22,2 20,5 20,9 11 5,4
25(0H)D; 22,6 20,7 19,6 22,2 19,9 21,0 14 6,5
1a,25(0H),Ds 24,1 24,6 20,3 24,6 21,6 23,0 2,0 8,5
1a,25(0H).D, 20,0 20,2 20,1 22,5 19,6 20,5 11 5,6
Ergosterol (d3) 22,5 20,7 20,3 24,7 22,3 22,1 18 8,0
7-DHC (d3) 22,0 21,9 23,7 25,2 22,6 23,1 14 5,9

(d3): als ISTD Vitamin Ds-d3 (6, 19, 19-Ds) fir 7-DHC bzw. Vitamin D,-d3 (6, 19, 19-D,) fur Ergosterol verwendet

Es konnte kein Hinweis auf Abbau der Analyten itna#lo der 1-monatigen Lagerung im Kuhlschrank
festgestellt werden. Demnach ist eine Lagerung $tandardlésungen fur 27 Tage bei 6 °C im
Kihlschrank mdglich. Routinemafiig wurden die Lésmgedoch im Gefrierschrank bei -18 °C

aufbewahrt bzw. bei Nichtgebrauch unter Argon-Stedrgedampft und anschlie3end eingefroren.

3.3.2 Messstabilitat

Um die Messstabilitat des Analysenverfahrens zurpifiéen, wurde im Verlauf der Messung in
regelmafiigen Abstanden (alle sechs Messungen) @ichstandard (I) mit einer Konzentration von
0,2 mg/l injiziert. In Abbildung 14 sind die gemessn Peakflachen des Quantifiers der Zielanalyten
fur funf Injektionen aufgefiihrt, wobei die erste $dang auller Acht gelassen wurde. Der Grund

hierfir ist in Kapitel 3.1.4 (Seite 32 f.) erlauter
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Abbildung 14: Messstabilitat des Analysenverfahrens
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Es zeigt sich, dass die ermittelten Daten normsdifessind und kein Trend der Messwerte vorliegt.
Dies konnte in anderen Messungen bestatigt werDaen. Stabilitit der Messung des Analysen-

verfahrens ist somit als gegeben anzusehen.

3.3.3 Selektivitat

.Die Selektivitat ist die Fahigkeit einer Methodeerschiedene, nebeneinander zu bestimmende
Komponenten ohne gegenseitige Stérung zu erfassdnsie somit eindeutig zu identifizieren...”
[154]. In Abbildung 15 ist das LC-MS/MS-Chromatogrammes Mischstandards (I, 11) mit einer
Konzentration von 0,2 mg/l dargestellt. Im Vergkeidazu zeigt Abbildung 16 das LC-MS/MS-
Chromatogramm einer aufgearbeiteten Lachsprobe.
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Abbildung 15: LC-MS/MS-Chromatogramm eines Mischsli@rdsa (24R)-24,25-(OH)Ds5; b 1a,25(0OH)Ds3;
¢ 10,25(0OH)D,; d 25(0OH)Ds; e 25(0OH)Dy; f D,; g D; h Ergosterolj 7-DHC;
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Abbildung 16: LC-MS/MS-Chromatogramm einer aufgedgiéten Lachsprobeé 25(0OH)D;; g Ds; i 7-DHC;
j 10,25(0OH)D3d3; k 25(0OH)Dyd3; | D,d3; m Dsd3

Es wurden alle D-Vitamere und deuterierten Strukiueanhand ihrer Masse-Ladungsverhéltnisse
sowie ihrer Retentionszeiten ausgewertet. Zwisatem Zielanalyten traten bei einem Substanzpaar
Uberlappungen von Masseniibergangen auf. 24,250HInd 1,25(0OH)D; besitzen den gleichen

Massenibergang, sind aber aufgrund der verschiedBe&entionszeiten ausreichend voneinander
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unterscheidbar (Siehe Abbildung 1& und b). Einige Substanzgruppen (1,25(QBYDs;
25(0OH)D,/D3; Vitamin D,/Ds; 7-DHC/Ergo) konnten mittels der Messmethode nicblistéandig
voneinander getrennt werden. Dessen ungeachtet died jeweiligen D-Vitamere eindeutig
voneinander unterscheidbar und zeigen keine Qudneafiphkeiten.

Bei der Messung der deuterierten Analyten wurdanek&ignale der nicht-deuterierten Substanzen
und umgekehrt detektiert. Dies gilt auch innerld#bjeweiligen Gruppen.

Die Selektivitat des Analysenverfahrens ist durighMessung mehrerer Massenibergange je Analyt
und der ausreichenden chromatographischen Trenalngegeben anzusehen. Stérungen bei der

Identifizierung der D-Vitamere untereinander kdnaesgeschlossen werden.

3.3.4 Spezifitat

Lopezifitat ist die Fahigkeit einer Methode, eingbStanz [...] ohne Verfalschung durch andere in der
Probe vorhandene Komponenten zu erfassen und i simdeutig zu identifizieren...[154]. Die
Spezifitéat der Methode resultiert aus der Basistitiennung der Vitamin D-Signale von den anderen
Signalen im Chromatogramm sowie den ermitteltedezitigen Massenspuren. Sie kann aufgrund der
Erfahrungen bei der Untersuchung von Proben vezdehier Matrizes (Fisch, Milchprodukte [Butter,

Kase], Fleisch/Innereien, Pilze), als gegeben aigaswerden (Bsp. Lachs Abbildung 16).

3.3.5 Arbeitsbereich/Linearitat

.Der Arbeitsbereich ist der Konzentrationsbereith,den die ermittelte Kalibrierfunktion Gultigkeit
besitzt“ [154]. Der Arbeitsbereich (Tabelle 23) der vorliegenddtethode entspricht dem
Kalibrierbereich. Die unterste Grenze leitet sial der Bestimmungsgrenze (Tabelle 24, Seite 48) des
jeweiligen Analyten ab.

Die Linearitéat beschreibt die Fahigkeit der Methddeerhalb eines gegebenen Konzentrations-
bereichs Ergebnisse zu liefern, die der Konzewimatles Analyten direkt proportional siftb4].

Zur Bestimmung wurde das entsprechende Probenmdatenit acht Konzentrationsstufen
Mischstandard | aufdotiert (drei Wiederholbestimmem), aufgearbeitet und mittels LC-MS/MS
vermessen. Mit Hilfe des Anpassungstests nach Magrfi@igte die rechnerische Uberpriifung der

Linearitat der Kalibrierungen.

Tabelle 23: Arbeitsbereich und Linearitat ,,ZuchHafilet*

Analyt Arbei[t;gb/(areich Ar[bueét/slt())%rgi]ch ﬁ%gﬁ:?}gﬂsr_ F-Test nach Mandel
Ds 25,5-933,0 1,0-36,6 0,9998 linear
D, 73,9-933,0 2,9-36,6 0,9993 linear
(24R)-24,25(0H),Ds 76,4 -594,0 3,0-233 0,9998 linear
25(0OH)Ds 17,8-933,0 0,7 - 36,6 0,9993 linear
25(0OH)D, 48,4 - 933,0 1,9-36,6 0,9998 linear
1a,25(0OH),Ds 418 - 765 16,4 - 30,0 0,9999 linear
1a,25(0OH).D, 543 - 933 21,3 - 36,6 0,9983 linear
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Analyt Arbei[t;gb/(areich Ar[bueét/slt())%r(;i]ch lf((())ré?flif;it‘i;rzsr— F-Test nach Mandel
Ergosterol 530 - 1.940 20-80 0,9983 linear
7-DHC 170 - 1.960 10 - 60 0,9864 quadratisch*
Ergosterol (d3) 480 - 1.940 20-80 0,9983 linear
7-DHC (d3) 220-1.610 10 - 60 0,9864 quadratisch*

*aber: lineare Regression vertretbar
(d3): als ISTD Vitamin Ds-d3 (6, 19, 19-Ds) fiir 7-DHC bzw. Vitamin D,-d3 (6, 19, 19-D,) fur Ergosterol verwendet

Die Linearitat (Tabelle 23) ist fur die D-Vitamem® gesamten Arbeitsbereich gewéhrleistet. Dabei

zeigten sich keine Unterschiede innerhalb der Magsergange der einzelnen Analyten.

3.3.6 Nachweisgrenze/Bestimmungsgrenze/Erfassungsgrenze

Die Nachweisgrenze (NWG) eines Verfahrens stedit kdeinste nachweisbare Menge dar, wahrend
unter Bestimmungsgrenze (BG) die kleinste quarmgifitare Menge verstanden wird. Die
Mindestmenge, die mit einer vorgegebenen Wahrshtiekeit nachgewiesen werden kann, wird als
Erfassungsgrenze (EG) bezeichidétd].

Die analytischen Grenzen der Methode wurden UbgiSiignal-Rausch-Verhéltnis aus 12 unabhangig
aufgearbeiteten Proben (6 x Probe + Analyt; 6 rdBiiert) ermittelt. Nach Kromidas ist die
Nachweisgrenze als drei-fache, die Erfassungsgraiszeechs-fache und die Bestimmungsgrenze als

zehn-fache Rauschhdhe zur Retentionszeit der \Whmdefinier{154].

Tabelle 24: Kenndaten der Kalibrierung ,Zuchtladesf

Analyt NWG EG BG
[ug/100g]  [Mg/100g]  [ug/100d]
D3 0,3 0,6 1,0
D, 0,9 1,7 29
(24R)-24,25(0H),D3 0,9 1,8 3,0
25(0OH)Ds 0,2 0,4 0,7
25(0OH)D, 0,6 1,1 1,9
1a,25(0OH);Ds 4,9 9,8 16,4
1a,25(0H),D, 6,4 12,8 21,3
Ergosterol 6,2 12,4 20,7
7-DHC 2,0 4,0 6,6
Ergosterol (d3) 6 11 19
7-DHC (d3) 3 5 9

(d3): als ISTD Vitamin Ds-d3 (6, 19, 19-Ds) fuir 7-DHC bzw.
Vitamin D,-d3 (6, 19, 19-D,) fur Ergosterol verwendet

Die ermittelten Nachweisgrenzen sind nicht geeigmekleinste Vitamin D-Mengen in Lebensmitteln
zu erfassen. Dies gilt insbesondere fur die hydrestgn Strukturen. Gehalte an Vitamin [ Fisch
(Bsp. Kabeljau 0,5-6,9 ng/100 (p0], [51]), Eigelb (1,4-15 pg/100 d65]), Wildpilzen (Bsp.
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Pfifferling 1,2-63 pg/100 ¢80]) sowie angereicherten Produkten konnen jedoch ohne

Schwierigkeiten nachgewiesen werden (Siehe 2.2 &di).

3.3.7 Prazision

Die Prazision ist das Maf fur die zuféllige Stregider Ergebnisse eines Analysenverfah{@éB4].

3.3.7.1 Wiederholprazision (RSDr)

Unter Wiederholprazision wird die Prazision versiam die unter gleichen Bedingungen in kurzen
Zeitabstanden ermittelt wurde (dasselbe Verfahrdieselbe Probe, dasselbe Labor, derselbe
Bearbeiter, dieselbe Gerateausriistung). Die hignangorgehenden Ergebnisse missen unabhangig
voneinander seifil54]. Die Wiederholprazision wurde an drei Tagen aus fiis sechs unabhangig
aufgearbeiteten Proben in zwei verschiedenen Kdraenen innerhalb einer Serie unter

Wiederholbedingungen bestimmt (Tabelle 25).

3.3.7.2 Laborprazision (laborinterne Vergleichsprazision, RSDy)

Die Laborprazision beschreibt die Prazision von iElumgsergebnissen derselben Probe innerhalb
eines Labors, die unter gleichen Bedingungen bsubster Anderung eines Parameters ermittelt wird
[154]. Im Rahmen der Arbeit wurde die tagesverschiedeakorprazision der D-Vitamere in
Lachsfilets aus funf bis sechs unabhéngig aufgéatee Proben in zwei verschiedenen

Konzentrationen an drei Tagen untersucht.

Tabelle 25: Wiederhol- und Laborprézision ,Zuchtisfilet"

RSDr RSD+ RSDr RSD+
Analyt [%] [%] [%] [%]
6,6 ng/100 g 23,3 ug/100 g
Ds 3,2 4,3 7,6 8,8
D, 4,5 9,0 7,2 13,3
(24R)-24,25(0H),D3 14,1 25,9 9,9 13,7
25(0OH)Ds 4,9 6,8 3,8 7,5
25(0OH)D, 8,6 16,1 10,1 20,1
10,25(0H).Ds - - 13,0 23,0
10,25(0H).D. - - 16,1 20,5
14,0 pg/100 g 48,9 ng/100 g
Ergosterol - - 5,7 11
7-DHC 4,7 9,5 3,2 5,3
Ergosterol (d3) - - 11 47
7-DHC (d3) 10 28 15 35

(d3): als ISTD Vitamin Ds-d3 (6, 19, 19-Ds) fiir 7-DHC bzw. Vitamin D,-d3 (6, 19, 19-D,) fur Ergosterol verwendet

Laut Horwitz (1982) ist die Akzeptanz der relativBtandardabweichung abhangig vom Anteil des
Analyten in % in der Probe. Bei einem Anteil vori@0 pg/100 g (0,01-1 ppm) betragt die maximal

akzeptierte Streuung unter Wiederholbedingungenl?1% und unter Vergleichsbedingungen
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31-16 %[155]. Fur die D-Vitamere wurden gute bis befriedigeRulazisionsdaten sowohl innerhalb
(Wiederholprazision, RSP als auch zwischen den Serien (Laborprazision, {fgbmittelt. Dies
zeigt, dass das Verfahren fur die untersuchten t@rvere geeignet ist.

Die starken Schwankungen von uber 20 % zwischenS#ren bei den mehrfach-hydroxylierten
Metaboliten und den Vorlauferstrukturen Ergostédcd) und 7-Dehydrocholsterol (d3) geben einen
Hinweis auf eine geringere Reproduzierbarkeit filsse Strukturen. Deren Quantifizierung ist daher

mit einer grolReren Unsicherheit verbunden.

3.3.7.3 Messunsicherheit

Jeder Messwert ist mit einer Messunsicherheit lblehaEs werden zuféallige (messtechnisch
zuganglich) und systematische (unbekannte Abwemdin durch Abschéatzung zugénglich)
Unsicherheitsquellen unterschieden. Im Rahmen dalidiérung sollen lediglich die zufalligen

Messabweichungen mittels empirisch statistischefaieen abgeschéatzt werdgrb4].

Zur Ermittlung wurden finf bis sechs unabhangiggeafbeitete Proben in zwei verschiedenen
Konzentrationen innerhalb einer Serie an einem Taawplysiert. In Tabelle 26 sind die

Messunsicherheiten fir die einzelnen Analyten detedie. Sie liegen in einem akzeptablen Bereich.

Tabelle 26: Verfahrenskoeffizient und MessunsichirfZ uchtlachsfilet”

MW sD RSD Mes(s;g;isct;grheit MW sD RSD Mes(s;g;isct;grheit
pnayt | 01000l Gonoog pe IO gnoog poaoog me (P00
6,6 ng/100 g 23,3 ug/100 g
Ds 10,4 0,3 3,0 0,3 27,9 1,9 7,0 2,0
D, 6,8 0,3 3,8 0,3 24,3 1,6 6,6 1,7
24’2%?5)4')2[)3 6.8 0,9 13,3 1,0 26,7 2,4 9,2 2,6
25(0H)Ds 7,3 0,4 48 0,4 24,9 0,8 3,3 1,0
25(0H)D; 7,8 0,6 8,3 0,8 24,5 2,0 8,5 2,1
10,25(0H).D; ; ; - ; 24,2 0.8 12,8 3,3
10,25(0H)2D> ; ; - ; 27,4 44 14,0 46
14,0 pg/100 g 48,9 pg/100 g
Ergosterol - - - - 52,2 2,8 53 3,5
7-DHC 348,9 17,9 5,1 22,3 395,1 11,4 2,9 14,2
Erg(‘(’j%t)em' ; ; - ; 74 7 11 9
7'(33'3C 258 22 9 35 271 37 14 46

(d3): als ISTD Vitamin Ds-d3 (6, 19, 19-Ds) fir 7-DHC bzw. Vitamin D,-d3 (6, 19, 19-D,) fur Ergosterol verwendet
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3.3.8 Richtigkeit

3.3.8.1 Laborvergleichsuntersuchung

Im Rahmen der Validierung wurde die entwickelte Mete durch die Teilnahme an einem DRRR-
Ringversuch auf ihre Eignung zur Vitamin-Bestimmung in Milchpulver (REVP 13348) Uberprift.
Die Teilnahme konnte mit grof3em Erfolg abgeschlosserden.

Insgesamt waren zwei Proben (RM-MPV 9/10) auf ilWgamin D-Gehalt zu untersuchen, wobei die
Wahl des Analysenverfahrens den Teilnehmern fréggesvurde. Die statistische Auswertung der
Daten erfolgte anhand von drei verschiedenen Meudell(sensible Statistik mit/ohne
Ausreilereliminierung [Grubbs, ISO 5725], robustatiStik [Huber-Schatzer, Q - Methode]). Uber
deny? -Anpassungstest wurde die Qualitat der einzebtatistischen Verfahren tberpruft und das
sinnvollste zur Auswertung herangezogen. Fir dehegenden Ringversuch hatte sich die sensible
Statistik ohne AusreiRereliminierung qualifizieDie Laborleistung wurde lber z' - Score ermittelt,
welcher sich ausschliel3lich auf die Werte der Bdimer des Ringversuchs bezog. Zur Berechnung
des Besten Schatzwertesemwurden nur die Ergebnisse der Teilnehmer verwendiet mit der

Referenzanalytik (LC) bestimmt worden sind. Folger@leichung lag der z‘ - score -Auswertung

zugrunde:
, M — Mpegt m = Labormittelwert (Teilnehmer)
Z —score = - , Mpest= Bester Schatzwert fir den wahren Wert
ﬂ/sbest + Su Sest = Standardabweichung des Besten Schatzwertes

sw = Standardabweichung d. Homogenitéatstest defidds

Ein Ergebnis mit |z‘| < 2 wurde als zufriedenstadie Laborleistung bewertet und der Ringversuch

galt als bestanden. Die Ergebnisse des Ringversimmtisn Tabelle 27 dargestellt.

Tabelle 27: Ergebnisse des Ringversuchs REVP 13348

. Mittelwert . .
Probe Einzelwert 1 Einzelwert 2 M'tt'i%%rt m Mpest Standardae\ivg(l)chung z- Labore
[Ug g] [ug/lOO g] Sbest [ug g] score
1 12,5 11,8 11,8 11,59 +0,80 0,26 8
8,10 7,40 7,75 7,79 +0,52 -0,07 8

Die Ergebnisse des Ringversuchs zeigen, dass digestellte Methode ein leistungsfahiges

Instrument zur Bestimmung von Vitamin I Milchpulver darstellt.

