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RESUMO

Foram propostas duas metodologias para realizar a determinagao de vitaminas em suplementos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): uma para a determinagdo simultinea de vitaminas
lipossoluiveis (acetato de retinol, palmitato de retinol, acetato de a-tocoferol e -caroteno) e outra
para a determinac¢do simultanea de vitaminas hidrossoluveis (B1, vitamina C, nicotinamida, acido
nicotinico, B6 e acido pantoténico). A validagdo das metodologias foi realizada utilizando-se material
de referéncia certificado SRM 3280 do NIST e padrées de vitaminas. Os limites de detecgdo (LDs)
e de quantificagdo (LQs) variaram entre 0,3 e 4,3 pug/mL e entre 0,5 e 14,0 ug/mL, respectivamente.
Os percentuais de recuperagdo dos padroes adicionados nas matrizes variaram entre 92 % e 109 %
e entre 86 % e 108 % no material de referéncia. A repetitividade foi calculada utilizando-se o desvio
padrio relativo (RSD); e foram detectados valores entre 0,2 % e 9,6 %. Os métodos validados foram
aplicados para a determina¢do de vitaminas A, E, B1, C, niacina, B6 e dcido pantoténico em 10
amostras de suplementos vitaminicos. Ambos os métodos sdo adequados para a andlise de vitaminas
em suplementos e suas aplicagbes serdo imprescindiveis, visto a necessidade urgente de efetuar
monitoramento e fiscaliza¢do destes produtos.

Palavras-chave. suplementos nutricionais, vitaminas lipossoluveis, vitaminas hidrossoluveis,
valida¢do, cromatografia liquida.

ABSTRACT

Two methodologies were proposed for determining vitamins in supplements by means of high
performance liquid chromatography (HPLC): one for simultaneous determination of fat soluble
vitamins (retinyl acetate, retinyl palmitate, a-tocopheryl acetate and p-carotene), and the other for
the simultaneous determination of water soluble vitamins (B1, C, nicotinamide, nicotinic acid, B6
and pantothenic acid). The methodologies were validated using certified reference material SRM 3280
from NIST and vitamins standards. The limits of detection (LODs) and the limits of quantification
(LOQs) ranged from 0.3 to 4.3 pug/mL and from 0.5 to 14.0 ug/mL, respectively. The recoveries of
spiked vitamin standards in supplements ranged from 92 % to 109 %, and from 86 % to 108 % in
the reference material. The repeatability was calculated by the relative standard deviation (RSD),
with values from 0.2 % to 9.6 %. The validated methods were applied for determining vitamins A,
E, B1, C, niacin, B6 and pantothenic acid in 10 multivitamin supplements samples. Both methods
are suitable for determining vitamins in multivitamin supplements, and their applications will be
essential, considering the urgent need for monitoring and for surveying these products.

Keywords. nutritional supplements, fat-soluble vitamins, water-soluble vitamins, validation, liquid
chromatography.

Rev Inst Adolfo Lutz. 2016; 75:1689
1/14



Abe-Matsumoto LT, Sampaio GR, Bastos DHM. Validagao e aplicagdo de métodos cromatograficos para determinagao de vitaminas em

suplementos. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2016;75:1689.

Estudos sugerem aumento do consumo de
suplementos vitaminicos e minerais no Brasil,
sendo comparavel aos encontrados em paises como
os Estados Unidos e a Alemanha'? Esta categoria
de produtos passou a ser isenta de registro no
Ministério da Saude a partir de 2010° facilitando
ainda mais a sua comercializagio no mercado
brasileiro. As informagdes sobre qualidade e
seguranga destes produtos sdo, na maioria das
vezes, limitadas as informagdes constantes nos
rétulos, porém, as concentragbes de vitaminas
declaradas na informagdo nutricional da rotulagem
poderao ser confirmadas somente apds analise

destes produtos com metodologias analiticas
validadas®.
Para a  determinagdio de vitaminas

lipossoluveis em alimentos, a maioria das técnicas
envolve etapas de saponificacdo, extracio com
solvente orgénico e quantificagdo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detec¢ao
por fluorescéncia ou ultravioleta-visivel (UV-Vis).
A determinacdo de vitaminas hidrossoluveis
foi realizada durante muitos anos por métodos
microbiolégicos e  espectrofotométricos e,
posteriormente, também por CLAE®°. Novas
técnicas cromatograficas tém sido desenvolvidas
apresentando diversas vantagens tais como:
reducgdo no tempo de andlise, utilizacdo de menor
quantidade de solventes, maior eficiéncia, além
da possibilidade de quantificar varias vitaminas
em uma mesma analise. O uso de CLAE com
detector de massas e a técnica por cromatografia
liquida de  wultra eficiéncia (CLUE), por
exemplo, permitem essas vantagens, porém sao
equipamentos de alto custo”’.

