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Stanovenie a-tokoferolu (vitamin E) v sére
kvapalinovou chromatografiou s trojitym

kvadrupolom (LCMSMS)

RNDr. Jana Varha¢ova, RNDr. Renata Smilnakova
Medirex, a. s., ¢len MEDIREX GROUP, Kosice

Cielom prace bolo vyvinut metédu stanovenia a-tokoferolu (vitamin E) na kvapalinovom chromatografe s trojitym kvadrupélom.
Vychodiskovy objem vzorky pouzity na analyzu bol 50 pl séra. I6ny boli detegované v pozitivnom moéde vysoko Specifickou a citlivou
technikou — multiple reaction monitoring (MRM). Limit detekcie pre a-tokoferol bol 0,01 pmol.I"".

Klacové slova: a-tokoferol (vitamin E), sérum, LC-MS-MS, LOD, LQD.

Determination of a-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 a-toco-

pherol (vitamin E). Initial volume of sample used for analysis was 50ul serum. lons were detected in a positive mode by using multiple
reaction monitoring (MRM). The detection limit of a-tocopherol was 0,01 pmol.I".

Key words: a-tokoferol (vitamin E), serum, LC-MS-MS, LOD, LQD.

Uvod

Vitaminy rozpustné v tukoch su latky potrebné na spravne fungo-
vanie organizmu. Spolu s proteinmi, tukmi a sacharidmi patria k za-
kladnym zlozkam nasej potravy. Vitaminy z tejto skupiny pdésobia pri
metabolickych procesoch (katabolizmus, anabolizmus) ako katalyzatory.
Vdaka ich rozpustnosti v tukoch maju spolo¢ny absorpény mechaniz-
mus z GIT-u ako tuky. Ich nedostatok méze byt spdsobeny znizenym
prijmom potravy s obsahom tukov alebo poruchou vstrebévania (mal-
absorpcia) tukov.

Vitamin E tvoria analégy tokoferolu (a-, -, y-, 6-) a ich prislusné ne-
nasytené tokotrienoly. Vitamin E je silny antioxidant vyznamne Gcinny
v kombindcii s inymi rastlinnymi antioxidantmi. Je zndme, Ze spomaluje
proces starnutia buniek, chrani tkanivo koze, o¢i, pe¢ene. Monitorovanie
statusu vitaminu E vyznamne poméha pri odhalovani nedostato¢ného
prijmu vitaminov z potravy. TaktieZ pri nedostatku a-tokoferol transportné-
ho proteinu, ktory pomaha zabudovat a-tokoferolu do lipoproteinovych
Castic (VLDL) v peceni.

Experimentalna cast

Chemikalie a vzorky

Vsetky chemikalie potrebné na pripravu mobilnej fazy a pripravu
vzorky boli HPLC analytickej ¢istoty. Metanol, etanol a voda boli za-
kupené z firmy Merck KGaA (Darmstadt, Nemecko). Standardny roztok
a-tokoferolu (vitamin E), butylovany hydroxytoluén (BHT) boli zakipené
z firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), certifikovany referen¢ny materidl
pre vitamin a-tokoferol - CRM ClinChek” Control bol zakipeny z firmy
Recipe (Nemecko).
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Odber a priprava vzoriek

Vzorky pacientov boli po odbere centrifugované a sérum uskladnené
pri teplote 20 °C az do dalSieho spracovania. Vzorky boli spracované v po-
lypropylénovych skimavkach (eppendorf), 50 ul séra bolo precipitované
pridanin 100 pl etanolu (vychladeny na 4 °C) obsahujuceho stabilizator
BHT (1 %). Takto pripravena vzorka bola 5 minut premiesavana na trepacke
a nasledne centrifugovana (8 000 x g, 5 minut). Do HPLC bolo injekovanych
20 pl supernatantu.

Chromatograficka technika a doplnkovy material

Merania boli realizované na kvapalinovom chromatografe HPLC
Agilent 1260 série (Agilent Technologies, Singapur). Na detekciu bol
pouzity 6410 Agilent trojity kvadrupdl s elektrosprejom (ESI). 16ny
boli detegované v pozitivnom mdde vysoko $pecifickou a citlivou
technikou — multiple reaction monitoring (MRM). Retencny cas, pre-
kurzorovy a produktovy ion, rovnako ako iné parametre analytu, su
uvedené v tabulke 1. Udaje na kvantitativne stanovenie vitaminu boli
vyhodnocované cez MassHunter Workstation Software (Agilent). Na
chromatografickd analyzu bola pouzitd analytickd koléna Kinetex
C18 100A 4,6 x 50 mm, 2,6 um (Phenomenex, CA, USA) a predkolona
Security Guard Cartridge C18 4,0 x 3,0 mm.