3.3.8.2 Richtigkeit tiber Bestimmung der Wiederfindung

Zur Bestimmung der Richtigkeit eines Verfahrensrkdie Wiederfindung herangezogen werden. Sie
beschreibt das Verhéltnis des unter Wiederholbettiggn gemessenen Mittelwertes zum richtigen
Wert des Analyten in der Probé54]. Die Ermittlung erfolgte aus funf bis sechs unaigig

aufgearbeiteten Proben in zwei verschiedenen Kdrat@nen zum Lachsfilet. Um den natirlichen
Gehalt an D-Vitameren (Cholecalciferol, Ergoster@tDehydrocholesterol) zu beriicksichtigen,

wurden zusatzlich Blindwerte vermessen. In Tab2Besind die Ergebnisse der Wiederfindungen
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dargestellt. Es zeigte sich, dass die Wiederfindkmgzentrationsunabhéngig ist. Sie liegt fur die
meisten Analyten zwischen 90 und 120 % und damitdfé Spurenanalytik in einem akzeptablen
Bereich. Die grofen Abweichungen bei 7-Dehydroctetel sind auf die hohen Gehalte in der
Validierungsmatrix zurtickzufiihren (vgl. Anhang 1@.Wildlachs; Seite 111).

Tabelle 28: Wiederfindungsraten ,Zuchtlachsfilet”

Analyt 6,6 ng/100 g 23,3 ng/100 g
WF [%] SD [%] RSD [%] WF [%)] SD [%] RSD [%]
Ds 102 5 5 106 9 9
D, 105 10 10 100 6 6
24’2(2?3})_62% 90 9 10 110 10 9
25(0OH)Ds 104 7 7 103 2 2
25(0OH)D, 105 11 10 102 5 5
1a,25(0OH);Ds - - - 103 11 10
1a,25(0OH).D, - - - 116 16 14
14,0 pg/100 g 48,9 nug/100 g
Ergosterol - - - 103 7 7
7-DHC 107 50 46 120 41 33
Ergosterol (d3) - - - 109 24 22
7-DHC (d3) 185 68 37 160 85 55

(d3): als ISTD Vitamin Ds-d3 (6, 19, 19-Ds) fir 7-DHC bzw. Vitamin D,-d3 (6, 19, 19-D,) fur Ergosterol verwendet

Aus Tabelle 28 ist weiterhin zu entnehmen, dass ddieterierten Standards ihre entsprechende
Substanzgruppe gut reprasentieren (Siehe 4.2.& 88). Die Wiederfindungsraten der Vitamig-D
Gruppe stimmen mit den Werten der VitamigGruppe gut Uberein. Jedoch ist auch zu sehen, dass
Vitamin Ds-d; (6, 19, 19-B) und Vitamin B-d; (6, 19, 19-D) als interner Standard nicht fir die
Vorlauferstrukturen 7-Dehydrocholesterol und Ergosit geeignet sind. Daten, die auf dieser
Grundlage berechnet werden, sind als halbquantitati bewerten. In Abbildung 17 sind die
ermittelten Wiederfindungsraten von Zuchtlachs- Withlachsfiletproben nebeneinander aufgefihrt.
Obwohl es sich hierbei um verschiedene Matricesdélém der Zuchtlachs beispielsweise viel
fettreicher als der Wildlachs (Siehe 3.4.1.5; Sé#d.) war, sind die Wiederfindungen vergleichbar.

6,6 bzw. 14,0 ug/100 g 23,3 bzw. 48,9 ug/100 g
1 Lach:
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Abbildung 17: Wiederfindung des AnalysenverfahransBeispiel Wild- und Zuchtlachsfilet
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3.3.9 Zusammenfassung der Ergebnisse der Validierung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine laigdidhige Screening-Methode zur
Identifizierung und Quantifizierung von D-Vitameren verschiedenen Lebensmitteln (Lachs,
Wildlachs) mittels LC-MS/MS entwickelt. Die zu Begi der Validierung festgelegten Leistungs-
anforderungen an das Analysenverfahren wurden i@rneeisten Analyten weitestgehend erfullt.
Die Linearitat ist fur alle D-Vitamere im gesamt@rbeitsbereich (25,2 bis 1.940 pg/l) gewahrleistet.
Die Selektivitat und Spezifitdt der Methode werdals gegeben angesehen. Die ermittelten
Wiederfindungen lagen fir den Grof3teil der Analyteit Ausnahme von 7-Dehydrocholesterol (d3)
(160 bis 185 %) in einem akzeptablen Bereich vohi820 %, wobei die groRen Abweichungen bei
7-Dehydrocholesterol (d3) unter anderem auf dieehddrsprungsgehalte in der Validierungsmatrix
zurtckzufuhren sind. Die relative Wiederholpraaisischwankte zwischen 3,2 und 16,1 % fur
Zuchtlachs- und zwischen 2,6 und 14 % fur Wildldiddts wahrend die laborinterne Vergleichs-
prazision fur Zuchtlachs Werte von 4,3 bis 47 % @indWildlachsfilet 2,7 bis 44 % annahm. Die
starken Schwankungen von (ber 20 % zwischen deferSdrei den mehrfach-hydroxylierten
Metaboliten und den Vorlauferstrukturen Ergostéad) und 7-Dehydrocholsterol (d3) geben einen
Hinweis auf eine geringere Reproduzierbarkeit figsd Strukturen, weshalb deren Quantifizierung
mit einer grolReren Unsicherheit verbunden ist. BEgten auch die ermittelten Messunsicherheiten,
welche dennoch in einem akzeptablen Bereich lagahand der Wiederfindungsergebnisse wird
deutlich, dass Vitamin £d; (6, 19, 19-B) und Vitamin B-d; (6, 19, 19-BQ) nicht zur vollstandigen
Kompensation der Aufarbeitungsverluste und matdifigten Abweichungen fir 7-Dehydro-
cholesterol und Ergosterol geeignet sind. Folglidmnen fir Daten, die auf dieser Grundlage
berechnet worden sind, nur halbquantitative Aussagenacht werden.

Die Nachweisgrenzen, berechnet aus der dreifaclaeisdRhohe, ergaben fur Zuchtlachsfilet je nach
Analyt 0,2 bis 6,4 ng/100 g und fur Wildlachsfileé4 bis 8,7 ng/100 g. Als Bestimmungsgrenzen,
basierend auf der zehnfachen Rauschhéhe, wurdefasliettreichere Zuchtlachsfilet Werte zwischen
1,0 und 21,3 ng/100 g und fur Wildlachsfilet 1,21@8,9 ug/100 g ermittelt. Diese Ergebnisse liegen
oberhalb der Zielvorgaben und damit Giber den biphblizierten analytischen Grenzen verschiedener
Methoden (2.4.3), welche sich jedoch nur auf einziiei Vitamin D-Strukturen fokussieren.

Bei der vorliegenden Methode handelt es sich ura 8icreening-Methode, mit der in kiirzester Zeit
eine Vielzahl an unterschiedlichen Lebensmitteld @roben/d) auf neun Vitamin D-Strukturen
untersucht werden kann. Aus der Literatur bekanatalysenverfahren sind mit erheblichem
Mehraufwand verbunden. So werden oftmals vor dgerglichen analytischen Bestimmung der
D-Vitamere (semi-)praparative HPLC-Schritte durdkipet (Siehe 2.4.3.2; Seite 18 f.). Vergleichbare

Methoden untersuchen deutlich weniger Strukturemé&eHalfte des Probenvolumefib1].

Das breite Spektrum an Zielanalyten in Kombinatiwheinem hohen Probendurchsatz geht mit einer

Verringerung der Empfindlichkeit der Gesamtmethaiigher. Um die nétige Empfindlichkeit fur
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einzelne D-Vitamere im Bereich unterhalb der Nadbgrenzen zu gewahrleisten, muss eine

zusatzliche Identifizierungsmethode eingesetzt arerd

Die Praxistauglichkeit der entwickelten Methode eurdurch die Untersuchung von tber 1.500
Lebensmitteln belegt. Bei Gber 900 Proben handsiteich um verschiedene Gewebe (Fleisch, Haut,
Intestinalfett, Leber) von Aal, Forelle, Karpfen duZander, die im Zuge des Verbundprojektes
aufgearbeitet und vermessen wurden. Die Ergebsiagenicht Bestandteil dieser Arbeit und werden

an anderer Stelle veroffentlicht.

3.3.9.1 Identifizierungsmethode

Die Identifizierungsmethode enthielt zwei zusatelic Aufarbeitungsschritte: Fraktionierung der
Zielanalyten mittels analytischer HPLC (DAD) und rivatisierung der einzelnen Fraktionen mit
PTAD. AnschlieRend erfolgte die Messung am LC-MS/(B&he 4.2.4; Seite 86). In Abbildung 18
sind die Chromatogramme von Vitamin, nd dem entsprechend deuterierten Standard einer
aufgearbeiteten Hefeprobe ohne (links) und mith@gcldentifizierungsmethode dargestellt. Beim
derivatisierten Vitamin B (Aufarbeitung mit Identifizierungsmethode) wurdediglich das grofte

Isomer zum Vergleich herangezogen.

Aufarbeitung ohne Identifizierungsmethode Aufarbeitung mit Identifizierungsmethode
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Abbildung 18: Vitamin Q und deuterierter Standard einer Hefeprobe ohmés{liund mit (rechts)
Identifizierungsmethode

Aus den Abbildungen ist zu erkennen, dass ein @ilofder Stérsubstanzen durch die
Identifizierungsmethode abgetrennt wurde und dexhlieRende Derivatisierung das Signal-Rausch-
Verhdltnis des Vitamin P deutlich verbessert hat. Der Fraktionierungsschwiar hierbei von

entscheidender Bedeutung, da er die Derivatisierdag einzelnen D-Vitamere in der Probe
ermoglichte (Siehe 3.1.6; Seite 34 f.). Aufgrund dmit verbundenen Arbeitsaufwandes ist die

Identifizierungsmethode jedoch nicht fir Routineswegen geeignet.
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3.3.9.2 Biologische Proben

Wahrend der Methodenentwicklung zur Identifizierungd Quantifizierung von Vitamin D in

Lebensmitteln wurden auch Versuche zum Einsatz dedahrens in biologischen Matrices

durchgefihrt. Im Gegensatz zu Lebensmitteln wutdelogische Proben nicht verseift, sondern einer
Proteinfallung unterzogen. Nach Abtrennung der dnet erfolgte eine Festphasenextraktion
(Reversed-Phase) und eine Derivatisierung mit PTwWbraus sich ein empfindlicher Nachweis der
D-Vitamere im Spurenbereich ergab. Die aufgeartsitéProben wurden mit einer modifizierten
LC-MS/MS-Methode vermessen. Die Aufarbeitung unel €inzelnen Messparameter sind detailliert
in Anhang 10.3 (Seite 115 f.) aufgefihrt. In Abhitdy 19 und Abbildung 20 sind die Chromato-

gramme eines derivatisierten Mischstandards urer @infgearbeiteten Blutserum-Probe dargestellt.
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Abbildung 19: LC-MS/MS-Chromatotgramm eines deiisiatten Mischstandards
a (24R)-24,25-(OH)D;_PTAD;b 10,25(0OH}D;_PTAD; ¢ 10,25(0OH}D, PTAD;
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Abbildung 20: LC-MS/MS-Chromatotgramm einer derisi@rten Blutserumprobe
d 25(0OH)D;_PTAD;g D3 PTAD;i 7-DHC_PTAD

Im Blutserum konnten 25(OHYD Vitamin D; und 7-Dehydrocholesterol analysiert werden. Die
Nachweisgrenzen, berechnet aus der dreifachen Raifse, ergaben je nach Analyt 0,4 bis 25 ng/ml
bzw. 0,04 bis 2,7 ug/100 g (Siehe Anhang 10.3.5teSEL6) und liegen deutlich unterhalb den
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ermittelten analytischen Grenzen der Methode zirehemittelbestimmung. Dennoch sind sie nicht
ausreichend um beispielsweise,25(OH)}D; in Blutserum (0,018 ng/ml) zu erfassen (NWG: 1,1
ng/ml), so dass an dieser Stelle weiterer Optimigsbedarf besteht (Siehe Anhang 10.3.5; Seite 116).
Im Vergleich mit den zurzeit auf dem Markt existieden kommerziell erhaltlichen Reagenzienkits
(Bsp. Chromsystem, Minchen, Deutschland) ist drgestellte Methode zur Vitamin D-Bestimmung
in biologischen Proben aufgrund des Arbeitsaufwanded des geringen Probendurchsatzes

(ca. 12 Proben/d) nicht flr eine Routinemessuniggee

3.4 Vitamin D in Lebensmitteln

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 650 Lebwttel mit der optimierten Methode auf ihren

Gehalt an Vitamin D untersucht. Die Auswahl deranalysierenden Proben erfolgte anhand der
Ergebnisse der Nationalen Verzehrsstudie 1l (NVE [1], welche die aktuellsten Daten zum

Lebensmittelverzehr und zum Ern&hrungsverhalten dkutschen Bevoélkerung beinhalten, im

Zusammenhang mit den aus der Literatur bekanntéamii D-Gehalten. In Tabelle 29 ist der

mittlere Beitrag einzelner Lebensmittelgruppen taglichen Zufuhr von Vitamin D bei Mannern und

Frauen zusammengefaq4466]. Gerichte aus Fleisch sind in dieser Tabelle nicitt aufgefiihrt,

liefern laut NVS Il aber ebenfalls einen Beitrag ¥itamin D-Versorgundl] .

Tabelle 29: Beitrag einzelner Lebensmittelgruppen\gtamin D-Zufuhr[156]

Lebensmittel Manner Frauen
[Lg/Tag] [ug/Tag]

Fisch, Fischerzeugnisse, Krusten - und Schalentiere
(Salz- und SuRwasserfische, Garnelen, Muscheln, Schnecken, verarbeitete 14 0,8
Produkte wie Kaviar, Fischkonserven)
Milch- und Milcherzeugnisse 0.4 03
(inkl. Joghurt, (saure) Sahne, Schmand, Buttermilch, Kefir, Molke, Kase, Quark) ' '
Eier
(inkl. zubereitete Eier [Rihrei, Spiegelei, gekochtes Ei, Eier in Speisen; 0,3 0,3
nicht: Eier in Backwaren, Suppen, Sof3en])
Tierische Fette (inkl. Butter) 0,2 0,1
Pflanzliche Fette (Margarine) 0,3 0,2
Gemuse 01 0.1
(inkl. Pilzen, Hulsenfruchten, Tiefkilhigemuse und Gemuseerzeugnissen) ' '
Backwaren
(Kuchen, Torten, Gebéack, Pikante Backwaren [gefillite Blatterteigtaschen, 03 03
Késestangen], Knabberartikel [Salzgebéack, Erdnussflips, Pizzakréacker, Tortilla ' '
Chips])
Getreide 01 01
(Getreide, Mehle, Reis, verarbeitete Produkte [Cerealien, Teigwaren, Popcorn]) ' '
SiuRwaren 01 01
(SuRigkeiten, Speiseeis, Cremes, SuRspeisen, Getrankepulver- und Granulate) ' '

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Vitamin Dednichungen fir die einzelnen
Lebensmittelgruppen vorgestellt. In den Tabellerd geweils der niedrigste, hochste und mittlere

Gehalt aufgefuhrt. Die angegebenen Daten der Rroiie Ergosterol und 7-Dehydrocholesterol sind
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als halbquantitativ zu bewerten. Die in Klammergegebenen Zahlen verweisen auf die Anzahl der
Proben, in denen der entsprechende Analyt nachgewigzw. quantifiziert wurde. D-Vitamere, die in
keinem der untersuchten Lebensmittel innerhalbGteppen nachgewiesen werden konnten, blieben

in den Tabellen unberucksichtigt.

3.4.1 Fisch

Fisch und Fischprodukte stellen laut NVS Il (2088) Hauptquelle fir exogen zugefihrtes Vitamin D
dar (vgl. Tabelle 29). Aus diesem Grund wurden cleelene Fische bzw. Krustentiere (Seelachs,
Hering, Lachs [Zucht-/Wildlachs], Thunfisch, Parnigas Kabeljau, ScholleTilapia, Garnelen) sowie
eine Auswahl an Fischprodukten (Heringskonserveth Marinaden, Thunfischkonserven) auf ihren

Vitamin D-Gehalt untersucht.

3.4.1.1 Native Fischproben

Insgesamt wurden 178 unverarbeitete FischfiletsKndtentiere aufgearbeitet und vermessen (frisch/
tiefgefroren). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3@gefiihrt. Abbildung 21 gibt die Verteilung von
Vitamin D; (@), die entsprechenden Mittelwertam () sowie d@tandardabweichungen in den

einzelnen Fischen bzw. Krustentieren wieder.

Tabelle 30: Gehalte an D-Vitameren in unverarbeitdétischen und Krustentieren

n Ds 25(0OH)Ds 7-DHC Ergo
_ [1g/100 g] [1g/100 g] [1g/100 g] [1g/100 g]
Fischfilet
min. max. MW min. max. MW min. max. MW min. max. MW
Alaska- 30
Seelachs 20 n.n. n.n 16 61 (20) n.n.
. 9 50
Herin 7 7,0 13,3 n.n. 10 130 n.n.
g (5) (5)
Zuchtlachs 5 <0,7 0,8 180
(samosalar) | 0| 22 95 o) | o) YO (9 | 80 0 (g n.n.
. 11 <1,2 <6 40
Wildlachs 52 4,0 42,8 : - - 90 n.n
(52) (4) (3) (49)
) <1 6 <9 15
Thunfisch 9 10,3 n.n. 20 n.n.
(1) (7) (2) (2)
. <9
Pangasius 11 n. n. n. n. - - n. n.
9 )
. <1 2,4 20
Kabeljau 10 2,4 , n. n. 10 60 n.n
: 2) (1) (8)
<1 4 200 <6
Scholle 8 8,0 n.n. 50 550
(1) (6) (8) (2)
- 20 <0,7 60 <6 <20
Tilapia 10 | 13,3 40,0 . - - 20 120
P (10 | @ 1w | O @
60 <20 25
Garnelen 11 n.n. n.n. 40 80 30
(11) (7) (4)
n. n. nicht nachweisbar BG (Ds): 1 ug/100 g; BG (25Dg): 0,7 ug/100 g; BG (7-DHC): 9 pg/100 g; NWG (Ergo): 6 pg/100 g;

BG (Ergo): 20 png/100 g; BG (25Ds, Wildlachs): 1,2 pg/100 g; BG (7-DHC, Wildlachs): 6 pg/100 g
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Abbildung 21: Gehalte an Vitaminsn unverarbeiteten Fischen und Krustentieren

Cholecalciferolkonnte in Hering, Lachs, Thunfisch, Kabeljau, S&haind Tilapia bestimmt werden.
Die mittleren Gehalte schwankten zwischen 2,4 un@ @100 g. Die hochsten VitaminkCMengen
wurden in Wildlachs (42,8 ug/100 g) umdapia (40,0 ug/100 g) ermittelt.

25-Hydroxycholecaciferol wurde in eindrilapia-Probe und einigen Lachsfischen nachgewiesen,
wobei der Metabolit haufiger in Zuchtlachs- aldfiidlachsfilets vorkam.

7-Dehydrocholesterol konnte in fast allen Fischartsnd den Krustentieren in unterschiedlichen
Mengen (< 6-550 pug/100 g) bestimmt werden, wahiemgbsterol ausschliel3lich in SchollElapia
und Garnelen (roh, geschélt) zu finden war. In 8ehond Tilapia lagen die Ergosterol-Gehalte
teilweise unterhalb der Nachweisgrenze, so dassisider Identifizierungsmethode bestatigt werden
mussten. Das haufige Auftreten des Provitamjnirbden Garnelen (11/11) und dem Tilapia (9/10)
lasst darauf schlieBen, dass es natlrlicherweisali@sen Organismen vorkommt und nicht
produktionsbedingt verursacht wurde.