A andlise de  vitaminas  envolve
alguns desafios. Sua determinagao exige cuidados
especiais, principalmente devido a sensibilidade
destes compostos a luz, oxigénio, temperatura
e alteragoes de pH’. Em alimentos in natura, as
vitaminas encontram-se em baixas concentragoes,
muitas vezes com a presenca de interferentes em
matrizes complexas. Em suplementos, as vitaminas
estdo presentes em concentragdes maiores, porém,
ha grande variagio entre as concentragdes
de vitaminas adicionadas nestes produtos,
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dificultando a extracdo e andlise simultinea de
alguns compostos'’. As concentragdes de vitamina
B,, e de vitamina C, por exemplo, encontram-se
proximos de 2 pg e 45 mg, respectivamente em
uma por¢ao.

O tamanho da porgiao para andlise é um
fator importante a se considerar, ja que algumas
vitaminas sdo microencapsuladas com a finalidade
de garantir sua estabilidade durante o periodo de
armazenamento e as particulas podem nédo estar
homogeneamente distribuidas. As tecnologias como
a nano e a microencapsulagdo estdo rapidamente
evoluindo, sendo que os diferentes processos
utilizados podem dificultar a extra¢do de algumas
vitaminas'!. Devido as dificuldades para se
estabelecer um método pratico e seguro para
analise de vitaminas em suplementos vitaminicos,
o National Institute of Standard and Technology
(NIST) produziu recentemente um material de
referéncia de multivitaminicos e multielementos'.
Este material serve de suporte para a validacao
de metodologias de anadlise destes produtos
permitindo aos laboratérios a implantagio de
metodologias  confidveis, possibilitando uma
fiscalizagdo adequada para oferecer produtos com
major garantia de qualidade aos consumidores.

Com a isen¢do da obrigatoriedade de registro
sanitario, a fiscalizacdo de suplementos vitaminicos
por orgdos competentes torna-se extremamente
necessaria para assegurar a idoneidade dos mesmos.
Assim, este trabalho teve como objetivo, adequar
e validar metodologias para determinagiao de
vitaminas em suplementos vitaminicos nas formas
de comprimidos, drageas, capsulas gelatinosas duras
e moles e solugdes, visando estabelecer métodos de
facil e rapida execugdo para a implantag¢ao na rotina,
tanto em laboratdrios de saude publica quanto em
laboratérios de controle de qualidade nas industrias.

Padroes, reagentes, material de referéncia
certificado e amostras

Os padroes de acetato de retinol, acetato de
a-tocoferol, f-caroteno, cloridrato de tiamina (B1),
riboflavina (B2), cloridrato de piridoxina (B6),
nicotinamida, acido nicotinico e acido pantoténico

foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (St Louis,
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EUA); o palmitato de retinol da Fluka (Buchs, Suica)
e o acido ascorbico (C) da Supelco (Bellefonte,
EUA). Foram utilizados os seguintes solventes
grau cromatografico: metanol da Carlo Erba e
acetonitrila, hexano e cloroférmio da J. T. Baker®
(Bakerbond, EUA). Trietilamina e BHT (butil
hidroxi tolueno) foram adquiridos da Sigma- Aldrich®
(St Louis, EUA), HCI (4cido cloridrico) e acido
orto-fosférico, da Merck® (Darmstadt, Alemanha),
e fosfato de sddio monobdsico, da Calbiochem®
(San Diego, EUA). O material de referéncia
SRM 3280 - Multivitamin/Multielement Tablet, foi
adquirido do NIST e as amostras de suplementos
vitaminicos foram adquiridas no comércio da
cidade de Sao Paulo (SP).

A solugdo tampao fosfato de sodio 0,05 M
(pH 3,0) foi preparada semanalmente, dissolvendo-se
6,9 g de fosfato de sédio monobasico em 1 L de
agua Milli-Q e o pH foi ajustado para 3,0 £ 0,1
com adi¢ao de acido ortofosférico 85 %. A solugao
foi colocada em banho ultrassonico por 10 min e
filtrada em membranas de 0,45 pm antes do uso.

