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Cieľom práce bolo vyvinúť metódu stanovenia α-tokoferolu (vitamín E) na kvapalinovom chromatografe s trojitým kvadrupólom. 
Východiskový objem vzorky použitý na analýzu bol 50 μl séra. Ióny boli detegované v pozitívnom móde vysoko špecifickou a citlivou 
technikou – multiple reaction monitoring (MRM). Limit detekcie pre α-tokoferol bol 0,01 μmol.l-1. 
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Determination of α-tocopherol (vitamin E) in serum of chromatography method with triple quadrupole

The aim of this work was to develop a liquid chromatography method with triple quadrupole detection for the determination of α-toco-
pherol (vitamin E). Initial volume of sample used for analysis was 50μl serum. Ions were detected in a positive mode by using multiple 
reaction monitoring (MRM). The detection limit of α-tocopherol was 0,01 μmol.l-1.
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Úvod
Vitamíny rozpustné v tukoch sú látky potrebné na správne fungo-

vanie organizmu. Spolu s proteínmi, tukmi a sacharidmi patria k zá-
kladným zložkám našej potravy. Vitamíny z tejto skupiny pôsobia pri 
metabolických procesoch (katabolizmus, anabolizmus) ako katalyzátory. 
Vďaka ich rozpustnosti v tukoch majú spoločný absorpčný mechaniz-
mus z GIT-u ako tuky. Ich nedostatok môže byť spôsobený zníženým 
príjmom potravy s obsahom tukov alebo poruchou vstrebávania (mal- 
absorpcia) tukov. 

Vitamín E tvoria analógy tokoferolu (α-, β-, γ-, δ-) a ich príslušné ne-
nasýtené tokotrienoly. Vitamín E je silný antioxidant významne účinný 
v kombinácii s inými rastlinnými antioxidantmi. Je známe, že spomaľuje 
proces starnutia buniek, chráni tkanivo kože, očí, pečene. Monitorovanie 
statusu vitamínu E významne pomáha pri odhaľovaní nedostatočného 
príjmu vitamínov z potravy. Taktiež pri nedostatku α-tokoferol transportné-
ho proteínu, ktorý pomáha zabudovať α-tokoferolu do lipoproteínových 
častíc (VLDL) v pečeni. 

Experimentálna časť

Chemikálie a vzorky
Všetky chemikálie potrebné na prípravu mobilnej fázy a prípravu 

vzorky boli HPLC analytickej čistoty. Metanol, etanol a voda boli za- 
kúpené z firmy Merck KGaA (Darmstadt, Nemecko). Štandardný roztok 
α-tokoferolu (vitamín E), butylovaný hydroxytoluén (BHT) boli zakúpené 
z firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), certifikovaný referenčný materiál 
pre vitamín α-tokoferol – CRM ClinChek® Control bol zakúpený z firmy 
Recipe (Nemecko).

Odber a príprava vzoriek
Vzorky pacientov boli po odbere centrifugované a sérum uskladnené 

pri teplote -20 °C až do ďalšieho spracovania. Vzorky boli spracované v po-
lypropylénových skúmavkách (eppendorf), 50 µl séra bolo precipitované 
pridanín 100 µl etanolu (vychladený na 4 °C) obsahujúceho stabilizátor 
BHT (1 %). Takto pripravená vzorka bola 5 minút premiešavaná na trepačke 
a následne centrifugovaná (8 000 x g, 5 minút). Do HPLC bolo injekovaných 
20 μl supernatantu.

Chromatografická technika a doplnkový materiál
Merania boli realizované na kvapalinovom chromatografe HPLC 

Agilent 1260 série (Agilent Technologies, Singapur). Na detekciu bol 
použitý 6410 Agilent trojitý kvadrupól s elektrosprejom (ESI). Ióny 
boli detegované v pozitívnom móde vysoko špecifickou a citlivou 
technikou – multiple reaction monitoring (MRM). Retenčný čas, pre-
kurzorový a produktový ión, rovnako ako iné parametre analytu, sú 
uvedené v tabuľke 1. Údaje na kvantitatívne stanovenie vitamínu boli 
vyhodnocované cez MassHunter Workstation Software (Agilent). Na 
chromatografickú analýzu bola použitá analytická kolóna Kinetex 
C18 100A 4,6 x 50 mm, 2,6 μm (Phenomenex, CA, USA) a predkolóna 
Security Guard Cartridge C18 4,0 x 3,0 mm. 