Die vorliegenden Ergebnisse stimmen weitestgehehden Referenzwerten aus der Literatur Uberein
(Siehe 2.2.1; Seite 6 f.). Bei den Literaturwerfi@nHering ist zu bertcksichtigen, dass diese aigh
den essbaren Teil (Filet und Haut) des Fischesheni Die im Hering (Filet und Haut) ermittelten

Vitamin D-Gehalte sind in Tabelle 31 aufgefihrt.

3.4.1.2 Verarbeitete Fischprodukte

Als haufig im Handel zu findende verarbeitete Fmdadukte, wurden finf Herings- und sechs
Thunfischkonserven sowie neun marinierte bzw. ges® Heringe (Bismarckhering, Rollmops;
Matjes) untersucht.

In Tabelle 31 sind die ermittelten Vitamin D-Gelallusammengefasst. Abbildung 22 stellt die
Verteilung von Vitamin B (e ), die entsprechenden Mittelwertem ( ) sowiee dbtandard-

abweichungen in den einzelnen Fisch und Fischprtedudar.
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Tabelle 31: Gehalte an D-Vitameren in verarbeitetetsh unverarbeiteten Fischprodukten

n D3 7-DHC Ergo
. [Hg/100 g] [Hg/100 g] [Hg/100 g]
Fisch
min. max. MW min. max. MW min. max. MW
Hering, Fisch*
. 30 70
unverarbeitet 7 13,2 51,3 11 200 n. n.
(7) (7)
15 110
Konserve 5 4,2 30,7 50 170 n. n.
() (5)
Marinade/ gesalzen 9 13,7 50,8 30 16 210 110 n. n.
)] (9
Thunfisch, Filet
. <1 6 <9 20
unverarbeitet 9 10,3 20 n. n.
(1) (7) (3) (1)
1,6 25 32
Konserve 6 1 2,2 i 22 29 25 38
(2) (3) (2)
*bezieht sich auf essbaren Teil (Filet und Haut) n. n. nicht nachweisbar
BG (Ds): 1 pug/100 g; BG (7-DHC): 9 pg/100 g
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Abbildung 22: Gehalte an Vitaminsn verarbeiteten und unverarbeiteten (uv.) Hebimg. Thunfisch

Der Vergleich der nativen Heringsproben mit den $@wmen zeigt, dass die unverarbeiteten Heringe
(Haut und Filet) im Mittel hohere Gehalte an Chaleiferol (30 pg/100 g) aufwiesen als die
konservierten Produkte (15 pg/100g). Im Gegensizu stimmte der Vitamin $Gehalt in
marinierten Heringsproben mit dem der nativen Fasiberein. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass
marinierte bzw. gesalzene Heringe (Rollmops, Matjes Unterschied zu den Konserven, fir die
Haltbarmachung nicht erhitzt werden. Ein &hnlicBad zeigte sich bei den nativen und konservierten
Thunfischfilets. Die unverarbeiteten Fische wies#men drei-fach hoheren Cholecalciferol-Gehalt
(6 po/100 g) auf als die konservierten (2 pg/100gpn diesen zur Haltbarmachung erhitzten
Produkten war in lediglich zwei von sechs unterserchilets Vitamin @ zu finden. Die ermittelten

Werte stimmen mit denen aus der Literatur (Thuhfisoiserve: 1,68 ug/100[§0]) Uberein.
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7-Dehydrocholesterol konnte sowohl in nativen alscha in verarbeiteten Herings- bzw.
Thunfischproben nachgewiesen werden. Hierbei dtehiedie verarbeiteten Produkte im Mittel
hohere Gehalte als die nativen. Moglicherweiseetnageitere Zutaten im verarbeiteten Produkt zum
Gesamt-7-Dehydrocholesterolgehalt bei.

Ergosterol konnte in zwei der sechs untersuchtemfi$sthkonserven nachgewiesen werden. Bei einer
handelte es sich um ,Thunfisch in Sonnenblumenél“der anderen um , Thunfisch naturale“. Da in
den unverarbeiteten Thunfisch kein Ergosterol gddmnwurde, ist anzunehmen, dass der Gehalt
entweder Uber andere Zutaten in die Konserven gedander auf Hefen und Schimmelpilze
(Bestandteil der Membran) zuriickzufihren ist. Geden Fremdeintrag durch andere Bestandteile
spricht, dass im ,Thunfisch naturale” auler Wasged Salz keine weiteren Zutaten verwendet
wurden und gegen den Eintrag durch Mikroorganismaess Konserven weitestgehend durch
spezielle Konservierungsmethoden vor mikrobiellardérb geschitzt sind. Aufgrund der Datenlage

ist der Ursprung des Ergosterolgehaltes in dendProlicht feststellbar.

3.4.1.3 Gehalte an D-Vitameren in verschiedenen Geweben

Bei getrennter Betrachtung von Heringshaut undet-fi{Tabelle 32) in verarbeiteten und
unverarbeiteten Produkten ist zu erkennen, dasteinHaut unabhéangig von der Verarbeitung im
Mittel hohere Gehalte an VitamingRu finden waren als in den Filetproben. Die Hautanarbeiteter

Heringe (40 ng/100 g) zeigte dabei gegenuber demi@den bzw. gesalzen Proben (30 pg/100 g)

leicht erhdhte Gehalte auf. Diese Differenz ishhggnifikant.

Tabelle 32: Gehalte an D-Vitameren in verschiede@aweben verarbeiteter und unverarbeiteter

Fischproben
N Ds 25(0OH)Ds 7-DHC Ergo
Fisch [Hg/100 g] [Hg/100 g] [1g/100 g] [Hg/100 g]
min.  max. MW min.  max. MW min.  max. MW min.  max. MW
Hering, Filet
unverarbeitet 7 7,0 13,3 9 n.n 10 130 50 n.n
' ' (5) ' (5) o
Marinade/ 12 60 <6
gesalzen 9 44 167 (9) n-n 10 120 (7) (4)
Hering, Haut
. 40 27 <20
unverarbeitet 6 17,7 61,3 n. n. 22 32
(6) (5) (1)
Marinade/ 30 80 <6 <20
gesalzen 9 13,8 50,1 @) n. n. 20 190 @8) (4) 1)

n. n. nicht nachweisbar

3.4.1.4 Lachs

NWG (Ergo): 6 ug/100 g; BG (Ergo): 20 ug/100 g

Lachs kann sowohl aus Aquakultur (Zuchtlachs) alshaaus natirlichen Quellen (Wildlachs)

stammen. Es wurden insgesamt 40 ZuchtlacBsinfo salay konventioneller sowie biologischer

Haltung und 52 Wildlachsfiletsprobe@igcorhynchus keta, Oncorhynchus gorbuscha, Oncahus
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nerka, Oncorhynchus s3mus dem Handel aufgearbeitet und vermessen. &idds Untersuchung

ermittelten Gehalte an D-Vitameren sind in Tab8Beviedergegeben.

Tabelle 33: Gehalte an D-Vitameren in Zucht- undd¥sichsen

n D3 25(0OH)Ds 7-DHC
[Hg/100 g] [Hg/100 g] [Hg/100 g]
Fischfilet

min. max. MW min. max. MW min. max. MW
5 <0,7 0,9 180

Zuchtlachs 40 2,2 9,5 . 1,0 i 80 330
(40) | (33) (6) (40)
6 <0,7 0,9 190

Salmo salar 36 2,2 9,5 ' 1,0 ) 80 330
(36) | (31) (4) (36)
. 5 <0,7 0,8 160

Salmo salar (Bio 4 3,6 5,8 . 0,8 i 100 230
(Bio) @ | @ ) )
. 11 <1,2 <6 40

Wildlachs 52 4,0 42,8 . - - 90
(52) (4) (3) (49)
18 <6 30

Oncorhynchus keta 15 7,7 42,8 n. n. 50
Y (15) ®3) (12)
Oncorhynchus 8 40
gorbuscha 31 4,0 16,8 (31) n. n. 10 90 (31)
Oncorhynchus 15 <1,2 21
nerka 4 13,9 16,2 ) @ - - 20 20 4)
Oncorhynchus 8,9 50

2 8,2 9,6 i n. n. 40 60
Ssp. (2) (2)

n. n. nicht nachweisbar BG (25Ds, Lachs): 0,7 pg/100 g; BG (25D3, Wildlachs): 1,2 ug/100 g;

BG (7-DHC, Wildlachs): 6 ug/100 g

Cholecalciferol konnte in allen untersuchten Lacbbpn nachgewiesen werden. Die Spannweite
reichte im Mittel von 2,2 bis 9,5 ng/100 g in Zuchhd von 4,0 bis 42,8 pg/100 g in Wildlachs.
Wildlachsfilets (11 pg/100 g) enthielten im Mittedbhere Gehalte an Vitaming@ls Zuchtlachsfilets

(5 no/100 g). Besonders hohe Vitamins-lengen wurden hierbei inOncorhynchus keta
(42,8 ng/100 g) ermittelt. Innerhalb der Zuchtlachsar kein Unterschied im Vitamingfsehalt
zwischen Fischen aus konventioneller (6 pg/100ng)hiologischer (5 ng/100 g) Haltung zu erfassen,
wobei die geringe Probenanzahl der ,Bio“-Lachsez(#perticksichtigen ist.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Vitamin Dber das Futter in die Fische gelangt und eine
Anreicherung Uber die Nahrungskette erfolgt (Sieh2.1; Seite 6 f.)58-61]. Lachsfische sind
Raubfische und stehen am Ende der Nahrungsketée.e®idghren sich von Kleinfischen, wie
beispielsweise Hering (Vitamin ;D30 ug/100 g; 7-DHC: 70 ug/100 g), Krebstieren @arnelen.
Kommerziell erhéltliches Fischfutter darf mit maxih¥5 g Vitamin R pro kg angereichert werden
(Siehe 2.3.2; Seite 14). Anhand der Daten wird ladytdass Wildlachse eine héhere Zufuhr an
Vitamin D Uber die Nahrung erreichen kdnnen, wasadimittelten Vitamin BGehalte erklart.
25-Hydroxycholecalciferol konnte in fast allen Ztlabhsproben (39/40) nachgewiesen werden,
wahrend es in Wildlachsen ausschlieflich in detudatOncorhynchus nerkaorkam. Hierbei ist die

geringe Probenzahl (4) zu bericksichtigen.
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7-Dehydrocholesterol trat in allen Lachsfischen. &l§ unpolarer Metabolit wird das Provitamin in
unpolarer Matrices, wie Fett, starker angereicladst im polaren Muskelgewebe, folglich ist es
verstarkt in den fettreichen Zuchtlachsen zu find&er mittlere Gehalt im Zuchtlachs- (180 pg/100 g)
lag etwa 4-fach hoher als bei Wildlachsfilet (40109 g).

Untersuchungen von Futtermittelproben fur Zuchtfescergaben 100 bis 500 pg 7-DHC und
1.300 bis 2.700 pg Ergosterol pro 100 g Futter. Di®HC-Mengen lassen sich daher, unter
Berucksichtigung der Gehalte im Hering, auch aafuditerschiedliche Futtermittelzusammensetzung
zurtckfihren. Im Gegensatz zum Provitamip Kbnnte Ergosterol jedoch in keiner Lachsprobe
nachgewiesen werden. Moglicherweise steht dies imsa@imenhang mit der geringeren
Bioverflgbarkeit von Vitamin Pin Fisch[49].

Neben den Einflissen Uber das Futter sind weit@ldoFen wie der Lebensraum und art- bzw.
stoffwechselspezifische Ursachen von Bedeutungzesgien die Untersuchungen von Ostermester
al. (2006), dass Lachsfische der GattiBgjmo salarLebensraum: Atlantik) unabhangig von ihren
Lebensbedingungen (Farm- und Wildlachs) ahnlichénaie an 7-Dehydrocholesterol enthielten.
Diese waren im Vergleich zu verschieder@mcorhynchusirten (Lebensraum: Pazifik) etwa zehn-
fach hohef51] (Siehe 2.2.1; Seite 7; Tabelle 1).

3.4.1.5 Uberprifung einer Korrelation zwischen Vitamin D- und Fett-Gehalt in Lachsproben

Mattila et al. veréffentlichten 1997 eine Studie, in der untedexem ein moéglicher Zusammenhang
zwischen dem Vitamin P und Fettgehalt in Fischen untersucht wurde. D@énauswahl umfasste
Flussbarscl{Perca fluviatilig, Atlantischer HerindClupea harengus membjasnd Kleine Mardne
(Coregonus albulp aus verschiedenen Gewaéssern. Es konnte in digtselie keine Korrelation

zwischen dem Fett- und Vitamin{Gehalt festgestellt werdgA9] .

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden insgestiProben der Zuchtlachsgattuglmo salay
neun Proben der Wildlachsgatturfgncorhynchus ketaund 27 Proben der Wildlachsgattung
Oncorhynchus gorbuschauf ihren Fett- und Vitamin D-Gehalt untersucint. Tlabelle 34 sind die
Ergebnisse der Bestimmungen zusammengefasst.

Anhand der Daten wird ersichtlich, dass die Fetfjehder Zuchtlachsprobersglmo salay mit
durchschnittlich 14 % deutlich hdher lagen als der Wildlachsproben Gncorhynchusirten),
welche im Schnitt einen Fettgehalt von 2 % aufwiesBie Fettgehalte der Zuchtlachsproben
erstreckten sich tber einen Bereich von 5 bis 25&hrend die Fettgehalte der Wildlachsproben
zwischen 0,3 und 5,2 % lagen. Zwischen den Beraicimedenen sich die Fettgehalte der einzelnen

Gattungen befinden, bestanden nur marginale Urtieice.
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Tabelle 34: Vitamin D- und Fettgehalt in Zucht- uMildlachsfischfilets

. Ds 7-DHC Fett
[%] [%] [%]
Fisch
min. max. MW min. max. MW min. max. MW
Zuchtlachs,* 40 2 10 5+1 80 330 180 +20 5 25 14+2
gesamt
Wildlachs,**

Jesamt 42 2 19 9+1 10 90 40 + 10 0,3 5,2 210
O”C"Iizg‘c““s 9 8 19 13+3 10 50 20+ 10 0,3 1,2 08+0,.2
Oncorhynchus

Jorbuseha 27 2 12 7+1 10 90 40 + 10 0,4 24 1502

* alle Salmo salar, unabhéngig der Haltungsbedingungen
** alle Oncorhynchus (O. keta, O. gorbuscha, O. nerka, O. ssp.)

Um die Beziehung zwischen Vitamin D- und Fettgelmlit veranschaulichen, wurden die beiden

Grof3en in einem Diagramm (Abbildung 23) fur diezeinen Gattungen gegeneinander aufgetragen.

22
20 4 @® Oncorhynchus keta
[ A Oncorhynchus gorbuscha
18 4 B Salmo salar
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Abbildung 23: Zusammenhang zwischen Vitami ind Fettgehalt in Lachsfischen

Aus dem Diagramm ist zu entnehmen, dass die Zwttgtaoben eine hohe Varianz im Fett- bei
geringen Schwankungen des Vitamig®ehaltes aufweisen. Die Datenpunkte der Wildlachs-
gattungen liegen dagegen in engeren Gruppierungsnander.

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem VitabDynund Fettgehalt in Lachsfischfilets kann
nach Anwendung des t-Tests zur Prifung des Koiveakktoeffizienten (P = 95 %) ausgeschlossen
werden. Dies gilt sowohl fir Zucht- bzw. Wildlaciefs allgemein als auch fur Filets innerhalb der
WildlachsarterOncorhynchus ketandOncorhynchus gorbuscha

Dieses Resultat deckt sich mit den Ergebnissen Mattila et al. (1997), dass kein genereller
Zusammenhang zwischen dem Vitamin D- und dem Hmdtgen Fischen bestehi49]. Auch

innerhalb der Lachse ist eine solche Korrelatimmizu finden.
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Die Betrachtung der 7-Dehydrocholesterolgehalte Marbindung mit den Fettgehalten der
untersuchten Zuchtlachsfile&almo salarlasst einen Zusammenhang zwischen den beiden Groi3e
vermuten. Aufgrund der halbquantitativen Bestimmuigs Provitamins kann dieser jedoch nicht

eindeutig bestatigt werden.

3.4.2 Eier

Eigelb stellt eine wichtige naturliche Vitamin D-$&®urce dar. Insgesamt wurden 58 Eigelbproben
untersucht. Deren Auswahl bezog sich auf verschededaltungsarten (Freiland-, Boden-, private

Freilandhaltung) zu verschiedenen Zeitpunkten (@E@ikarz 2013; Juli/September 2011).

In Tabelle 35 und Tabelle 36 sind die gemittelteyelbnisse dargestellt. Abbildung 24 zeigt die

Verteilung von Vitamin @ (e ), die entsprechenden Mittelwertem ( ) sowiee dbtandard-

abweichungen in den einzelnen Eigelbproben.

Tabelle 35: Gehalte an D-Vitameren in Eigelb aus Menaten Februar und Méarz 2013

n D3 25(0H)Ds 7-DHC
/100 /100 /100
Eigelb [ug gl [ug gl [ug gl
min. max. MW min. max. MW min. max. MW
Bodenhaltung 10 2,9 5,5 4 n. g. (10) 10 30 14
(3) (10)
Freilandhaltung 10 2,4 5,7 3 n. g. (10) 10 70 20
@) (10)
Freilandhaltung, 3 30
privat I* 10 2,1 5,5 ®) n. g. (10) 10 80 (10)
Freilandhaltung, 2,4 30
privat II* 10 1,5 4,0 6) n. g. (10) 20 60 (10)
*verschiedene Halter n.g. nicht quantifizierbar

Vitamin D; konnte unabhangig von den Haltungsbedingungen démét in 24 der insgesamt 40
Eigelbproben aus dem Zeitraum Februar und Marzgesiesen werden. Hierbei enthielten Eigelbe
aus privater Haltung (3 ug/100 g bzw. 2,4 ug/10Gonliche Vitamin @-Gehalte wie die aus
kommerziellen Quellen (3 ug/100 g bzw. 4 ug/100Ach bei den industriell produzierten Eiern
zeigten die Cholecalciferolgehalte zwischen den Freiland- bzw. Bodenhaltung gewonnen
Eigelbproben keine signifikanten Differenzen.

Es existieren jedoch Unterschiede in der AnzahlPaoben, in denen VitaminsDnachgewiesen
werden konnte. So wurde in Eiern aus Freilandhgltonit sieben von zehn Proben deutlich &fter
Vitamin D; ermittelt als in Eiern aus Bodenhaltung (3/10).

Wie bereits in Kapitel 2.2.2 (Seite 9 f.) ndhe@atért, hat das Futter der Hihner einen bedeutenden
Einfluss auf den Vitamin D-Gehalt im Eige]B0-72]. Gesetzlich ist eine Anreicherung von bis zu
75 pg Vitamin Q pro kg Futter moglich (2.3.2, Seite 14). Laut Latier kann bei einem Zusatz von
62,5 pg Vitamin R pro kg Futter tGiber einen Zeitraum von vier WochienGholecalciferol-Gehalt im
Eigelb von 3,5 pg/100 g erreicht werd@g]. Diese Gehalte stimmen mit den ermittelten Wefien

Eier aus konventioneller Haltung Gberein.
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Verschiedene Untersuchungen haben bereits einensdésVitamin D-Abhangigkeit in Fleisch- und
Milchprodukten nachgewiesd88, 123]. Es ist somit denkbar, dass der Vitamigg&ehalt in Eigelb
von der UV-Bestrahlung der Hiihner beeinflusst wirdTabelle 36 sind die gemittelten Ergebnisse

der Vitamin D-Untersuchungen in Eigelb fir den gaim Juli und September 2011 dargestellt.