Equipamentos

A pulverizagdo das matrizes drageas e
comprimidos foi realizada em moinho vibratdrio,
modelo MM400, marca Retsch Technology®
(Haan, Alemanha). Para os procedimentos
de andlise, utilizou-se balanca analitica modelo
XS205, marca Mettler Toledo (Schwerzenbach,
Suica); banho ultrassonico modelo Ultracleaner
1400, marca Unique (Sdo Paulo, Brasil); centrifuga
modelo 3-18K, marca Sigma (Osterode, Alemanha);
concentrador de amostras modelo Centrivap,
marca Labconco (Kansas City, EUA). A leitura
das absorvancias dos padroes de vitaminas e de
P-caroteno foi realizada em espectrofotdmetro
UV/Visivel modelo  UV-X1650PC,  marca
Shimadzu® (Kyoto, Japdo) e o ajuste de pH
da solu¢do tampao foi realizado em pHmetro
digital, modelo PG1800, marca Gehaka® (Sio
Paulo, Brasil). A 4gua foi purificada pelo sistema
Milli-Q, da Millipore (Bedford, EUA).

As analises cromatograficas foram realizadas
em cromatografo liquido de alta eficiéncia, modelo
LC-20AT, com injetor automatico SIL-20AC,
controlador CBM-20A, forno de coluna CTO-20A
e detector de arranjo de diodos PDA-20A, marca

Shimadzu® (Kyoto, Japao). Para ambos os métodos,
foi utilizada coluna de fase reversa C18 Shim-Pack
VP-ODS-2 (150 mm x 4,6 mm, particulas de 5 um),
marca Shimadzu (Kyoto, Japao).

Preparo das amostras de suplementos vitaminicos

Um minimo de dez unidades das amostras
em drageas ou comprimidos foram pesadas para o
célculo do peso médio real, e estas foram trituradas
em moinho utilizando vasos de moagem de 50 mL,
com frequéncia de 20 Hz durante 1 min. Para a
determina¢do das vitaminas A e E e [-caroteno
foi necessaria uma etapa adicional: as amostras
trituradas previamente, foram passadas em tamis
de 100 Mesh, e o conteudo retido no tamis foi
pulverizado em vaso de moagem de 10 mL com
frequéncia de 20 Hz durante 30 s, para que todo
o po6 atingisse uma granulometria menor que
150 pm, ou seja, passasse pelo tamis de 100 Mesh.

As capsulas gelatinosas duras foram abertas
manualmente e o conteido (pd) de dez unidades
foi homogeneizado em frascos de polipropileno.
As céapsulas gelatinosas moles de matriz oleosa
foram abertas com auxilio de estilete e o contetido
de dez unidades foi homogeneizado em tubos
de polipropileno. Nestes dois tipos de capsulas,
o conteudo foi completamente removido para a
pesagem das capsulas vazias. Determinou-se por
diferenca entre os pesos das capsulas inteiras e
das capsulas vazias, o peso médio do contetido
de dez unidades. Em matrizes liquidas, os frascos
foram agitados antes da tomada de amostra para
garantir sua homogeneidade.

Metodologia proposta para a determinacao de
vitaminas A e E e $-caroteno

O desenvolvimento da metodologia foi
baseado no método descrito por Thomas et al
com modificagdes. As etapas de adequagio do
ensaio, que levaram a alteragdes no método original,
bem como os resultados da validagdo do ensaio
estdo descritas no item resultados e discussoes.
A fase movel foi constituida de metanol com
0,1 % de trietilamina : etanol (75 : 25, v/v), com
fluxo de 1,0 mL/min, em modo isocratico, com
forno de coluna a 35 °C. O volume de inje¢ao foi
de 20 pL e a temperatura no injetor automatico foi
mantida a 15 °C para minimizar a degradagao das
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vitaminas. O tempo da andlise cromatografica foi
de 25 min.