Tabulka 1. Optimalizacia MS/MS krokov na kvantitativne stanovenie
vitaminu E

a-tokoferol 3,2 431 165 20 pozitivna

Vysvetlivky: t —retencny cas, CE - kolizna energia



Tabulka 2. Optimalizicia chromatografickej metody stanovenia vitaminu E

Obrdzok 1. Externd kalibra¢na krivka pre a-tokoferol

0,5 - 1,0 ml/min-1 0,8 ml/min-1

48°C

prietok

teplota kolény 40 - 55 °C

mobilnd faza  metanol, acetonitril, voda, etanol  metanol : voda (97 : 3,v/v)

Tabulka 3. Opakovatelnost a reprodukovatelnost stanovenia vitaminu E
metodou LG-MS-MS

actokofero] | 253 %021 36 267 06 54
571 + 0,04 40 502+ 1,11 51
Vysledky a diskusia

Priprava a stabilita vzoriek

Standardné roztoky boli stabilizované BHT (1g.l") a skladované pri-20 °C.
Vzorky pacientov po odbere boli centrifugované v chladenej centrifige
a po centrifugovani zmrazené pri 20 °C. Stabilita vzoriek za takychto
podmienok bola 3 mesiace.

Chromatograficka analyza

Pri separdcii vitaminu E bola pouzitd analytickd koléna s reverznou fazou.
Pri vybere koldny, mobilnej fazy a inych parametrov sa postupovalo tak, aby
sme v kratkom case dosiahli ¢o najlepsiu separaciu analytu. V tabulke 2 su
uvedené testované parametre a optimalne podmienky separacie vitaminu
E. Koncentracia vitaminu v sére bola vypocitand z externej kalibracnej krivky.
Z0 z&sobného roztoku 2,32 mmol.I" a-tokoferolu v metanole bol pripraveny
pracovny roztok 232 pmol.l". Z pracovného roztoku boli riedenim s BHT
(1g.I") pripravené standardné kalibra¢né roztoky a-tokoferolu v rozsahu
(7,25; 14,5, 29,0; 38,6 a 58,0 umol.I") (obrdzok 1). Vtomto rozsahu kalibracnych
Standardnych roztokov bola testovana linearita metody. Medza detekcie
(LOD) bola stanovena ako koncentrécia analytu vo vzorke, ktord v pouzitom
detekénom systéme vykazovala zvolend hodnotu pomer signal/sum > 5.
Hodnota medze detekcie pre a-tokoferol bola 0,01 umol.l". Medza stano-
venia (LOQ) bola vypocitana ako dvojnasobok LOD.

Pri validacii parametrov metddy (opakovatelnost, reprodukovatelnost,
vytaznost) bol pouzity referencny materidl CRM ClinChek” Control od
Recipe (Nemecko). Opakovatelnost bola stanovend patnastnasobnym
opakovanym stanovenim kontrolného séra pri dvoch hladindch v jeden
den. Z tabulky 3 vyplyva, Ze opakovatelnost pre a-tokoferol vyjadrend
varia¢nym koeficientom (CV) neprekrocila 5,0 %. Reprodukovatelnost bola
stanovend opakovanym stanovenim kontrolného séra pri dvoch hladinach
pocas Siestich dni. Ziskané hodnoty varia¢ného koeficientu boli 54 % a 5,1 %.

Viytaznost (spravnost) metddy bola overena tak, Ze k referenc¢nému
materidlu (CRM ClinChek” Control 1 a 3) boli priddvané standardy so
zndmou koncentréciou a-tokoferolu (0,68; 1,29 umol.l") . VytaZznost bola
nasledne vypocitana podla vztahu:

[c] namerana - [c] CRM ClinChek® Control

Viytaznost = x 100 %

[c] pridaného Standardu

£ MM (431.0:51650) x103] v = 501.794048 * x + 1894315024
X102 R°2 - 098115412
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Viytaznost a-tokoferolu pri nizkej koncentra¢nej hladine bola 95 %, pri
vyssej koncentracnej hladine 99 %. Metdda bola otestovand na skupine pa-
cientov (n = 30) ndhodne vybratych zdenného suboru analyzovanych vzo-
riek. Vekové rozpdtie vybratych pacientov bolo 43 — 69 rokov, z toho 40 %
Zien. Stanovené koncentracie vitaminu E boli v rozsahu deklarovanych
referen¢nych hodnot 11,6 — 34,8 pmol.I.

Zaver

Vyvinutd metdda stanovenia vitaminu E v sére je zaloZend na prin-
cipe LCMSMS. Metéda splha pozadované validacné charakteristiky, je
spolahliva, citliva a $pecifickd. Vzhladom na uvedené skuto¢nosti je mozné
metddu zaviest v klinickych laboratéridch ako alternativu stanovenia
vitaminu E v rutinnej diagnostike.

Tento ¢ldnok vznikol vdaka podpore v rdmci OP Viyskum a vyvoj pre projekt:
Vyskumné centrum modernych technoldgii monitorovania a diagnostiky
ochoreni ohrozujucich verejné zdravie, ITMS 26220220197, spolufinancovany
zo zdrojov Eurépskeho fondu regiondineho rozvoja.
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