Tabelle 36: Gehalte an D-Vitameren in Eigelbprohes den Monaten Juli und September 2011

n Ds 25(0OH)Ds 7-DHC
. [Hg/100 g] [1g/100 g] [Hg/100 g]
Eigelb
min. max. MW min. max. MW min. max. MW
Bodenhaltung 10 | 21 51 (130) 08 15 (11’01) 300 600 ?1000)
Freilandhaltung, 19 2,1 600
privat 8 12,9 24,2 ®) 1,5 2,4 ®) 400 800 )

Februar/Mérz 2013 Juli/September 2011
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Abbildung 24: Gehalte an VitaminsOn Hihnereigelben aus verschiedenen Haltungsbedgen zu
verschiedenen Zeitpunkten (Februar/Marz 2013;Seitember 2011)

Wahrend zwischen den untersuchten Eigelben ausakdeibzw. Bodenhaltung aus dem Zeitraum
Februar bis Marz kein Unterschied im Vitamig-Gehalt nachzuweisen war, zeigten die Eigelbe aus
Freilandhaltung von Juli bis September deutlichdiéiNerte als die aus Bodenhaltung. Dies kénnte
im Zusammenhang mit der UVB-Strahlung stehen, midein Sommermonaten intensiv genug ist um
Vitamin D; zu synthetisieren.

25-Hydroxycholecalciferol konnte in den Eigelbprobaus dem Zeitraum Februar bis Marz 2013
identifiziert, jedoch mit der angewandten Methoddgeund von Matrixeinflissen nicht integriert
bzw. quantifiziert werden. Die 25(OH)ibehalte der Eigelbproben aus den Monaten Juli bis
September 2011 stimmen mit den Daten aus der titenar teilweise tberein (0,98 png/10068$]).

So wurden fiir die Eigelbproben aus Freilandhaltdagpelt so hohe Werte ermittelt. Aufgrund der
Datenlage (fehlende Angaben Uber Futtermittelzusamsetzung) ist es nicht moglich, eine Erklarung

dafir zu finden.
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7-Dehydrocholesterol konnte in allen Eigelbprobesstimmt werden, wobei die Werte aus den
Sommermonaten ca. 20-fach hoher lagen als im Wibknzeit sind keine Literaturangaben Gber den
7-DHC-Gehalt in Eigelb verfiigbar.

3.4.3 Speisepilze

Pilze stellen eine naturliche Quelle fur Vitamin, Bar. Insgesamt wurden 22 Speisepilz- und
12 Hefepilzproben (Backerhef&accharomyces cerevisjp@us dem Handel untersucht. Unter den
Speisepilzen befanden sich Kréuterseitlingeleurotus eryng)i Steinpilze (Boletus edulis
ChampignongAgaricus bisporus)Austernpilze(Pleurotus ostreatysund Pfifferlinge(Cantharellus
cibarius) Soweit es mdoglich war, wurden Hut und Stiel gatte analysiert und Uber das
Massenverhaltnis der durchschnittliche Vitamin Dh@eim Gesamtpilz bestimmt. In Tabelle 37 sind
die ermittelten Gehalte zusammengefasst. Abbildifhgeigt die Verteilung von Vitamin i e ), die

entsprechenden Mittelwerta( ) sowie die Standasgéchungen in den einzelnen Pilzen.

Tabelle 37: Gehalte an D-Vitameren in kommerzigidtlichen Speisepilzen und Hefen

n D, Ergo
Pilz [1g/100 g] [Hg/100 g]
min.  max. MW min. max. MW
Brauner Kréauterseitling, 4 16 26.4 10 3590 4.390 5.000
gesamt (4) (4)
6 4.000
Hut 4 3,1 12,8 2.620 6.800
(4) (4)
) <29 12 3.000
Stiel 5 ! 18,4 1.530 5.980
(3) (2) (5
Steinpilz, gesamt 3 10,7 20,0 14 6.120 7.160 6.500
(3) (3)
11 4.000
Hut 3 7,2 15 4.210 4.550
(3) (3)
. 7 3.000
Stiel 3 4,7 8,3 1.020 4.100
(3) (3)
. <29 6.000
Champignon, gesamt 4 . - - 2.410 8.180
pignen. 9 (4) (4)
<29 2.000
Hut 4 ! - - 1.050 3.600
(4) (4)
. <29 2.000
Stiel 4 * - - 450  2.770
(4) (4)
. <29 6 3.000
Austernpilz, gesamt 6 . 10 2.360 7.040
Pz, 9 (2) (3) (6)
) . 20 2.000
Pfifferling, gesamt 5 8 62,7 960 4.710
99 (5) (5)
Trockenbackhefe 10 n. g. 3.460 9.190 6(.;)(()))0
Backerhefe 2 n.q. 2610 3.060 2.({;())0

n. g. nicht quantifizierbar BG (Dy): 2,9 ug/100 g
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Abbildung 25: Gehalte an Vitamin,in Pilzen

Ergocalciferol konnte in allen Speisepilzen, mitsAahme einer Austernpilzprobe nachgewiesen und
teilweise quantifiziert werden. Die Gehalte vateger im Mittel zwischen < 2,9 und 20 pg/100 g.
Besonders hohe Vitamin,@Mengen wurden in einer Pfifferlingprobe ermittéd2,7 ug/100 g). Die
geringsten Gehalte an Vitamirp Qunterhalb der BG) wiesen Zuchtchampignofgaficus bisporus)
auf. Als am haufigsten auftretende Sterol in Pilkennte Ergosterol in allen Speisepilzproben in
hohen Mengen analysiert werden.

Die ermittelten Daten fir Vitamin Dentsprechen weitestgehend den Referenzwertenealsteratur
(2.2.3; Seite 10). Ausnahmen bildeten einige Amstend Steinpilzproben, fur die hdhere Werte
bestimmt wurden. Fir die Braunen KrauterseitlinBéerotus eryng), die der GattundPleurotus
angehdren, konnten keine Vergleichsdaten gefundedem.

Bei den Ergosterol-Gehalten traten erhebliche Bjsknzen auf. Wahrend in der Literatur zweistellige
Werte im mg/100 g-Bereich analysiert wurden, lagenGehalte im Rahmen der vorliegenden Studie
etwa zehn-fach niedriger. Obwohl es sich bei demitelten Werten nur um halbquantitative
Ergebnisse handelt, missen damit die Daten austdeatur kritisch betrachtet werden.

Bei Untersuchungen des Sterol- und Vitamip@ehalts von Speisepilzen beobachtete Madtlal.
(2002), dass sich die D-Vitamere innerhalb deskBrzers (Hut, Stiel) recht unterschiedlich vertejle
wobei die Differenz beim Provitamin weniger starksgepragt isf47]. In der vorliegenden Studie
wurden von einigen Pilzen (Kréuterseitling, StelimpiChampignon) Hut und Stiel getrennt
voneinander untersucht. Anhand der Ergebnisse kojeunch keine eindeutigen Aussagen dartber
getroffen werden, in welchem Teil des Pilzkdrpers gr6l3ten Vitamin D-Mengen auftreten. Laut
Mattila et al. (2002) enthalten die Hiute (10 pg/100 g) von witdvgchsenen Steinpilzen, aufgrund der
Exposition zum Sonnenlicht, hdhere Vitamin-Gehalte als der Stiel (2,5 ug/100 g). Dies konnte
anhand der vorliegenden Ergebnisse bestatigt werdebei der Unterschied jedoch als nicht

signifikant einzuschatzen ist. Bei den Krautergaj#n wiesen sowohl der Stiel als auch der Hut
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ahnlich grole Gehalte auf. Die ermittelten Datem dachtchampignons liegen unterhalb der
Bestimmungsgrenze und sind daher nicht fur eineheohuswertung geeignet.

Neben Speisepilzen wurden auch HefepilZ&adcharomyces cerevisjaaintersucht. Wie aus
Tabelle 37 ersichtlich, konnte in allen Backerhekengosterolermittelt werden. Wie zu erwarten,
zeigte sich dabei eine Differenz zwischen den gejatrockneten und den frischen Hefeproben.
Werden die Ergosterolgehalte der frischen Hefeprobef deren Trockenmasse (27 g/10[5d])
bezogen, ergeben sich 10.370 ug Ergosterol progl@ieser gegenlber der getrockneten Hefe
deutlich erhéhte Wert lasst sich mit der erhéhteff@echselaktivitat frischer Hefe begriinden.

In sechs der insgesamt 12 Proben konnten im Chogreahm dem Vitamin Pentsprechende Signale

beobachtet werden, welche mittels der Identifizigemethode bestétigt wurden.

3.4.4 Fleisch und Innereien

Gemal Art. 2 Nr. 3 der Verordnung (EG) Nr. 853/20@4/erbindung mit Anhang 1 Nr. 1 dieser
Verordnung werden unter dem Begriff ,Fleisch* ajleniel3baren Teile einschlief3lich Blut von Rind,
Schwein, Schaf, Ziege, Geflligel, Hasentieren sdiild zusammengefasst. Die Leitsatze fur Fleisch
und Fleischerzeugnisse des Deutschen Lebensmitadbudefinieren ,Fleisch* entsprechend des
EU- Hygienerechts. Diese Definition beinhaltet miahur die Skelettmuskulatur mitsamt dem
wesensgemal darin eingebetteten oder damit verbendeewebe (Fett- und Bindegewebe) sondern
auch Innereien.

Insgesamt wurden 112 Aufarbeitungen in der Kategéileisch und Innereien durchgefiihrt. Die
Auswahl umfasste neben 56 Muskelfleischproben (8ahwRind, Kalb, Lamm, Gefllgel [Pute,
Hahnchen] 38 Proben verschiedener Organe (Rind&lhs-, Kaninchen-, Puten-, Hahnchen-,
Schweineleber/-niere). Soweit es mdoglich war, warddeisch und Fett bzw. Fleisch und Haut

getrennt analysiert. Die ermittelten Ergebnissd sinTabelle 38 und Tabelle 39 zusammengefasst.

Tabelle 38: Gehalte an D-Vitameren in Fleisch

n Ds 25(0OH)D3 7-DHC Ergo
) [Hg/100 g] [1g/100 g] [Hg/100 g] [1g/100 g]
Fleisch
min. max. MW | min. max. MW min. max. MW min. max. MW
. <1,4 <48 <30 100 <6 15
Schwein 18 . ! - n. n. 170 30
(3) (1) (4) (2) (1) (5)
Héhnchen, 9 nn non <30 ) ) <6
Fleisch T o (4) (2)
Hahnchen, <14 <48 200 80 100
Haut 'l @ @ - n.n. 1000420 "y | 20 4060t (9)
<14
Pute 5 ! - - n.n. n. n. n.n.
(1)
Rind, < 4,8 <1,5 <51 <30 20
Fleisch 11 (2) i . (1) (1) N (1) - - 10 30 3)
Rind, <30 10
Fett 2 n.n. n.n 1) - - 10 10 )
Kalb, < 4,8 50
Eleisch 5 1) - - n.n. n. n. 30 70 (4)
Kalb, 1 <14 . ) <51 i ) <30 . ) i ) 1.100
Fett 1) 1) (1) 1)
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n D3 25(0H)Ds 7-DHC Ergo
/100 /100 /100 /100
Fleisch [ug gl [ug gl [ug gl [ug gl
min. max. MW | min. max. MW | min. max. MW min. max. MW
Lamm, g | <14 ) ) nn <30 B B B B 9
Fleisch (1) o (2) 1)
Lamm, <14 <30 50 20
Fett 6 @) - - n. n. ) 70 () 20 30 3)
n. n. nicht nachweisbar *auffalliger Wert NWG (Ds): 1,4 ug/100 g; BG (Ds): 4,8 pg/100 g;

NWG (25D3): 1,5 pg/100 g; BG (25Ds): 5,1 pug/100 g; BG (7-DHC): 30 pg/100 g; BG (Ergo): 6 pg/100 g

Vitamin Ds; konnte in sechs und 25-Hydroxycholecalciferol iwez von 74 Fleischproben
nachgewiesen werden. In 11 Chromatogrammen wurdgnal® als Vitamin B bzw.
25-Hydroxycholecalciferol identifiziert, wobei diermittelten Gehalte jedoch unterhalb der
Nachweisgrenzen lagen. Deren Abgleich (NWG: Vitabén1,4 ng/100 g; 25(0OH)D 1,5 png/100 g)

mit den Literaturdaten ergab, dass die Leistungspeater deutlich hoher als die Referenzwerte lagen
(vgl. 2.2.4; Seite 11, Tabelle 6).

7-Dehydrocholesterol und Ergosterol wurden wesgntiaufiger, vorwiegend in fettreichem Gewebe,
ermittelt. Dies fiel vor allem bei den Hahnchenmolauf, bei denen eine getrennte Untersuchung von
Haut und Fleisch erfolgte. Wie aus Tabelle 38 atkah, konnten im H&hnchenfleisch ahnliche
Gehalte an D-Vitameren wie in den anderen Fleisehanachgewiesen werden, wahrend in den
dazugehoérigen Hautproben hohe Gehalte an 7-DHC {80100 g) und Ergosterol (100 ug/100 g)
quantifiziert wurden. Der Grund hierfir liegt imtren Fettanteil der Haut gegentiber dem Fleisch. Die
unpolaren Sterole reichern sich daher verstarktumpolaren Hautgewebe an. Insbesondere bei
Geflugel beschrankt sich die Fettverteilung auf ideutunterschicht und dem Bauchraum, wahrend
das Fett im roten Muskelfleisch weitgehend gleicérteilt ist. Da Ergosterol ein wichtiger
Membranbestandteil von Hefen und Schimmelpilzenkishn der hohe Gehalt der Haut, welche die
nach auflen abgrenzende Gewebsschicht darstellth aluwcch den erhdhten Kontakt zu

Mikroorganismen gegentiber dem darunter liegendeisd erklart werden.

Vitamin D gelangt entweder Uber das Futter odeclilEigensynthese mittels UV-Strahlung in das
Fleisch von Schlachttieren. Unter den 11 analysieRindfleischproben, befanden sich zwei als ,Bio*
deklarierte Produkte. Beide enthielten 7-Dehydréesterol. In einer dieser Proben konnte
Cholecalciferol und 25-Hydroxycholecalciferchgewiesen werden.

Die spezifischen Vorschriften fur die 6kologischelbgische Produktion (Herkunft, Unterbringung,

Haltung, Futtermittel, Krankheitsvorsorge und tretiche Behandlung) sowie die Kennzeichnung
sind in der VO (EG) 899/2008 geregelt. Diese sehé ,artgerechte” Tierhaltung vor, welche eine u.
a. den Luft- und Lichtbedirfnissen angepasste Uritegung der Tiere vorsieht. Es ist somit denkbar,
dass die in der ,Bio“-Probe ermittelten Vitamin el&lte auf die gegeniber konventionell

produzieren Fleischproben héher standardisiertétuitgsbedingungen zurickzufihren sind.
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Innereien

Organe wie Leber und Niere sind fir den Vitamin Bt&bolismus in S&ugetieren zwingend
erforderlich. Aufgrund dessen wurden diese, sofe@m als Lebensmittel von Bedeutung waren,
untersucht. Die Auswahl umfasste 35 Leberproben verschiedenen Tieren (Pute, Hahnchen,
Kaninchen, Rind, Kalb, Schwein) sowie drei Niera@n vom Schwein. Die gemittelten Ergebnisse

sind in Tabelle 39 zu finden.

Tabelle 39: Gehalte an D-Vitameren in Innereien

n Ds 25(0OH)D3 7-DHC
/100 /100 /100
Fleisch [Hg gl [y gl [Hg gl
min. max. MW min. max. MW min. max. MW
Schwein, 14 | <22 ) ) <11 ) ) <31
Leber (8) (1) (1)
Schwein, <22
Niere 8 (1) n.n. n.n
Hahnchen, 7 <7,4 ) ) <3,7 nn
Leber (1) (3) '
Pute, 3 <22 <74 ) < 3,7 nn
Leber (1) (1) (1) '
Rind, <272
Leber 4 (1) n.n. n.n
Kalb, 5 | <272 ) ) non <31
Leber (1) T (1)
Kaninchen, 5 non <11 ) ) <31
Leber o (3) (1)

n. n. nicht nachgewiesen NWG (Ds): 2,2 ug/100 g; BG (Ds): 7,4 pg/100 g; NWG (25D3): 1,1 pg/100 g;
BG (25Ds): 3,7 pg/100 g; BG (7-DHC): 31 pg/100 g

Cholecalciferol konnte in zwei und 25-Hydroxychahxferol in vier Proben Puten- bzw.
Hahnchenleber nachgewiesen werden. In 16 Chronatogen wurden Signale als Vitamin ixw.
25(OH)D; identifiziert, deren Integration fuhrte jedoch @ehalten unterhalb der Nachweisgrenzen
(Vitamin Ds: 2,2 pg/100 g; 25(0OH)P 1,1 ng/100 g). Ein Abgleich der analytischen Gemmit den
Literaturdaten ergab, dass diese, wie im Muskslflei deutlich hoher als die Referenzwerte lagen
(vgl. 2.2.4; Seite 11, Tabelle 6).

Exogen zugefihrtes Vitamin D wird Uber den Darm ZAweber transportiert, daher existiert
moglicherweise ein Zusammenhang zwischen den imerfuttel zulassigen und den in den
Leberproben ermittelten Vitamin D-Gehalten. Dastdtutvon Masthiihnern kann im Vergleich zu
anderen Tierarten wesentlich hdhere Mengen an Yat&m(Vitamin D;: 0,125 pg/100 g, 25(OH)P
0,1 pg/100 g; Summe: 0,125 png/100 g) enthalternéS2e3.2; Seite 14; Tabelle 8). Demzufolge ist anzu

nehmen, dass die nachgewiesenen D-Vitamere in gadifther auf deren Futter zurlickzuftihren sind.

3.4.5 Milchprodukte

Insgesamt wurden 109 Milch und Milchprodukte aufge#det und vermessen. Die Auswahl an
Milchprodukten umfasste verschiedene Kasesorten Kédeerzeugnisse, Butter-, Rahm- und
Sauermilchprodukte, sowie verschiedene Milchsoriéne Ubersicht der erhaltenen Ergebnisse ist in
Tabelle 40 dargestellt.
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Tabelle 40: Gehalte an D-Vitameren in Milchprodukte

n D3 D, 7-DHC Ergo
. [1g/100 g] [1g/100 g] [Hg/100 g] [1g/100 g]
Milchprodukt
min. max. MW | min. max. MW | min. max. MW | min. max. MW
i 140 30
Hartkase 6 n. n. n. n. 60 280 30 32
(6) 3
s 110 30
Schnittkase 18 n. n. n. n. 70 140 20 40
(17) 2
S <0,9 <14 <45 <30 60 1.000
Weichkése 20 ! - - ’ ! - 110 670  2.270
(3) (2) (2) (7) (15) (20)
Frischkase/ 17 i <27 - <30 gg 60 | <11 25 20
-zubereitung I S (3) 13) | @3 410" )
Schmelzkéase/ 110 | <11 420 200
-zubereitung 15 n.n. n.n. 60 230 (15) | (7) 3.403"  (7)
Rahm-/
Sauermilch- <30 80 <11
erzeugnisse & 29 n.n. n.n. 2) 150 27 | a7
Kondensmilch
<
Milch 4 n. n. n. n. 30 - (317) n. n.
(3)
* angereichertes Produkt: Zusatz von 1,25 pg Cholecalciferol pro 100 g ‘auffalliger Wert  n. n. nicht nachgewiesen

NWG (Ds): 0,9 ng/100 g; BG (Ds): 2,9 pg/100 g; NWG (Dy): 1,4 pg/100 g, BG (7-DHC): 30 pg/100 g; BG (Ergo): 11 pg/100 g

Cholecalciferol konnte in einem und Ergocalcifarokwei Milcherzeugnissen nachgewiesen werden.
In weiteren funf Chromatogrammen wurden Signale\dlamin D; bzw. Vitamin ) identifiziert,
deren Integration filhrte jedoch zu Gehalten untbrtlar Nachweisgrenze (NWG £P 0,9 ug/100 g,
NWG (D.): 1,4 ug/100 g). Bei dem Vitamin s;Denthaltenden Produkt handelte es sich um eine
angereicherte Frischkasezubereitung. Vitamin Konnte ausschlieBlich in Weichk&asesorten
nachgewiesen werden. Die Provitamine 7-DHC und &sgol wurden wesentlich haufiger

identifiziert und quantifiziert. Nachfolgend wirdiedie einzelnen Milchprodukte naher eingegangen.