Cerca de 250 mg da amostra pulverizada
foram pesadas em tubo de polipropileno com
tampa rosqueada com capacidade de 50 mlL.
Foi adicionado 1 mL de HCl 0,1 M aos tubos,
os quais foram sonicados a 40 kHz em banho
ultrassénico por 15 min. A extracido dos analitos
foi realizada em trés etapas utilizando 10, 10 e
5 mL de hexano respectivamente para a primeira,
segunda e terceira extragdes. Apods cada adicao
de hexano, os tubos foram homogeneizados em
agitador tipo Vortex por 1 min, colocados em
banho ultrassonico por 5 min, agitados novamente
em agitador tipo Vortex por 30 s e centrifugados
a 10.000 rpm por 15 min a 4 °C. Apds cada
centrifuga¢do, os extratos foram transferidos para
baldes volumétricos ambar de 25 mL com auxilio
de micropipeta, e o volume final foi completado
com hexano. Aliquotas de 3 mL do extrato hexanico
foram transferidos para tubos de vidro de 10 mL
e colocados em concentrador de amostras por
10 min a 40 °C para evaporacao do solvente.
Quando foi observado algum residuo liquido no
tubo, este foi completamente seco com auxilio de
nitrogénio. As amostras foram ressuspendidas
em 2 mL de dlcool etilico com BHT a 0,3 mg/mL,
filtrados em membranas de 0,45 um (Millipore)
para frascos tipo vial ambar.

Para a andlise dos suplementos com matriz
oleosa, utilizou-se quantidade de amostra entre
150 e 400 mg, e para andlise em matriz liquida,
pipetou-se um volume entre 1 e 3 mL, dependendo
da concentragdo de vitaminas declaradas na
informagdo nutricional. A extracdo de vitaminas
A e E e P-caroteno foi realizada seguindo o
mesmo procedimento utilizado para as matrizes
pulverizadas, excluindo-se a primeira etapa
correspondente a adicdo de HCl 0,1 M com banho
ultrassonico por 15 min.

Para a curva de calibra¢ao, os padroes de
acetato e palmitato de retinol e acetato de
a-tocoferol foram dissolvidos em dlcool etilico
e o padrio de [-caroteno foi dissolvido em
hexano. As concentragdes das solugdes de estoque
foram determinadas espectrofotometricamente
pela Lei de Lambert-Beer, utilizando as seguintes
absortividades molares: 1560 dL/g.cm para acetato
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de retinol a 325 nm, 1000 dL/g.cm para palmitato
de retinol a 325 nm, 43,6 dL/g.cm para acetato
de a-tocoferol a 284 nm e 2590 dL/g.cm para
B-caroteno a 450 nm'*'.

As curvas de calibragdo foram construidas em
cinco niveis nas seguintes faixas de concentragio:
0,95 a 30,42 pg/mL para acetato de retinol;
36,68 a 586,81 pg/mL para acetato de a-tocoferol;
2,41 a 76,96 pg/mL para palmitato de retinol e
3,09 a 51,64 pg/mL para B-caroteno.

Para a expressio dos resultados foram
utilizados os fatores 0,872, 0,546 e 0,167
respectivamente para acetato de retinol, palmitato
de retinol e [-caroteno e o fator 0,91 para o
acetato de a-tocoferol>'®. Uma por¢do corresponde
a ingestao didria de suplemento recomendada pelo
fabricante.

Metodologia proposta para a determinacao de
vitaminas hidrossoluveis

A fase movel foi constituida de metanol (A)
e tampao fosfato de sédio 0,05 M (B), em modo
de gradiente linear, iniciando com 98 % de A,
passando para 40 % de A em 9 min, retornando
para a condi¢ao inicial em 15 min, e mantendo-se
nesta propor¢do até 25 mim para equilibrio da
fase movel, com fluxo de 0,8 mL/min. O volume
de injecdo foi de 10 uL e as temperaturas no
injetor automatico e no forno de coluna foram
mantidas a 15 °C e 26 °C, respectivamente. O acido
pantoténico foi detectado a 209 nm, a tiamina,
vitamina C, nicotinamida e acido nicotinico a
254 nm, riboflavina a 268 nm e a piridoxina a
283 nm.

Cerca de 350 mg da amostra pulverizada
foram pesadas em tubo de polipropileno
com tampa rosqueada com capacidade de 50 mL.
Foram adicionados 35 mL de solugdo tampio
fosfato de sdédio 0,05 M (pH 3,0) aos tubos,
os quais foram agitados em agitador tipo Vortex
por 20 s, filtrados em papel de filtro quantitativo,
e em seguida em membranas de 0,22 pum
(Millipore) para frascos tipo vial ambar. As analises
cromatograficas foram realizadas imediatamente
apds o preparo.