Tabuľ ka 1. Optimalizácia MS/MS krokov na kvantitatívne stanovenie 
vitamínu E

Analyt tr (min)
Prekurzorový 
ión MS1

Produktový 
ión MS2

CE (V) Polarita

α-tokoferol 3,2 431 165 20 pozitívna

Vysvetlivky: tr – retenčný čas, CE – kolízna energia



2015; 1(1) | NEWSLAB

29BIOCHÉMIA BIOCHÉMIA

Výsledky a diskusia

Príprava a stabilita vzoriek
Štandardné roztoky boli stabilizované BHT (1g.l-1) a skladované pri -20 °C.  

Vzorky pacientov po odbere boli centrifugované v chladenej centrifúge 
a po centrifugovaní zmrazené pri -20 °C. Stabilita vzoriek za takýchto 
podmienok bola 3 mesiace. 

Chromatografická analýza
Pri separácii vitamínu E bola použitá analytická kolóna s reverznou fázou. 

Pri výbere kolóny, mobilnej fázy a iných parametrov sa postupovalo tak, aby 
sme v krátkom čase dosiahli čo najlepšiu separáciu analytu. V tabuľke 2 sú 
uvedené testované parametre a optimálne podmienky separácie vitamínu 
E. Koncentrácia vitamínu v sére bola vypočítaná z externej kalibračnej krivky. 
Zo zásobného roztoku 2,32 mmol.l-1 α-tokoferolu v metanole bol pripravený 
pracovný roztok 232 μmol.l-1. Z pracovného roztoku boli riedením s BHT 
(1g.l-1) pripravené štandardné kalibračné roztoky α-tokoferolu v rozsahu 
(7,25; 14,5; 29,0; 38,6 a 58,0 μmol.l-1) (obrázok 1). V tomto rozsahu kalibračných 
štandardných roztokov bola testovaná linearita metódy. Medza detekcie 
(LOD) bola stanovená ako koncentrácia analytu vo vzorke, ktorá v použitom 
detekčnom systéme vykazovala zvolenú hodnotu pomer signál/šum > 5. 
Hodnota medze detekcie pre α-tokoferol bola 0,01 μmol.l-1. Medza stano-
venia (LOQ) bola vypočítaná ako dvojnásobok LOD.

Pri validácii parametrov metódy (opakovateľnosť, reprodukovateľnosť, 
výťažnosť) bol použitý referenčný materiál CRM ClinChek® Control od 
Recipe (Nemecko). Opakovateľnosť bola stanovená pätnásťnásobným 
opakovaným stanovením kontrolného séra pri dvoch hladinách v jeden 
deň. Z tabuľky 3 vyplýva, že opakovateľnosť pre α-tokoferol vyjadrená 
variačným koeficientom (CV) neprekročila 5,0 %. Reprodukovateľnosť bola 
stanovená opakovaným stanovením kontrolného séra pri dvoch hladinách 
počas šiestich dní. Získané hodnoty variačného koeficientu boli 5,4 % a 5,1 %.

Výťažnosť (správnosť) metódy bola overená tak, že k referenčnému 
materiálu (CRM ClinChek® Control 1 a 3) boli pridávané štandardy so 
známou koncentráciou α-tokoferolu (0,68; 1,29 μmol.l-1) . Výťažnosť bola 
následne vypočítaná podľa vzťahu:

 [c] nameraná - [c] CRM ClinChek® Control
Výťažnosť =                 x 100 %

 [c] pridaného štandardu

Výťažnosť α-tokoferolu pri nízkej koncentračnej hladine bola 95 %, pri 
vyššej koncentračnej hladine 99 %. Metóda bola otestovaná na skupine pa-
cientov (n = 30) náhodne vybratých z denného súboru analyzovaných vzo-
riek. Vekové rozpätie vybratých pacientov bolo 43 – 69 rokov, z toho 40 %  
žien. Stanovené koncentrácie vitamínu E boli v rozsahu deklarovaných 
referenčných hodnôt 11,6 – 34,8 μmol.l-1. 

Záver
Vyvinutá metóda stanovenia vitamínu E v sére je založená na prin-

cípe LCMSMS. Metóda spĺňa požadované validačné charakteristiky, je 
spoľahlivá, citlivá a špecifická. Vzhľadom na uvedené skutočnosti je možné 
metódu zaviesť v klinických laboratóriách ako alternatívu stanovenia 
vitamínu E v rutinnej diagnostike. 

Tento článok vznikol vďaka podpore v rámci OP Výskum a vývoj pre projekt: 
Výskumné centrum moderných technológií monitorovania a diagnostiky 
ochorení ohrozujúcich verejné zdravie, ITMS 26220220197, spolufinancovaný 
zo zdrojov Európskeho fondu regionálneho rozvoja.
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