3.4.5.1 Hart-, Schnitt- und halbfester Schnittkése
Gemall 8§ 6 Absatz 1 der KaseV kann Kase je nach aipdwalt in der fettfreien Késemasse in
Gruppen eingeteilt werden. Insgesamt wurden sedgkébte, 15 Schnittkdse und drei halbfeste

Schnittkase (Butterkase) untersucht. In Tabellsidd die ermittelten Ergebnisse aufgefuhrt.

Tabelle 41: Gehalte an D-Vitameren in Hart-, Sdhoitd halbfesten Schnittkasen

n 7-DHC Ergo
Kase [Hg/100 g] [Hg/100 g]
min. max. MW min. max. MW
Hartkase
100 30
Emmentaler 4 60 170 30 30
4) (2)
160
Grana Padano 1 - - n. n.
(1)
. 180 32
Comteé 1 - -
(1) (1)
Schnittkase
110
Gouda 5 70 150 n. n.
(5)
120
Edamer 5 80 130 n. n.
(5)

n. n. nicht nachgewiesen
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n 7-DHC Ergo
Kase [Hg/100 g] [Hg/100 g]
min max. MW min max. MW
Schnittkase
- 80
Tilsiter 2 70 90 . n.
(2)
100 15
Leerdamer 2 80 130
(2) (1)
140
Maasdamer 1 . n.
(1)
Butterkase 3 80 130 ]('ég) .n.

n. n. nicht nachgewiesen

7-DHC wurde in allen Schnitt- bzw. Hartkdseproben dhnlichen Gehalten quantifiziert. Als

Bestandteil des ,tierischen" Stoffwechsels gelathag Provitamin P uber die Milch in den Kése. Es

konnten keine Vergleichswerte aus der Literatuugeéén werden.

Ergosterol trat lediglich in vier von 22 Proben.abéssen Gehalt ist vermutlich auf die Aktivitanvo

Hefen und Schimmelpilzen zurtickzufiihren.
Aus der Literatur ist bekannt, dass Kase Vitampudd 25(OH)Q enthalt (Siehe 2.2.4; Seite 12;

Tabelle 7). Die Referenzwerte liegen allerdingstiitduunter den Nachweisgrenzen der angewandten

Methode (NWG (B): 0,9 ng/100 g; NWG (250H] 0,5 pg/100 g).

3.4.5.2 Weichkase

Insgesamt wurden neun Weilschimmelkdse (u. a. CherenBrie), acht Blauschimmelkdse sowie

drei Weichkase, die sowohl Blau- als auch WeilR3sofeimenthielten, untersucht. Soweit es méglich

war, wurden Kern und Rinde getrennt analysiert ilipelr das Massenverhéltnis der durchschnittliche

Gehalt im Gesamtprodukt bestimmt. Die fir die vleisdenen Weichkasesorten ermittelten Werte

sind in Tabelle 42 zusammengefasst.

Tabelle 42: Gehalte an D-Vitameren in Weichkase

n D, 7-DHC Ergo
. [1g/100 g] [1g/100 g] [1g/100 g]
Weichkase
min max. MW | min max. MW min. max. MW
WeilRschimmel, <4,5 <30 70 900
gesamt 9 ) 1) 110 9) 690 1.020 9)
110 100
Kern 7 n.n. 70 140 30 320
(7) (7)
. <30 31 1.600
Rinde 9 n.n. 40 1.230 1.860
(6) (3) (9)
Blauschimmel <14 <45 <30 40 1.100
' 8 ’ ’ 50 670 2.270
gesamt (1) (1) (5) (3) (8)
Weil3- und
Blauschimmel, | 3 <&34 <(13)0 40 (32(; 1.000 1.170 1'(%?0
gesamt
32 800
Kern 3 n. n. 30 40 470 1.080
(3) (3)
. <30 32 1.200
Rinde 2 n.n 32 1020 1.340
(1) (1) (2)

n. n. nicht nachgewiesen

NWG (D,): 1,4 ng/100 g, BG (D5): 4,5 pg/100 g, BG (7-DHC): 30 pg/100 g
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Ergosterol wurde in allen Weichkaseschichten inemoliMengen ermittelt. Dies war insofern zu
erwarten, da Weichkase wahrend der Herstellungeliemit Edelschimmel (BspPenicillium
roqueforti Penicillium camembeiti welcher die Vitamin BVorstufe synthetisiert, versetzt wird. Die
Kaserinden enthielten, aufgrund des hoheren Arawilgdelschimmel, wesentlich grél3ere Mengen an
Ergosterol (1.200 bis 1.600 pg/100 g) als die Kgit@ bis 800 png/100 g). Die Umwandlung des
Ergosterols zum Vitamin Dkonnte nur in zwei der insgesamt 20 untersuchtexiciikaseproben
nachgewiesen werden. Dies ist auf die fehlendegghemische Umsetzung wéahrend der Reifung und
Lagerung (Lichtausschluss, niedrige Temperatures)Kdisegurtckzufihren.

Neben Ergosterol konnten in allen untersuchten Wgiseproben 7-Dehydrocholesterol
nachgewiesen werden. Aus der Tabelle ist zu entaehndass bei WeiRschimmelkase, der
augenscheinlich nur auf seiner Oberflache Edelstieghenthalt, der Gehalt an 7-DHC sich in Kern
und Rinde signifikant unterscheidet. Im Kern wae dlitamin D-Vorstufe in &hnlichen Mengen
(110 pg/100 g) zu finden wie in Schnitt- bzw. Hagk (110 bis 130 ug/100 g), wahrend die von
Schimmel bewachsenen &aufReren Schichten deutlichigerery-DHC (31 pg/100 g) aufwiesen.
Ahnliche Gehalte des ProvitaminsBvurden auch in den von Nutzpilzen besiedelten iBeem
anderer Weichkasesorten (Blauschimmelkadse [gesamgjchkése mit Weil3- und Blauschimmel
[Rinde, Kern]) analysiert (< 30 bis 40 pg/100 g).

3.4.5.3 Frischkase

Insgesamt wurden vier Frischkase bzw. Frischkasgeitingen, acht Speisequarksorten (Fettgehalt
20-40 % i. Tr.)) und eine Milchquarkmahlzeit untersti Die ermittelten Ergebnisse sind in
Tabelle 43 aufgeflhrt.

Tabelle 43: Gehalte an D-Vitameren in Frischkds znbereitungen

n D3 7-DHC Ergo
Frischkase [1g/100 g] [1g/100 g] [1g/100 g]
min.  max. MW min.  max. MW min.  max. MW
Frischkase 4 n. n. <30 100 ?30) n. n.
. « . <27 <30 37 16
Frischkasezubereitun 4 ! - - 37 - -
g (19 @®) &) (1)
. 60 <11 25
Speisequark 8 n.n. 40 90 25
peiseq (8) (3) 1)
. . 70 410
Milchquarkmabhlzeit 1 n.n. - - - -
a @) (1)
* angereichertes Produkt: Zusatz von 1,25 g Cholecalciferol pro 100 g n. n. nicht nachgewiesen

BG (Ds): 2,7 ng/100 g; BG (7-DHC): 30 pg/100 g; BG (Ergo): 11 ug/100 g

Laut 8 7 Absatz 1 in Verbindung mit Anlage 1 ders&¥ handelt es sich bei Speisequark um eine
Standardsorte der Gruppe Frischkdse. 7-Dehydrosteotdé konnte in allen Frischkésen
(einschliel3lich Speisequark) und deren Zubereiangeahnlichen Gehalten quantifiziert werden.
Diese betrugen in etwa die Halfte von Schnitt- b#artkdse (70 bis 180 pg/100 g), was den
Trockenmasseverhéaltnissen berechnet aus § 6 Aldsaler KéseV (Quark/Frischkése: <27 %;
Schnitt-/Hartkdse: 37 bis 44 %) entspricht. In seebn 17 untersuchten Proben wurde Ergosterol

nachgewiesen und damit 1,6-fach haufiger als inw@ersuchten Schnitt- bzw. Hartkésen (5/22). Der



Ergebnisse und Diskussion 74

Grund hierfor liegt im hohen Wassergehalt (> 73 #)n Frischkase, der infolge dessen
kontaminationsanfélliger, insbesondere gegeniib&rHend Schimmelpilzen, ist.

Der Ergosterolgehalt einer Probe war besonders @ihpg/100 g). Hierbei handelte es sich um eine
Milchquarkmabhlzeit, welche laut Deklaration nebeiichprodukten (Quark, Sahne) auch pflanzliche
Zutaten (modifizierte Stéarke, Kakao, Johannisbnotieehl) enthielt. Es ist anzunehmen, dass diese
einen Beitrag zum Gesamt-Ergosterolgehalt leisten.

Neben den Provitaminen konnte in einer angereieherErischkasezubereitung Vitaminz D
nachgewiesen werden. Der berechnete Cholecalciebhlt lag mit 1,9 ug/100 g unterhalb der
Bestimmungsgrenze (2,7 ug/100 g) und ist somitna$t gesichert zu bewerten. Die Erhéhung
gegenltber dem deklarierten Wert (1,25 pug/100 gt I&gch damit erklaren, dass bei instabilen
Vitaminen eine Anreichung um zusatzlich 50 % getenider Deklaration erlaubt ist, um den
angegebenen Vitamin D-Gehalt bis zum Erreichen Mieglesthaltbarkeitsdatums zu gewahrleisten
[98].

3.4.5.4 Schmelzkéase und -zubereitungen
Insgesamt wurden vier Schmelzkase, zehn Schmelalldseeitungen (eine mit Champignon) sowie

ein Brotaufstrich untersucht. Die ermittelten Engisbe sind in Tabelle 44 dargestellt.

Tabelle 44: Gehalte an D-Vitameren in SchmelzkdsbSchmelzkasezubereitungen

n 7-DHC Ergo
. [Hg/100 g] [Lg/100 g]
Erzeugnis
min. max. MW min. max. MW
« 120 100
Schmelzkéase 4 80 230 30 330
4 4
- . 100 <11 300
Schmelzkasezubereitun 8 60 220 420
9 ® | &)
Schmelzkéasezubereitung, 1 i i 90 ) i 30
Krauter Q) (1)
Schmelzkéasezubereitung, 1 i i 100 ) i 3.400
Champignon 1) (1)
. 80 <11
Brotaufstrich 1
(1) (1)

BG (Ergo): 11 pg/100 g

7-Dehydrocholesterol und Ergosterol konnten innafehmelzkdse und -zubereitungen nachgewiesen
werden. Schmelzkase sind laut 8 1 Absatz 4 Nr.deM§,Erzeugnisse, die [...] aus Kase, auch unter
Zusatz anderer Milcherzeugnisse, [...], hergestelihd.8 Davon =zu differenzieren sind
Schmelzkasezubereitungen, welche ,Erzeugnisseunier Zusatz anderer Milcherzeugnisse oder
beigegebener Lebensmittel aus Kase, aus Schmelzbdse aus Kase und Schmelzkase [...]
hergestellt sind“ (8 1 (4) Nr. 3 K&seV), darstell&iese Produktkategorie kann daher aus mehreren
Zutaten bestehen und verschiedene Zusammensetzungemisen. Hierbei fallen zwei Proben
bezuglich ihrer vergleichsweise hohen Ergosteratehauf (300 ug/100 gPber Abgleich mit den
Zutatenlisten der entsprechenden Produkte ergabs diéese pflanzliche Bestandteile (Starke,

Paprikaextrakt) enthielten, welche mdglicherweisem® Beitrag zum Gesamt-Ergosterolgehalt leisten.
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Dagegen spricht zun&chst, dass eine mit Krauteisetae Schmelzkasezubereitung keinen erhdhten
Ergosterolgehalt aufwies. Allerdings durfen Krauten Gegensatz zu anderen verwendeten
pflanzlichen Zutaten mittels Bestrahlung entkeiretden (8 1 (1) LMBestrV).

In einer Schmelzkéasezubereitung mit Champignon &eid sehr hoher Gehalt an Ergosterol ermittelt
(3.400 png/100 g), welcher jedoch im Bereich deChampignons ermittelten Werte lag (2.400 bis

8.200 pg/100 g).

3.4.5.5 Rahm-/Sauermilcherzeugnisse und Milchsorten
Insgesamt wurden 19 Rahm- und sechs Sauermilclggmase sowie acht Milchsorten untersucht. Die

ermittelten Ergebnisse sind in Tabelle 45 aufgefihr

Tabelle 45: Gehalte an D-Vitameren in Rahm- undeBaiicherzeugnissen

n 7-DHC Ergo
/100 /100
Erzeugnis [Hg gl [Hg gl
min. max. MW | min. max. MW
Rahmerzeugnisse
"""" Créme Fraiche/ Double/ | . | . .o 120 [ <11
Saure Sahne ! 70 190 ) (4)
50 <11
Kaffeesahne 4 40 60
4 (4)
100 | <11
Schlagsahne 8 60 140
9 ® | ©
Sauermilcherzeugnisse
R B B 7o e
Joghurt 6 30 50 ©6) n. n.
Milchsorten
. <30 40
Milch 4 40 n. n.
(3) (1)
. 70 <11
Kondensmilch 4 50 100
(4) (4)
n. n. nicht nachgewiesen NWG (7-DHC): 30 pg/100 g; BG (Ergo): 11 pg/100 g

7-Dehydrocholesterol konnte in allen und Ergosterd7 von 33 Proben nachgewiesen werden. Die
geringsten Gehalte an 7-DHC wurden in Milch (Fdiae 3,5-3,8 %) und Joghurt (Fettgehalt:
3,5-10 %) ermittelt. Kaffeesahne (Fettgehalt: 104)5und Kondensmilch (Fettgehalt: 7,5-15 %)
wiesen geringere 7-DHC-Mengen auf, als die fettreie Schlagsahne (Fettgehalt: 30 %). Diese
Ergebnisse bestétigen, dass unpolare Sterole leon & unpolarem Milieu vorkommen.

In der Literatur angegebene Referenzwerte fir MitaBs und 25-Hydroxycholecalciferol (Siehe
2.2.4; Seite 12; Tabelle 7) liegen deutlich untdritier Nachweisgrenzen der angewandten Methode
(NWG (Ds): 0,9 ug/100 g; NWG (250H 0,5 ng/100 g).
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3.4.6 Streichfette

Insgesamt wurden 27 Streichfette untersucht. Daruwren 17 tierischen und neun pflanzlichen
Ursprungs. Bei einer Probe handelte es sich ungemischtes Produkt. Die ermittelten Ergebnisse

sind in Tabelle 46 zusammengestellt.

Tabelle 46: Gehalte an D-Vitameren in Streichfetten

n D3 7-DHC Ergo
[1g/100 g] [1g/100 g] [Hg/100 g]
Fett
min. max. MW | min. max. MW | min. max. MW
270 | <20 26
Butter 14 n.n. 130 390 35
(15) | (M) (4)
Butterschmalz 1 n.n. - - 100 n. n.
1)
. . 200 163
Mischstreichfett 3 n. n. 100 250 - -
(3) (1)
Margarine 300
(ohne Zusatz) s n.n. n.n. 190 470 3)
Margarine 1 ) ) 4,2 nn ) ) 400
(mit 2,5 pg/100 g*) 1) o Q)
Margarine 8,5 300
(Mit 7,5 png/100 g*¥) 5 7,1 9,5 ®) n. n. 44 460 5)
*laut Deklaration n. n. nicht nachgewiesen BG (Ergo): 20 pg/100 g

7-Dehydrocholesterol wurde in allen tierischen Erdosterol in allen pflanzlichen Streichfetten mit
jeweils dhnlichen Gehalten quantifiziert. In But(Eettgehalt: ca. 82 %) konnte neben dem hdchsten
7-DHC-Gehalt (270 pg/100 g) als einziges tieriscResdukt auch Ergosterol ermittelt werden. Es
liegen keine Vergleichsdaten aus der LiteratudférProvitamine in Butter vor.

Das untersuchte Butterschmalz (Butterreinfett) teeigptz des gegentiber Butter erhdhten Fettgehaltes
(100 %) einen geringeren 7-DHC-Wert (100 pg/ 100Ey) ist anzunehmen, dass dieses im Rahmen
der Herstellung zusammen mit anderen Komponentave({&e) abgetrennt wurde. Bei Milchstreich-
fetten handelt es sich um Erzeugnisse aus pfldreliaind/ oder tierischen Fetten. Laut Artikel 115
der VO (EG) 1234/2007 in Verbindung mit Abschnilii. 2 des Anhangs XV dieser Verordnung und
Teil C Nr. 4 der Anlage zu XV darf der Milchfettailtbei Mischfetten zwischen 10 und 80 % des
Gesamtfettes betragen. Der gemittelte 7-DHC-Gdhgltei 200 pg/100 g und damit im erwarteten
Bereich. Bei einem Produkt handelte es sich um itieichfett mit Raps6l. In diesem wurde unter

anderem Ergosterol bestimmt.

In der Kategorie ,pflanzliche Fette* wurden ausgfRlich Margarineproben untersucht. Diese
Produktklasse wird haufig mit Vitamin D angereid¢h&Wie Tabelle 46 zu entnehmen, sind funf der
neun untersuchten Margarineproben mit VitaminvBrsetzt. Die ermittelten Cholecalciferolgehalte
liegen fast ausschliel3lich Gber den deklariertetardin D-Gehalten. In der Bekanntmachung vom
11.11.2004 ,Streichfetten mit Zusatz von Vitamin Zu Nr. 2004-041-00" ist festgelegt, dass der
Gehalt an Vitamin D 7,5 ug/100 g des Erzeugnisgd¥ fiberschreiten darf. Unter Berlcksichtigung

der gestatteten Anreicherung von maximal 50 % degegebenen Wertes als Ausgleich von



Ergebnisse und Diskussion 77

Lagerungsverlusterj98], weist nur noch das mit 2,5 pug/100 g deklariertedBkt einen leicht
erhohten Vitamin B-Gehalt (4 pg/100 g) auf.

3.4.7 Back-, Teig- und StRwaren

Laut der Nationalen Verzehrsstudie Il (2008) wer@ack- und Sulwaren als Vitamin D-liefernde
Lebensmittelgruppen angesehf}. Der Kategorie ,Backwaren* wurden im Rahmen deudgt
sowohl Back- (Kuchen, Kekse) als auch Getreidegyzisse (z.B. Teigwaren) zugeordnet. Es ist
anzunehmen, dass diese Produkte aufgrund ihretefutavie Sahne (Torten), Kése (K&sestangen),
Wurstwaren (gefullte Blatterteigtaschen) oder EugKen, Geback ect.) als Vitamin D-Lieferanten
gelten. In den meisten dieser untersuchten Beg@amdtonnte, mit Ausnahme von Eigelb, kein
Vitamin D nachgewiesen werden. Folglich wurden hséghlich Lebensmittel mit einem hohen

Eigehalt in die Probenauswahl ,Backwaren* aufgenemm

Insgesamt wurden vier Backwaren (Eierplatzcher@besn Teigwaren (Eiernudeln, -spatzle), zwei
SuRwaren (Pudding) und zwei Mehlproben auf ihretardin D-Gehalt untersucht. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 47 zusammengefasst.

Tabelle 47: Gehalte an D-Vitameren in Back-, TeRj#3waren und Eierlikdr

n 7-DHC Ergo
/100 /100
Produkt [Hg gl [Hg gl
min. max. MW min. max. MW
40 <20 30
Backwaren 4 30 60 30
(4) (3) (4)
. 50 <20 30
Teigwaren 7 50 60 40
9 ® | @ (4)
. 60 50
SuBwaren 2 60 70 - -
(2) (1)
Mehl 2 n. n. n. n.
n. n. nicht nachgewiesen BG (Ergo): 20 ng/100 g

Cholecalciferol konnte in keiner Probe nachgewiesenden. Der Grund hierfir liegt im geringen
Vollei-Anteil der Produkte (20 %, bestehend aus3a% Eigelb [4 pug B100 g; vgl. 3.4.2]). Derart
geringe Gehalte (0,2 ng/100 g) lassen sich mitvdeiegenden Methode (BG ¢p 1,0 pg/100 Q)
nicht quantifizieren.

7-Dehydrocholesterol wurde in allen Back-, SUR- maoch Teil auch in Teigwaren (5/7) mit &hnlichen
Gehalten bestimmt. Ergosterol konnte in neun voRtben quantifiziert werden. Das von Hefen und
Pilzen synthetisierte Provitamin kdnnte, wie bareitwahnt, Uber die pflanzlichen Inhaltsstoffe oder

produktionsbedingt eingebracht worden sein. UntdrsuMehlproben enthielten keine D-Vitamere.
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3.4.8 Zusammenfassung der Vitamin D-Zufuhr in Deutschland

Die Nationale Verzehrsstudie Il beinhaltet aktuelte reprasentative Daten zum Lebensmittelverzehr
und zum Erndhrungsverhalten der deutschen BevdigerDeren Berechnungsgrundlage stellt der
Bundeslebensmittelschliissel (BLS) dar, welcheronati zusammengestellte Nahrwertangaben tber
verschiedenste Lebensmittel unter Bertucksichtigumgn wissenschaftlicher Literatur und
internationalen Nahrstoffdatenbanken beinhdltetl56]. In Abbildung 26 sind die Hauptquellen fur
Vitamin D in Deutschland laut NVS Il (2008) und dien Rahmen der Arbeit ermittelten Daten
(Projektdaten) gegenibergestellt.

NVS I Projekt

mmm Fisch

= Fischgerichte
== Fleisch
—— Gemise
3 Milch & Kase
C— Eier

1 Fette

== Backwaren
mmm S{Rwaren

Abbildung 26: Hauptquellen fir Vitamin D in Deutsahd [%0]

Die Abbildung zeigt, dass Fisch bzw. Fischgericlgefolgt von Fetten und Eiern, entsprechend der
NVS II- bzw. der Projektdaten, die Hauptlieferantgém Vitamin D darstellen. Hierbei stammen
gemal der Projektdaten 65 % des Vitamin D aus Fisoth Fischgerichten, wahrend es laut NVS Il
ca. 52 % sind. Der Anteil von Eiern und Fetten an\dtamin D Zufuhr liegt bei beiden Datensatzen
im gleichen Bereich (ca. 11-12 %). Die KategorietfFenthalt sowohl die pflanzlichen als auch die
tierischen Fette. Bei der Berechnung der Proje&tdaturden die angereicherten Margarine-Proben
mit 50 % berucksichtigt.

Fleisch hat entsprechend der Projektdaten einetlidlethbéheren Einfluss auf die Vitamin D-
Gesamtversorgung als in der NVS Il (ca. 2 %) angegeObwohl in den untersuchten Fleischproben
und Innereien nur sehr geringe Vitamin D-Mengenhgawiesen werden konnten, tragen diese
aufgrund der hohen Verzehrsmenge wesentlich zusdvgung bei (ca. 12 %). 2011 wurden 89,2 kg
Fleisch pro Kopf in Deutschland verzef98]. Bei Fisch waren es hingegen nur 15,864 .

Den Projektdaten zufolge haben Milch- bzw. Milchqukte, Back- und Suf3waren praktisch keine
Bedeutung fir die tagliche Vitamin D-Zufuhr. Beirdgerechnung des Milch- und Milchprodukte-
Anteils blieben angereicherte Lebensmittel (Frisctgzubereitung; vgl. 3.4.5.3; Seite 73; Tabelle 43)
unbericksichtigt, so dass ungeachtet des hohenelasrzan Milch (2011: 53,6 kg/Kopf),
Milcherzeugnissen (2011: 85,4 kg/Kopf) und Kasel@®3,0 kg/Kopf) mit den vorliegenden Daten
keine Beteiligung am Gesamt-Vitamin D-Verzehr bbaret werden konnte[93-95]. Unter
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Verwendung der aus der Literatur bekannten Wegibtesich fir die Lebensmittelklasse Milch und
Kéase ein Anteil von ca. 25 %, was in etwa der dippeMenge der von der NVS Il angegebenen
Daten entspricht. Der Einfluss von Gemise an d&arMn D-Gesamtzufuhr ist laut der Projektdaten
deutlich geringer als von der NVS Il angenommeni. @& Berechnung wurden ausschlief3lich die
ermittelten Gehalte der untersuchten Champignonserelet, obwohl diese die geringsten Vitamin
D,-Gehalte aufwiesen (vgl. Kapitel 3.4.3; Seite 66yund hierfir war, dass Champignons den
Hauptanteil der verzehrten Speisepilze in der dbets Bevilkerung darstellen (2011: 1,7 kg
Pilz/Kopf, davon 1,5 kg Champign¢@7]).

Laut den Projektdaten betragt die mittlere VitamiZufuhr bei Mannern 2,5 pg/Tag und bei Frauen
1,9 ug/Tag. Dieses Resultat deckt sich weitestgehghden Ergebnissen der NVS Il-Studie (2008),
welche fir Manner eine Zufuhr von 2,9 ug/Tag undMicauen von 2,2 pg/Tag angibt (Median).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass VitagnimdDD; in nennenswerten Mengen nur in wenigen
Lebensmitteln vorkommen. Die Vorlauferstrukturemdsihingegen recht haufig, insbesondere in
fettreichen Produkten, zu finden. Hierbei ist deh@it an Ergosterol auf die Anwesenheit von Pilzen
zurtckzufuhren. Fisch bzw. Fischgerichte stellea Hiauptvitamin D-Quellen dar (bis zu 65 %;
Projektdaten). Weitere wichtige Vitamin D-Lieferantsind Eier und Fette, wobei der Fettanteil bei
der Vitamin D-Versorgung sich aus angereichertexdikten ergibt. In Fleisch und Milch bzw. deren
Erzeugnissen sind relativ geringe Mengen an Vitaienthalten. Deren Bedeutung fir die tagliche
Vitamin D-Zufuhr ist auf die hohe Verzehrsmengelmlkzufihren. Die Relevanz von Vitamin D-
Mengen, die uber andere Lebensmittel unter Berdbkgung der momentanen Ernahrungs-
gewohnheiten der deutschen Bevélkerung aufgenommeseeden, ist erndhrungsphysiologisch als
untergeordnet anzusehen. Insgesamt betragt didemmittvitamin D-Aufnahme bei Mannern
2,5 pg/Tag und bei Frauen 1,9 pg/Tag. Diese Zufigyt deutlich unterhalb der von der DGE
empfohlenen Menge von 20 pg/Tag (bei fehlender gader Synthesd®] . Generell ist die Vitamin
D-Versorgung Uber die Ernéahrung mit den Ublichesn d@m Handel stammenden Lebensmitteln nicht

geeignet, um eine adaquate Versorgung der deut&mgitkerung mit Vitamin D sicherzustellen.
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4 Experimenteller Tell

4.1 Chemikalien und Materialien

4.1.1 Chemikalien

Chemikalie Reinheit Hersteller CAS-Nr.
Ameisenséure 99 % Roth 64-18-6
Ammoniak ca.25% Grissing GmbH 1336-21-6
Ammoniumchlorid 99 % VEB Jenapharm 12125-02-9
Citronenséure 99 % Grissing GmbH 77-92-9
Ethanol 2 99.9% Roth 65-17-5
Ethylacetat 99,9 % Sigmal Aldrich 141-78-6
Hexan 295 % VWR 110-54-3
Isopropanol 99.9% (HPLC) Fluka 67-63-0
Kaliumhydroxid 85 % Griissing GmbH 1310-58-3
Methanol 2 99.9% (HPLC) Sigmal Aldrich 67-56-1
Natriumascorbat 299 % Grissing GmbH 134-03-2
n-Hexan 299 % Roth 110-54-3
Natriumsulfid (Nonahydrat) 298 % Sigma Aldrich 1313-84-4
4-Phenyl-1,2,4-triazolin-3,5-dion (PTAD) 97 % Sigma Aldrich 4233-33-4
Standard Reinheit Hersteller CAS-Nr.
7-Dehydrocholesterol 298 % Sigma Aldrich 434-16-2
(Zggg%dg‘écgg'g?tg;o'm 98 % Sigma Aldrich 388622-58-0
Ergosterol 295 % Sigma Aldrich 57-87-4
Cholecalciferol 298 % (HPLC) Sigma Aldrich 67-97-0
Cholecalciferol 6,19,19-d; 97 % Sigma Aldrich MFCD11656127*
Ergocalciferol 298 % Sigma Aldrich 50-14-6
Ergocalciferol 6,19,19-ds 97 % Sigma Aldrich 1217448-46-8
25-Hydroxyvitamin Ds 298 % (HPLC) Sigma Aldrich 19356-17-3
1la, 25-Dihydroxyvitamin D 297 % (HPLC) Sigma Aldrich 32222-06-3
1a, 25-Dihydroxyvitamin D3 6,19,19-d; 297 % Sigma Aldrich 128723-16-0
(24R)-24,25-Dihydroxyvitamin D 299 % (HPLC) Sigma Aldrich 55721-11-4
25-Hydroxyvitamin D, =298 % (HPLC) Sigma Aldrich 21343-40-8
25-Hydroxyvitamin D3 6,19,19-d3 297 % Sigma Aldrich MFCD11656128*
1la, 25-Dihydroxyvitamin D, 299 % (HPLC) Sigma Aldrich 60133-18-8

*MDL-Nummer

Soweit nicht anders angegeben, ist das verwendags&¥von bidestillierter Qualitat.
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4.1.2 Lo6sungen

Standard-L6sungen

Zur Herstellung der Standard-Lésungen wurden digijggen Substanzen, wie in den nachfolgenden
Tabellen aufgefiihrt, eingewogen, in Methanol geld@sti entsprechend verdinnt. Eine Ausnahme
bildeten 7-DHC und Ergosterol. Diese wurden zunéch&thylacetat gelost, von dieser Lésung ein
Aliquot abgenommen, das Ldsungsmittel bei 25 °Ceumtrgon-Strom verdampft, der Rickstand

anschlieend in Methanol aufgenommen und entspndatier Tabelle geldst.

Die Konzentrationsbestimmung der Standardlésungérigee teilweise photometrisch, indem die
Extinktion (E) der unbekannten Ldsungen bei 265 (B3)s) bzw. 282 nm (7-DHC, Ergosterol) in
Ethanol ermittelt wurde. Nach Umstellung des LamBeer'schen Gesetzes konnte die
Konzentration der Losung nach folgender Gleichueigbhnet werden:

Ez65/282 X M X 1.000 ¢ = molarer Extinktionskoeffizient

M = molare Masse
d = Schichtdicke der Kivette

cyp[mg/l] = e xd
Dieses Verfahren wurde fir Cholecalciferad € 18.460), Ergocalciferol¢( = 18.840) [88],

7-Dehydrocholesterole(= 11.300[157]) und Ergosterolg = 11.900[47]) angewendet. Bei allen
anderen Analyten erfolgte die Konzentrationsbestmmgn aufgrund der geringen verfiigbaren

Analytmengen (ca. 1 mg) gravimetrisch tber Diffemeaégung.

End-Konzentration

Misch-STD | Verdiinnung [mg/l]
7-DHC 20 mg/ 100 ml// 208 pl/ 25 ml 1,7
Ergosterol 20 mg/ 100 mi// 208 pl/ 25 ml 1,7
Cholecalciferol 20 mg/ 100 ml// 104 pl/ 25 ml 0,8
Ergocalciferol 20 mg/ 100 ml// 104 pl/ 25 ml 0,8
25(0OH)Ds 1 mg/ 1000 pl// 100 pl/ 500 pl// 104 pl/ 25 mi 038
25(0H)D; 1 mg/ 500 pl// 50 pl/ 500 ul// 104 plf 25 ml 0,8
1,25(0H).Ds 1 mg/ 500 pl// 50 pl/ 500 ul// 104 plf 25 ml 0,8
1,25(0H),D, 1 mg/ 500 pl// 50 pl/ 500 pl/f 104 pl/ 25 ml 0,8
(24R)-24,25(0H),Ds 1 mg/ 500 pl// 50 pl/ 500 pl/f 104 pl/ 25 ml 0,8

End-Konzentration

Misch-STD I Verdiinnung [mg/l]
Dsds 1 mg/ 1000 pl// 100 pl/ 500 pl// 416 pl/ 20 ml 4,1
Dds 1 mg/ 1000 pl// 100 pl/ 500 pl// 416 pl/ 20 ml 4,1
25(0OH)D3ds 1 mg/ 500 pl// 50 pl/ 500 pl// 416 pi/ 20 ml 4,1
1,25(0OH);Dd3 1 mg/ 500 pl// 50 pl/ 500 pl/f 416 pl/ 20 ml 4,1

7-Dehydrocholesterol-

(25.26,26.26,27 27 27-d7) 5 mg/1 ml// 20 pl/ 500 pl// 832 pl/ 20 ml 8,2
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Sonstige Losungen

Lésung

Zusammensetzung

Lésung |

Natriumsulfid-Lsg. (1,6 M)

Methanolische Kaliumhydroxyd-L&sung:

420 g KOH/1,5 | (MeOH:H,0 9:1); 2,41 H,0; 5,1 | MeOH

123,1 g/l H,0

Zitronensaurehaltiger Ammoniumchlorid-Puffer:

Ldésung Il 259,29 NH4CI; 1,681 NHs; 3,121 H,O; 1,21 Zitronenséure-Lsg. (2,5 M):
567 g/1,2 | H,O

Zitronensaure-Lsg. (1 M) 192 g/l H,O

4.1.3 Geréate

HPLC-DAD

Geréat Hersteller

Detektor Jasco MD-2015 Plus Multiwavelength Detector

Pumpe Jasco PU-2080 Plus Intelligent HPLC-Pump

Eluentenmischkammer

Jasco LG-2080-04 Quaternary Gradient Unit

Entgaser Jasco DG-2080-54 4-Line Degasser

Injektor Jasco AS-2055 Plus Intelligent Sampler

AD-Wandler Jasco LC-Net II/ADC

Saule KNAUER Eurospher Il 100-3 C18-S&ule (100x2 mm) mit Vorsaule
LC-MS/MS

(LC-MS/MS system 4000 Q Trap Applied Biosystems MB$ex)

Gerat Hersteller
Detektor Jasco MD-2015 plus Mulitwavelength Detector
Pumpe Jasco PU-2080 Plus Intelligent HPLC-Pump

Eluentenmischkammer
Entgaser
Injektor

AD-Wandler

Jasco LG-2080-04 Quaternary Gradient Unit
Jasco DG-2080-54 4-Line Degasser
Jasco AS-2057 Plus Intelligent Sampler

Jasco LC-Net II/ADC

4.1.4 Sonstige Gerate und Materialien

Gerat

Hersteller

Analysenwaage
Argon-Abdampfstation
Reaktionsgefale (1,5 ml; 2,0 ml)

Faltenfilter

Satorius TE 1502 S

Eppendorf

Whatman (597,5; Flachengewicht 85 g/m2)
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Gerat Hersteller

Gefriertrocknungsanlage VirTis, Benchtop K

Laborzentrifuge Eppendorf Centrifuge 5415 R

pH-Meter Typ CG 837, Schott Gerate

Reinstwasseranlage Siemens ultra clear

SPE-Saulen, RP Strata-SDB-L Styrene Divinylbenzene Polymer(200 mg/ 3 ml); Phenomenex
SPE-Saulen, NP Strata Sl-1 Silica (500 mg/ 3 ml); Phenomenex

Spektrophotometer UV/VIS Spectrophotometer V-530, Jasco

Trockenschrank Loading Modell 100-800, Memmert

4.1.5 Probenmaterial

Insgesamt wurden ca. 650 Proben hauptséchlich ems hdhllischen Lebensmitteleinzelhandel im
Zeitraum von Dezember 2012 bis April 2013 erworblemAbbildung 27 ist die Zusammensetzung des

Probenmaterials aufgeschliisselt nach Lebensmitiglgn dargestellt.

1 Fisch & Fischprodukte
[ Fleisch

[ Hefen, Pilze

1 Milch & Kase

1 Eier

1 Fette

I Back-, Teig- & Sufiwaren

Abbildung 27: Zusammensetzung Probenmaterial [%]

4.2 Methoden

4.2.1 Bestimmung von Vitamin D in Lebensmitteln mittels LC-MS/MS

4.2.1.1 Probenvorbereitung

Im Rahmen der Probenvorbereitung wurde von jedebd’ein reprasentativer Teil in 0,3 x 0,3 cm
grolRe Wirfel zerkleinert, grundlich vermengt unds dur Analyse bei -30 °C eingefroren.

Flassigkeiten wurden nach der Homogenisierung taafgearbeitet.

4.2.1.2 Probenaufarbeitung

Die Zusammensetzung der eingesetzten Lésungen isuhidtandards sind in 4.1.2 aufgeflihrt.
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Verseifung

In Abhéngigkeit vom Fettgehalt wurden 2-10 g deschien oder tiefgekihlten Probe mit 1 g
Natriumascorbat in ein druckresistentes 250 ml-kglas eingewogen und mit methanolischer
Kaliumhydroxydlésung (L6sung 1) auf 150 ml aufg#fiilNach Zugabe von 133 pl des deuterierten
internen Mischstandards (Misch-Standard 11) und 2075 M Natriumsulfid-Lésung wurde der
Reaktionsansatz mit Stickstoff Uberschichtet, fesrschlossen, gut durchmischt und im
Trockenschrank je nach Fettgehalt der Matrix fide-% h bei 70 °C Uber Nacht hydrolysiert. Zu der
vollstandig aufgeschlossenen und verseiften Prghatjfolgte nach Abkihlen die Zugabe von 50 mi
eines zitronensaurehaltigen Ammoniumchlorid-Puffee6ésung 1) sowie 3-4 ml einer

1 M Zitronensaureldsung zur Einstellung des pH-@&rivelcher zwischen 10 und 11 liegen sollte.
AnschlieRend wurden die Losungen mit Wasser aufni2bufgefillt, gut durchmischt und mittels

Faltenfilter filtriert.

SPE (RP-Phase, Strata-SDB-L, Phenomenex)

Zur Vorbereitung der SDBL-Kartuschen wurden diegaazhst mit 2 x 3 ml Elutionsmittel gespuilt

um mdogliche vom Sorbens stammende Verunreinigungan Probenextrakt zu vermeiden.

AnschlieRend folgte die Konditionierung mit 2 x 8 tethanol und 2 x 3 ml Wasser. Auf die

vorbereiteten Saulen wurden 50 ml des Filtratseg#en. Zur Aufreinigung der Analyten folgte das
Waschen des Sorbens mit 12 ml + 3 ml Methanol/Wa@&@aschphase I; [10:90; v/v]) und je nach
Farbintensitat der Proben 2 bis 4 x 3 ml Methanal®ér (Waschphase II; [70:30; v/v]). Die Elution
erfolgte mit 2 x 3 ml 70 % Ethylacetat/Isopropaidd:30 [v/v]) von den zuvor unter Stickstoffstrom

getrockneten S&aulen. Das Eluat wurde bei 36 °Or érgon-Strom getrocknet.

SPE (NP-Phase, Strata SI-1 Silica, Phenomenex)

Der getrocknete Extrakt wurde in 1 ml Isopropantibxan (0,5:95,5; v/v) geldst, in ein
2 ml-Reaktionsgefald tberfihrt und anschlieRendihagiert. Die Gberstehende Losung wurde bei der
NP-SPE eingesetzt.

Die Vorkonditionierung der SI-1 Silica-Kartuscheriodgte mit 4 x 1,5 ml Elutionsmittel, 4 x 1,5 mi
Hexan und 4 x 1,5 ml Isopropanol/n-Hexan (0,5:99/8]), bevor 800 ul Probelésung aufgegeben
wurden. Zum Waschen der Saulen wurden die bengitKanditionierung eingesetzten Lésungsmittel
bzw. -gemische eingesetzt. Anschliel3end erfolgeeEution mit 3 ml Isopropanol/n-Hexan (35:65

[v/iV]). Der resultierende Extrakt wurde unter ArgBtrom getrocknet.

Clean-up

Der erhaltene Rickstand wurde in 267 pl Methanfgemommen, gelést bzw. homogenisiert (Vortex,
ggf. Ultraschallbad) und zentrifugiert. Zur Aufrejang der Probe wurden von der klaren Lésung
200 pl abgenommen, mit 18 % Wasser (35,2 pul) versenhd homogenisiert. Nach erneutem
Zentrifugieren wurden von der oberen Phase 15®gémommen und mit dem gleichen Volumen an

Laufmittel B des chromatographischen Systems varsdgaichdem die Losung fir mind. eine Stunde
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tiefgekuhlt und der ausgefallene Niederschlag abgat wurde, folgte die Vermessung des klaren
Uberstandes am LC-MS/MS. Die entsprechenden HPLdOM®-Parameter sind in 3.1.1 (Seite 29 f.),
Tabelle 13 und 3.1.2 (Seite 30 f.), Tabelle 14,ellahl5 sowie Tabelle 16 zu finden.

4.2.2 Quantifizierung

Eine matrixangepasste Kalibrierung mit deuterieitgernem Standard diente der Quantifizierung.
Zur Aufnahme der Kalibrierungen wurden verschiedes@ésentative Proben mit unterschiedlichen
Gehalten an D-Vitameren versetzt und gemall deriegeriden Methode (3.1.8; Seite 41)
aufgearbeitet. Die Kalibrierung erfolgte je nachaim im Konzentrationsbereich von 2@/l bis

2 mg/l, wobei die deuterierten Referenzsubstan¥@arqin Ds;-d; (6, 19, 19-0Q); Vitamin D-d; (6,

19, 19-B); 25-Hydroxyvitamin R-d; (6, 19, 19-B); 1a, 25-Dihydroxyvitamin B-d; (6, 19, 19-B)

als interne Standards dienten. Zur Auswertung wuidie Peakflachenverhéltnisse (Analyt/Interner
Standard) linear gegen die Konzentration aufgetraffesgesamt kamen vier deuterierte Strukturen,
vor allem aus der PReihe zum Einsatz. Da nicht fur jeden Analyten tédxiin D-Reihe,
Provitamine) die deuterierte Referenzsubstanz anfildung stand, wurden die deuterierten Standards
entsprechend nach struktureller Ahnlichkeit undeR&ionszeit fiir die Auswertung dieser Strukturen

verwendet (Tabelle 48).

Tabelle 48: D-Vitamere mit den entsprechend vengtaminternen Standards

Analyt ISTD
Ds Vitamin D-ds (6, 19, 19-D3)
D, Vitamin D,-ds (6, 19, 19-D5)
(24R)-24,25(0H),Ds 1a, 25-Dihydroxy-vitamin Ds-ds (6, 19, 19-Ds)
25(0OH)Ds 25-Hydroxyvitamin Ds-ds (6, 19, 19-D3)
25(0OH)D, 25-Hydroxyvitamin Ds-ds (6, 19, 19-D3)
1a,25(0H),Ds 1a, 25-Dihydroxy-vitamin Ds-ds (6, 19, 19-D3)
1a,25(0H),D, 1a, 25-Dihydroxy-vitamin Ds-ds (6, 19, 19-D3)
Ergosterol Vitamin D,-d; (6, 19, 19-Dy)
7-DHC Vitamin Ds-ds (6, 19, 19-Ds)

Durch den Einsatz von deuterierten Standards kenQudalitat der Aufarbeitung sowie der Messung
verbessert und matrixbedingte Abweichungen kompensierden. Zuséatzlich wurde eine ,externe
Qualitatskontrolle® durchgefiihrt, um die Variakilitder Probenaufarbeitung zu tberwachen. Dafir
wurde eine grofle Menge Wildlachs gleicher Chargenduenisiert und eingefroren. Diese

~Kontrollprobe“ wurde bei jeder Aufarbeitung mitgirt.
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4.2.3 Validierung der LC-MS/MS-Methode

Es wurden die Lager- und Messstabilitat, SeleldtyiBpezifitat, Arbeitsbereich, Linearitat, Nachsvei
und Bestimmungsgrenze, Prazision (Wiederhol- urlabt-a Messunsicherheit) und die Richtigkeit fiir
die einzelnen Analyten in verschiedenen repraseataMatrizes (Wildlachs, Zuchtlachs) bestimmt.
Zur Ermittlung der Validierungsdaten wurden diespnéchenden Matrices vor der Aufarbeitung nach
3.1.8 (Seite 41) mit Misch-Standard | (4.1.2; S8it¢ aufdotiert. Weitere Hinweise zur Durchfiihrung

sind im jeweiligen Kapitel im Abschnitt ,,Ergebnisd Diskussion* aufgefihrt.

4.2.4 Identifizierung von Vitamin D mittels Derivatisieru ng nach Fraktionierung

Zur ldentifizierung einzelner D-Vitamere im Bereitimterhalb der Nachweisgrenzen wurde eine
analytische HPLC mit Diodenarray-Detektor (DAD) Kombination mit einem Fraktionssammler
eingesetzt. In Tabelle 13 (Seite 29) sind die L&iBgungen aufgefuhrt.

Die einzelnen Fraktionen wurden nach Abdampfenrultgon mit 150 pl PTAD-LAsung (1,5 mg/mi
ACN) 2 h im Dunkeln derivatisiert und anschlieaticekt am LC-MS/MS vermessen. Im Anhang
10.2.3 (Seite 113) sind die verwendeten MS/MS-Udnegg der derivatisierten D-Vitamere
aufgefuhrt.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine effizientéctheé zu handhabende Screening-Methode zum
Nachweis und zur Bestimmung von Vitamin D und desddetaboliten in verschiedenen
Lebensmitteln entwickelt, validiert (hausintern)duangewendet. Die Untersuchung von etwa 650
Realproben belegte die Eignung des optimiertenaeeins fir die Routineanalytik.

Die Lebensmittelproben wurden nach Zugabe von pestmarkierten Standards (Vitamins-G

(6, 19, 19-B), Vitamin D-d; (6, 19, 19-B), 25-Hydroxyvitamin R-d; (6, 19, 19-BQ), la, 25-
Dihydroxyvitamin D-d; (6, 19, 19-B)) zunachst methanolisch hydrolysiert und mittedskinierter
Festphasenextraktion (Normal- und Reversed-Phasdéyer@inigt und aufkonzentriert. Die
Identifizierung und Quantifizierung erfolgte migeLC-MS/MS im scheduled Multiple Reaction
Monitoring-Modus (ESI, positiv). Die optimierte Meide ermdglichte es Ergosterol,
7-Dehydrocholesterol, Cholecalciferol, Ergocalafer 25-Hydroxycholecalciferol, 25-Hydroxy-
ergocalciferol, #,25-Dihydroxycholecalciferol, d,25-Dihydroxyergocalciferol sowie (24-24,25-
Dihydroxycholecalciferol simultan in verschiedenabensmitteln nachzuweisen.

Daneben konnte das modifizierte Verfahren zur ViteBrAnalytik in Blutserum eingesetzt werden.

Methodenentwicklung

Die Herausforderung der Vitamin D-Analytik bestebin einem in der anspruchsvollen Matrix Fett,
in der die Zielstrukturen im Spurenbereich vorliegand zum anderen in strukturdhnlichen
Begleitstoffen, welche die Bestimmung beeinflusdeiese Interferenzen mussten durch sorgfaltige
Probenvorbereitung und instrumentelle MalRnahmerritigtsbzw. kompensiert werden. Folgende

Ansatze wurden der Entwicklung der Methode zugrugelegt:

1. Methanolische Verseifung
2. Aufreinigung/Anreicherung mittels Festphasen-Exiak(SPE)
3. Identifizierung/Quantifizierung mittels LC-MS/MS

Die Probenaufarbeitung orientierte sich an beretigblierten Methoden. Zur Optimierung der
Verseifung wurden verschiedene Parameter (Art ders&lfung [kalt/heil3], Temperatur, Zeit, pH-
Wert etc.) untersucht. Um einen hohen Probendutzhwsa gewéhrleisten, wurde die optimierte
Verseifung im Trockenschrank Uber Nacht durchgefiudiie Chemikalien dem Probenansatz als
Gesamtlosung (Lésung 1 und 2) zugegeben und deWeH-lber einen zitronenséurehaltigen
Ammoniumchlorid-Puffer eingestellt. Die Festphaseraktion wurde hinsichtlich des Séaulen-
materials, der Konditionierungs-, Wasch- und Elsioedingungen (Losungsmittel, Volumen, pH-
Wert) optimiert. Die finale Methode beinhaltete esilkkombinierte Festphasenextraktion (SPE),
beginnend mit einer Reversed-Phasen-(RP)-SPE ¢S32B-L) und anschlielender Normal-Phasen-
(NP)-SPE (Strata SI-1 Silica).
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Die chromatographische Trennmethode wurde mittesrikerziell erhéltlicher Standards zunachst an
einer HPLC mit UV/VIS Detektion\(= 265 nm) entwickelt. Um eine schnelle und einéaémalytik

zu etablieren, wurden unterschiedliche Trennpar@ametie der Einfluss des Laufmittelsystems
(FlieBmittelzusammensetzung, FlieBmitteladditigekratisch/Gradientenelution; Flussrate) sowie der
Saule (Saulendurchmesser, Saulentemperatur) ucdtérsind anschlieRend auf die gekoppelte
Flussigchromatographie-Tandem-Massenspektrometri€C-MS/MS)  Ubertragen.  Fur  die
massenspektrometrische Detektion der einzelnenyfaralwurden die substanzspezifischen Massen-
Ubergéange sowie die dazugehdorigen Gerateparametdtett und optimiert. Um die Empfindlichkeit
des Verfahrens zu steigern, wurde der Einsatz verschiedenen Additiven zum Laufmittel
(Ammoniumformiat, Natriumacetat, Lithiumacetat, Mgamin, THF), einer Spilmethode und eines
Derivatisierungsschritts mit PTAD Uberprift. Alleider Einsatz eines Spllschrittes nach jeder
Messung sowie der Zusatz von Ameisensaure fuhrterizem deutlichen Intensitatsgewinn. Auf
einen Derivatisierungsschritt wurde aufgrund deskbiminierung einzelner Strukturen bei direkter

Derivatisierung aus der Probeldsung verzichtet.

Matrixeffekte

Bei der Messung aufdotierter Lebensmittel zeigtéh,sdass die lonisierung der Analyten starken
Matrixeinflissen unterliegt, welche sowohl zu Sggions- als auch zu Promotionseffekten flihrten.
Um die Matrixeffekte und Aufarbeitungsverluste zompensieren, erfolgte die Quantifizierung
mittels matrixangepasster Kalibrierung mit deutg¢eie internen Standards (Vitamin-B; (6, 19, 19-
D3), Vitamin D>-d3 (6, 19, 19-B), 25-Hydroxyvitamin B-d; (6, 19, 19-BQ), 1a, 25-Dihydroxyvitamin
Da-ds (6, 19, 19-DQ)).

Validierung

Fur das optimierte Verfahren wurde eine hausintéviadidierung mittels deuterierter Standards
(Vitamin Ds-ds (6, 19, 19-0), Vitamin D»-d; (6, 19, 19-D), 25-Hydroxyvitamin -ds (6, 19, 19-0Q),

la, 25-Dihydroxyvitamin R-ds (6, 19, 19-Q), 7-Dehydrocholesterol-d7 (25,26,26,26,27,27,2))-d7
bezuglich Selektivitat, Spezifitat, Arbeitsbereitinearitat, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen und
Prazision (Wiederhol- und Labor-, Messunsicherhiit) die einzelnen Analyten in verschiedenen
reprasentativen Matrizes (Wildlachs, Zuchtlachs)chgefiihrt. Die Uberpriifung der Richtigkeit des
Verfahrens erfolgte fir Vitamin $durch die Teilnahme an einem zertifizierten Ringueh (RVEP
13347 Milchpulver Vitamin D) des Deutschen Refeldinps fir Lebensmittel-Ringversuche und
Referenzmaterialien (DRRR). Um die Richtigkeit aditth die restlichen D-Vitamere zu bestatigen,
wurde die Validierungsmatrix vor der Aufarbeitung nien verschiedenen Zielanalyten aufdotiert und
die Richtigkeit Uber die Wiederfindungsrate bestimm

Die zu Beginn der Validierung festgelegten Leiskargorderungen wurden fiir die meisten Analyten
weitestgehend erflllt. Die Linearitat war fur allB-Vitamere im gesamten Arbeitsbereich
(25,2-1.940 pg/l) gewahrleistet. Die hohe Seletivund Spezifitdt der Methode waren durch die
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Verwendung von drei Massenibergangen (ein Quantifigei Qualifier) sowie die entsprechenden
Retentionszeiten als gegeben anzusehen. Die dtenti/iederfindungen lagen fur den Grof3teil der
Analyten, mit Ausnahme von 7-Dehydrocholesterol) ((I350-185 %) in einem Bereich von 90 bis
120 %, wobei die grol3en Abweichungen bei 7-Dehytntesterol (d3) vor allem auf die hohen
Gehalte der Validierungsmatrix zurtckzufiihren warere Prazisionsdaten befanden sich in einem
angemessenen Bereich. Die ermittelten Nachweisgrelamgen oberhalb der Zielvorgaben und waren
nicht geeignet um kleinste Vitamin D-Mengen in Lebtmitteln zu erfassen. Dies galt insbesondere
fur die mehrfach hydroxylierten Strukturen. Um diedtige Empfindlichkeit flr diese
Analyten im Bereich unterhalb der Nachweisgrenzengewahrleisten, musste eine zusatzliche
Identifizierungsmethode eingesetzt werden. Gelailt¥itamin 13 in Fisch, Eigelb, Wildpilzen sowie
angereicherten Produkten konnten jedoch ohne Sahkeiten nachgewiesen werden.

Im Rahmen der Validierung wurde auf3erdem die Eignuon Vitamin -d; (6, 19, 19-1) und
Vitamin D>-d; (6, 19, 19-D) als interne Standards zur vollstandigen Kompémsaker Aufarbeitungs-
verluste und matrixbedingten Abweichungen fir 74abcholesterol und Ergosterol Uberprift. Als

Resultat konnten fir diese Metaboliten nur halbtjtative Aussagen gemacht werden.

Lebensmitteluntersuchung

Insgesamt wurden Uber 650 Lebensmittel aus denisttadin Einzelhandel auf ihre Gehalte und
Zusammensetzung an Vitamin D untersucht. Die Pral®mahl richtete sich nach den Ergebnissen
der Nationalen Verzehrsstudie[ll], im Zusammenhang mit den aus der Literatur beleembiaten.
Die ermittelten Vitamin D-Gehalte wurden auf dievggligen Verzehrsmengen in der deutschen
Bevdlkerung bezogen, um ihren Anteil an der Gesarstrgung zu verdeutlichen.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass Vitamin @nhd D; nur in wenigen Lebensmitteln in
nennenswertem Umfang zu finden sind. Die Vorlaafeksuren Ergosterol und 7-Dehydrocholesterol
traten hingegen recht haufig, insbesondere inefetiten Produkten auf. Hierbei ist der Gehalt an
Ergosterol vermutlich auf die Anwesenheit von Rilzauriickzufihren. Untersuchte Vertreter der
Speisepilze enthielten betrachtliche Mengen desiSteBesonders hohe Vitamingiehalte wurden

in Hering (essbarer Teil: 30 ug/100 djlapia-Filet (20 pg/100 g) und Wildlachs-Filet (11 pg/1§)0
ermittelt. Fisch und Fischprodukte stellten danit @kogenen Vitamin D-Hauptquellen (bis zu 65 %)
der deutschen Bevdlkerung dar. In geringeren MengamVitamin 3 in Eigelb (3-4 pg/100 g) und
angereicherten Fetten (Margarine: bis zu 7,5 pugfdG finden. Vitamin Bkonnte ausschlieflich in
Speisepilzen, vor allem in Pfifferling (20 ug/100kestimmt werden. In Spuren trat es zudem in
Weichkasen auf. Im Bereich Fleisch und Innereiemden ebenfalls D-Vitamere nachgewiesen. Die
Bedeutung von Fleisch fir die tagliche Vitamin Didw ist auf die hohe Verzehrsmenge
zurickzufuhren. Dies gilt auch fur Milch- und Miktzeugnisse. Die Relevanz von Vitamin D, das
uber andere Lebensmittel unter Berucksichtigung mementanen Erndhrungsgewohnheiten der
deutschen Bevolkerung aufgenommenen wird, ist eam@sphysiologisch als untergeordnet

anzusehen.
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Basierend auf den vorliegenden Analysenergebnissarde eine mittlere Gesamt-Vitamin D-

Aufnahme von 2,5 pg/Tag fur Manner und 1,9 pg/Tég Frauen berechnet. Diese Zufuhr liegt
deutlich unterhalb der empfohlenen Menge der Déetscesellschaft fur Ernahrung von 20 pg/Tag.
Somit ist die exogene Vitamin D-Aufnahme uber dieliadhen aus dem Handel stammenden
Lebensmittel nicht geeignet, um eine adaquate Vgusy der deutschen Bevilkerung mit Vitamin D

sicherzustellen.
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9 Abklrzungsverzeichnis

Neben den Abkirzungen der Deutschen Rechtschreitbaumy Duden und den Internationalen

Einheiten wurden folgende Abklrzungen verwendet:

1,25(0OH)D
1,25(OH)D;
1,25(OH)D,
24,25(0H)Ds
25(0OH)D
25(0OH)D/ 25D,
25(0OH)Dy 25D,
7-DHC

A

ACN

AcOH

APCI

BG

BHT

BLS

BRD

BVL

cps

CT

Cyclohex
...d3 bzw. d7
(d3)

DAD

DBP

DC

DGE

DLG

EA

ECD

EE

1,25-Dihydroxycalciferol
1,25-Dihydroxycholecalciferol
1,25-Dihydroxyergocalciferol
(24R)-24,25-Dihydroxycholecalciferol
25-Hydroxycalciferol
25-Hydroxyergocalciferol
25-Hydroxycholecalciferol
7-Dehydrocholesterol
Analytisch
Acetonitril

Essigsaure
Atmospheric-Pressure Chemical lonization
Bestimmungsgrenze

Butylhydroxytoluol
Bundeslebensmittelschlissel
Bundesrepublik Deutschland
Bundesamt fir Verbraucherschutz und Lebenstsitieerheit
counts per second

Calcitonin

Cyclohexan

3-fach bzw. 7-fach deuteriert

mit 3-fach deuteriertem Standard berechnet
Diodenarray-Detektor
Vitamin-D-bindendes Protein
Dunnschichtchomatography

Deutsche Gesellschaft fir Erndhrung
Deutsche Landwirtschaftsgesellschaft
Ethylacetat
Electrochemical Detector

Diethylether
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ESI
EtOH
ESTD
EWG
FGF23
FIA

FID
FutMV
GC
GC-MS

ISTD

k. A.
KéaseVO
KOH
KOW
LC-MS/MS
LFGB
LLE
LMvitV
max.
MeOH
min.

MU

MW
Naac

n. d.
NH;

Elektronen-Spray-lonisation

Ethanol

Externer Standard

Européische Wirtschaftsgemeinschaft

Fibroblast Growth Factor 23Fibroblasten-Wachstumsfaktor)
FlieRinjektionsanalyse

Flame lonization Detector

Futtermittelverordnung

Gas Chromatography

Gas Chromatography-Mass Spectrometry

Wasser

Heptan

Hexan

High Performance Liquid Chromatography
Natriumheptan-1-Sulfonsaure

Internationale Einheiten

Isooctan

2-Propanol

Interner Standard

keine Angabe

Kaseverordnung

Kaliumhydroxid
Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient

Liquid Chromatography-Tandem-Mass Spectrometry
Lebensmittel-, Bedarfsgegenstande- und Futtsigesetzbuch
Liquid-Liquid Extraction

Verordnung tber vitaminisierte Lebensmittel

Maximalwert
Methanol
Minimalwert
Messunsicherheit
Mittelwert
Natriumacetat
nicht detektiert

Ammoniak
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NH,CI Ammoniumchlorid

NKV Nahrwert-Kennzeichnungsverordnung

n. n. nicht nachgewiesen

n.qg. nicht quantifiziert

NVS I Nationale Verzehrsstudie I

NWG Nachweisgrenze

ovn over night

PE Petrolether

PFV Peakflachenverhaltnis

PTAD 4-Phenyl-1,2,4-triazolinon-3,5-dion

PTH Parathormon

RIA Radioimmunoassay

RL ... EWG Richtlinie ... der Europaischen Wirtschaéisgeinschaft
RP Reversed Phase

RSD Relative Standardabweichung (Variationskoedfit)
RSDr Relative Standardabweichung unter Wiederhdafigehgen
RSDr Relative Standardabweichung unter Zwischenbediggun
RT Raumtemperatur

RXR Retinoid X Receptor

SMRM Scheduled Multiple Reaction Monitoring

SP (semi-)praparativ

SPE Solid Phase Extraction

TCM Trichlormethan

THF Tetrahydrofuran

TMSE Trimethylsilylether

uv Ultraviolettstrahlung

VDP Vitamin D-Bindeprotein

VDRE Vitamin D Responsive Elements

VO (EG) Verordnung der Européaischen Gemeinschaft

WFR Wiederfindungsrate
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10 Anhang

10.1 Validierung

10.1.1 Zusammenfassung: Lachs

Arbeaasgt;a/remh Analytische Grenzen Prazision Wiederfindungsrate
Linearitét [ug/100g] (%] [%6]
Analyt MW MW
NWG EG BG RSDr RSD+ MU* RSDr RSD+ MU* WF RSD WF RSD
[1g/100 g] [1g/100 g]

6,6 ug/100 g 23,3 ug/100 g 6,6 ug/100 g 23,3 ng/100 g

D 25,2 -933 03 06 1,0 3,2 43 10.4 7.6 8.8 21,9 102 5 106 9
linear 0,3 2,0
73,5-933 6,8 24,3

D, linear 0,9 1,7 2,9 4,5 9,0 03 7,2 13,3 17 105 10 100 6
(24R)- 76,5 - 594 6,8 26,7

24,25(0H),Ds linear 0,9 1,8 3,0 14,1 25,9 10 9,9 13,7 269 90 10 110 9
18,9 - 933 7,3 24,9

25(0OH)D3 linear 0,2 0,4 0,7 4,9 6,8 04 3,8 7,5 1.0 104 7 103 2

25(0OH)D;, 48|'.4 - 933 0,6 1,1 1,9 8,6 16,1 7.8 10,1 20,1 24,5 105 10 102 5
inear 0,8 2,1

1a,25(0H),Ds 418 - 765 4,9 9.8 16,4 ; - ; 13,0 23,0 24,2 - - 103 10
linear 3,3
543 - 933 27,4

1a,25(0H),D, linear 6,4 12,8 21,3 - - - 16,1 20,5 46 - - 116 14

*(P=95 %)
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Arbe{lLsgb/ﬁ/relch Analytische Grenzen Prazision Wiederfindungsrate
0, 0,
Linearitat [1g/100 g] (%] [%]
Analyt
MW MW
NWG EG BG RSDr RSD+ MU* RSDr RSD+ MU* WF RSD WF RSD
[1g/100 g] [1g/100 g]
14,0 pg/100 g 48,9 ng/100 g 14,0 pg/100 g 48,9 ug/100 g
Ergosterol 53%61&"?40 6,2 12,4 20,7 . ; - 5,7 11 53252 . ; 103 7
170 - 1.960 350 395,1
7-DHC quadratisch* 2,0 4,0 6,6 4,7 9,5 29 3,2 5,3 142 107 46 120 33
Ergosterol (d3) 48?”'] ela'l?‘lo 6 11 19,0 . ; - 11 47 794 - ; 109 22
220-1.610 258 271
7-DHC (d3) quadratisch** 3 5 9 10 28 35 15 35 16 185 37 160 55
*(P=95 %) **aber: lineare Regression vertretbar (d3): ISTD: Vitamin D3-d3 (6, 19, 19-D3) fir 7-DHC bzw. Vitamin D2-d3 (6, 19, 19-D2) flr Ergosterol
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10.1.2 Zusammenfassung: Wildlachs
ArbeEﬁZ?ﬁ;e'Ch Analytische Grenzen Prazision Wiederfindungsrate
0, 0,
Linearitat [ng/100 g] (%] (%]
Analyt Mw MW
NWG EG BG RSDr RSDy MU* RSDr  RSD; MU* WF  RSD | WF  RSD
[1g/100 g] [1g/100 g]
6,6 Hg/100 g 23,3 ng/100 g 6,6 Hg/100 g 23,3 pg/100 g
Ds | o7 1,4 2,3 34 4,4 29.4 2,6 2,7 48,2 99 176 | 108 57
inear 1,0 1,3
D, 180,9-9330 | 5, 43 71 3,6 6,9 6,7 32 6,6 253 100 53 | 110 43
linear 0,3 0,8
(24R)- 94,3 - 594,0 7.2 25,6
24,25(0L0:Ds o> 11 2.2 37 8,0 11,5 o6 43 8,8 ) 112 5 108 2.8
30,6 - 933,0 6.4 226
25(0H)Ds KA 04 07 1,2 33 6,9 o9 33 5.8 o8 93 37 95 2.1
79,0- 933,0 6.6 234
25(0H)D; R 0,9 1,9 31 6.1 12,6 o 5 52 > 93 6,6 102 36
593-933 18,1
1a,25(0H),Ds e 7 14 233 - ; - 6,2 5,6 oo - ; 77 5.1
1a,25(0H),D, 736-933 87 17,4 28,9 - ; - 8.1 19,2 24,4 - - 116 41
linear 2,3
14,0 pg/100 g 48,9 pg/100 g 140pg/l00g | 48,9 ug/l00 g
Ergosterol 30?. -1.940 36 7.2 12 - ; - 42 8,7 53 . ; 101 6.7
inear 3
7-DHC 190-1.959 2.2 44 7.4 4.9 9,2 37 34 47 IS 100 131 | 101 71
linear 2 3
Ergosterol (d3) 813-1.940 37 7.4 12,3 . ; - 51 28,3 I . ; 109 158
linear 5
7-DHC (d3) 163|. - 1.603 1,9 38 6,4 7.9 28,6 37 46 43,5 & 154 238 | 110 195
inear 2,5 5
*(P=95 %) (d3): ISTD: Vitamin Ds-d3 (6, 19, 19-Ds) fiir 7-DHC bzw. Vitamin D,-d3 (6, 19, 19-D,) fur Ergosterol
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10.1.3 Nachweis- und Bestimmungsgrenzen in verschiedenenaifices [ug/100 g]

Matrix Lachs Wildlachs Butter Kase Leber Fleisch
Analyt NWG BG NWG BG NWG BG NWG BG NWG BG NWG BG
Ds 0,3 1 0,7 2,3 2,2 7,2 0,8 2,7 2,2 7,4 1,4 4,8
D, 0,9 29 2,4 7,8 2,6 8,7 1,4 4,5 1,8 6 2,2 7,2
(24R)-24,25(0H),Ds 0,9 2,9 11 3,7 1,2 4 1 3,2 3,1 10,3 1,7 55
25(OH)D3 0,2 0,7 0,4 1,2 0,6 2 0,5 1,7 11 3,7 1,5 51
25(0OH)D, 0,6 2 1,1 3,8 1 3,3 0,9 29 1,5 5 6,6 22,1
1a,25(0H),Ds 4,9 16,4 6,9 23,1 8,2 27,4 8,7 29,2 23,2 77,3 6,5 21,7
1a,25(0OH),D, 6,4 21,3 8,7 28,9 15,4 51,2 35,3 117,8 23,5 78,5 25,2 84,1
Ergosterol 6 20 4 12 6 20 3 11 14 47 2 6
7-DHC 2 7 2 7 6 20 8 26 24 79 9 31
Ergosterol (d3) 6 19 4 12 5 18 3 11 21 69 2 6
7-DHC (d3) 3 9 2 6 5 16 9 29 9 31 9 30

(d3): ISTD: Vitamin D3-d3 (6, 19, 19-Ds) fur 7-DHC bzw. Vitamin D,-d3 (6, 19, 19-D,) fur Ergosterol
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10.2 Identifizierungsmethode

10.2.1 HPLC-Parameter

Parameter Bedingung
Messmethode
Trennséaule Knauer Eurospher 11 100-3 C18 H 100 x 2 mm + Vorsaule
Laufmittel A: H.0 + 0,1 % Ameisenséure
B: MeOH + 0,1 % Ameisensaure
Fluss 0,3 ml/min
Temperatur 40 °C
Injektionsvolumen 10 pl
2! 2! 0,75

Gradient

Dauer

40/60— 5/95 — 0/100 (15') —> 40/60 (4,25")

24 min

Spulmethode

Injektionsvolumen

Gradient

Dauer

100 pl Methanol
0,5' 0,5
40/60 —p 0/100 (6') — 40/60 (5 )

12 min

10.2.2 MS/MS-Parameter

Parameter Bedingung
Curtain Gas 30 psi
Temperature 550 °C

Gas 1 45 psi
Gas 2 60 psi
Collision Gas medium
lon Spray Voltage 5.500 V
Detection sMRM-Mode

10.2.3 MS/MS-Ubergange der derivatisierten D-Vitamere

Analyt Mutterion Q1 [Da] Q3 [Da] Rt DP [V] CE [V] CXP [V]

(24R)_(2:'T2ASL()())H)2D3 [M-18+H]* 574,501 161,3 5,9 80 53 10
[M-18+H]* 574,501* 298,3* 5,9 80 25 6

[M+H]" 592,601 298,4 5,9 35 26 6

1,25(0H),D; (PTAD) [M+H]* 592,6 314,3 6,1 60 23 8
[M-18+H]* 574,4 556,5 6,1 50 13,5 10

[M-18+H]* 574,4* 314,3* 6,1 50 23 10

[M-18+H]* 574,4 298,1 6,1 50 23 10

*Quantifier
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Analyt Mutterion Q1 [Da] Q3 [Da] Rt DP [V] CE [V] CXP [V]
1,25(0H).D, (PTAD) [M+H]" 604,6 314,4 6,2 30 21 18
[M+H]" 604,6 586,5 6,2 30 10 10
[M-18+H]" 586,5* 314,3* 6,2 30 18 18
25(0OH)Ds (PTAD) [M-18+H]" 558,3* 298,3* 6,6 80 19 6
[M-18+H]" 558,3 280,3 6,6 80 37 10
[M-18+H]" 558,3 161,2 6,6 80 51 10
25(0OH)D, (PTAD) [M+H]" 588,7 298,3 6,7 30 18,5 15
[M-18+H]" 570,5* 298,4* 6,7 30 21 18
[M-18+H]" 570,5 161,3 6,7 30 51 11
D, (PTAD) [M+H]" 572,7* 298,3* 9,1 40 20 6
[M+H]" 572,7 280,3 9,1 40 40 10
[M+H]" 572,7 161,2 9,1 40 52 10
D; (PTAD) [M+H]" 560,6* 298,4* 9,2 40 21 6
[M+H]" 560,6 280,3 9,2 40 39 16
[M+H]" 560,6 161,2 9,2 40 51 13
Ergosterol (PTAD) [M+H]" 572,7 3775 9,3 30 24 10
[M+22+H]" 594,6 200,3 9,3 70 33 15
[M+22+H]* 594,6* 419,4* 9,3 70 28 11
7-DHC (PTAD) [M+H]" 560,601 365,5 9,4 30 25 9
[M+22+H]* 582,3* 407,4* 9,4 50 27 9
[M+22+H]" 582,3 365,4 9,4 50 34 9
*Quantifier
Analyt Mutterion Q1 [Da] Q3 [Da] Rt DP [V] CE [V] CXP [V]
1,25(0OH),Dsd3 (PTAD) [M-18+H]" 577,4* 317,3* 6,1 50 23 10
[M-18+H]" 577,4 559,6 6,1 50 13,5 10
[M-18+H]" 577,4 301,2 6,1 50 23 10
[M+H]" 595,5 317,3 6,1 60 23 10
25(OH)D5d3 (PTAD) [M-18+H]" 561,3* 301,4* 6,6 80 19 10
[M-18+H]" 561,3 283,3 6,6 80 37 10
[M-18+H]" 561,3 164,6 6,6 80 51 10
D,d3 (PTAD) [M+H]" 575,6* 301,3* 9,1 40 20 6
[M+H]" 575,6 283,3 9,1 40 40 10
[M+H]" 575,6 164,3 9,1 40 52 10
D;d3 (PTAD) [M+H]" 563,6 164,2 9,2 40 51 13
[M+H]* 563,6* 301,4* 9,2 40 21 10
[M+H]" 563,6 283,3 9,2 40 39 16

*Quantifier
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10.3 Bestimmung von Vitamin D in biologischen Proben

10.3.1 Durchfihrung

Proteinfallung

0,5 ml Blutserum wurden mit Internen Standard urglndl kaltem Ethanol versetzt, homogenisiert
und fir 10 min im Kihischrank gelagert. Nach Zduagation wurden zu 0,7 ml Uberstand 2 ml
Wasser gegeben und die Probelésung mittels 1 mMudatydroxidldsung auf einen pH-Wert von 9
eingestellt. Nach Hinzufiigen von 5 ml 0,3 M metHesober Natriumheptansulfonsdure wurde der

Probenansatz in ein 10 ml Messkolben Uberfiihrtmanndviethanol aufgefiillt.

SPE (RP-Phase, Strata-X, Phenomenex)

Die Konditionierung der Strata-X-Kartuschen erfelghit jeweils 6 ml Methanol und 6 ml Wasser.
Auf die vorbereiteten S&ulen wurden anschlieRenchl 9der Probeldsung aufgegeben. Zur
Aufreinigung der Analyten wurde das Sorbens mitl@®tathanol/Wasser (90:10 [v/v]) und 6 ml
Methanol/Wasser (50:50 [v/v]) gewaschen. Die Ehltrfolgte mit 2 x 3 ml Isopropanol von den
zuvor unter Stickstoffstrom getrockneten Saulens [BEuat wurde bei 36 °C unter Argon-Strom

getrocknet.

Derivatisierung

Der erhaltene Extrakt wurde in 1 ml Ethylacetattégel homogenisiert und zentrifugiert. Von der
Uberstehenden Losung wurden 900 pl mit 50 pul PTABNg (35 mg/ml Ethylacetat) versetzt und
30 min bei RT derivatisiert. Nach Zugabe von 20&fklanol und 20 min Reaktionszeit (RT) erfolgte
das Abdampfen des Lésungsmittels unter Argon-Stidach erneutem Losen mit Laufmittel B wurde
der klare Uberstand am LC-MS/MS (ESI, positive)wessen.

10.3.2 HPLC-Parameter

Parameter Bedingung
Trennséaule Knauer Eurospher-5 C18 H 250 x 4,6 mm + Vorséaule
Laufmittel A: H,O + 0,1 % Ameisensaure

B: MeOH + 0,1 % Ameisensaure

Fluss 1,0 ml/min
Temperatur 25°C
Injektionsvolumen 25 pl
20 15 5'
Gradient 40/60—>» 5/95 —» 0/100 (20) —» 40/60 (15)

Dauer 75 min
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10.3.3 MS/MS-Parameter

Parameter Bedingung
Curtain Gas 40 psi
Temperature 400 °C

Gas 1 60 psi
Gas 2 60 psi
Collision Gas medium
lon Spray Voltage 5.500 V
Detection sMRM-Mode

10.3.4 MS/MS-Ubergange der derivatisierten D-Vitamere

Siehe 10.2.3, Seite 113 f., mit veranderten Reipsfieiten

10.3.5 Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen ini@serum

NWG NWG EG EG BG BG Ref.-wert .
Analyt ng/m]  [ug/l00g] | [ng/m]  [ug/l00g] | [ng/mi]  [ug/100 g] [ng/mi] Literatur
8148 [101]
Ds 14 15 28 3,0 47 5,0
23+1,6% [158]*
D, 17 18 34 3,6 57 6,1 1,2+1,4% [158]*
(24R)- 283+7,1%  [138]
0,7 01 13 01 2,2 0,2
24,25(0OH),Ds 35+1,4* [158]*
162+723%  [138]
25(0H)Ds 0,4 0,04 0,8 01 1,4 02
27,6 +9,2* [158]*
03+7,7% [138]
25(0H)D; 13 1,4 27 2,9 44 47
3,0+3,1* [158]*
0018+23%  [138]
10,25(0H),Ds 11 01 2,2 02 3,6 0.4
0,031 +0,009*  [158]*
10,25(0H),D; 4,0 0,4 7.1 0,8 12 13 KA. -
Ergosterol 25 2,7 50 5,3 84 9,0 k. A -
7-DHC 2,2 0,2 43 05 7,2 0,8 381041480  [159]

*in Plasma k. A. keine Angaben
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