Para andlise em matriz oleosa, pesou-se
uma quantidade de amostra entre 150 e 400 mg,
adicionou-se 5 mL de cloroférmio e foram realizadas
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3 extragdes com 10 mL de tampao fosfato. A cada
adicdo de tampdo, os tubos foram agitados em
agitador tipo Vortex por 20 s. Apds a separacao
das fases, a fase aquosa foi transferida para frasco
de polipropileno com auxilio de pipeta automatica.
Cerca de 2 mL de fase aquosa foi filtrada em
filtros de 0,22 pm (Millipore) para frascos tipo vial
ambar e analisadas imediatamente por CLAE.

Em matriz liquida, pipetou-se um volume
entre 1 e 3 mL, seguindo o mesmo procedimento
utilizado para as matrizes pulverizadas.

Os padroes das vitaminas hidrossoluveis
foram dissolvidos em tampao fosfato de sédio
0,06 M e as curvas de calibracio foram
construidas em cinco niveis nas seguintes faixas
de concentragdo: 11,1 a 177,6 pg/mL para
nicotinamida; 29,8 a 476,9 pug/mL para vitamina
G; 3,8 a 60,4 ug/mL para tiamina; 3,7 a 59,3 pg/mL
para piridoxina; 3,7 a 59,3 upg/mL para
acido pantoténico e 10,4 a 166,3 ug/mL para
acido nicotinico. Os resultados foram expressos
em miligramas (mg) de vitamina por porg¢ao de
suplemento.

Validacao

As validacoes dos métodos foram realizadas
de acordo com o documento de carater orientativo
da Coordenag¢dao Geral de Acreditagio DOQ-
CGCRE-008 - Orientagdo sobre validagio de
métodos analiticos do Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO,
2011)". Os seguintes parametros de desempenho
foram determinados:

Seletividade

Para o estudo da seletividade, foram
selecionadas amostras de suplementos vitaminicos
e minerais com auséncia do analito a ser estudado,
os quais foram utilizados como o branco da
amostra. Para a avaliacio da seletividade foram
realizados os ensaios em dois grupos de amostras
de teste, um com a matriz (branco da amostra) e
outro sem a matriz (branco do ensaio), seguindo a
metodologia proposta. As analises foram realizadas
em seis replicatas independentes para cada grupo,
com adicdo de um nivel de concentracio do
padrao do analito.

O efeito da matriz suplementos vitaminicos

e minerais foi verificado pelo teste F para
comprovar a homogeneidade das varidncias
e pelo teste t, para a comparagio das médias.
Em cada grupo, foi verificada a existéncia de
outlier, através do teste de Grubbs. Os seguintes
critérios de aceitagdo foram utilizados: Se G__< 1,887
nao ha outlier;set <t eF_ <F_ ndo ha efeito
. calc tab calc tab B .
de matriz; set | >t _ e/ou F__>F _ hd necessidade
s calc tab calc tab
da adi¢do padrao.

Linearidade e Faixa de Trabalho

O estudo da linearidade foi realizado
com cinco niveis de concentragdo. Os padroes
foram preparados em triplicatas e os valores
de suas dreas foram usados para a obtencdo
da equagdo de regressao linear pelo método dos
minimos quadrados. Um estudo da linearidade
foi estabelecido para o método por meio do
coeficiente de regressio linear (r) da reta.
O coeficiente de correlacio quadrado (r?) ¢é
normalmente mais utilizado porque fornece a
ideia percentual de correlagio dos pontos com
a reta. Quanto mais proximo de 1 é o r?, melhor
¢ a representacao do modelo matematico expresso
pela equagdo de reta. Para o conjunto de dados
obtidos foi calculado o valor de r*e um valor
maior que 0,995 foi requerido.

O método dos minimos quadrados supde
que os residuos tém a mesma varidncia. Na
calibracdo isto significa que a dispersio das
medidas é independente do valor da concentragao.
Esta condigdo de variancia uniforme ¢ chamada
homocedasticidade. Para verificar se o sistema
¢  homocedastico  (varidncias  iguais) ou
heterocedastico (variancias diferentes) foi aplicado
o teste de Cochran, visando avaliar como ¢ a
variancia ao longo da curva. Os valores dos
residuos foram langados em grafico e foi observada
se a distribuicdo dos pontos era aleatdria, livre
de tendéncias.

Limites de detecgio (LD) e de quantificagdo (LQ)
Foram adicionadas pequenas concentragdes
dos analitos ao branco da amostra e utilizou-se
como critério para determina¢do do limite de
detecgdo, as concentragdes que equivalessem a
uma drea de pico cerca de trés vezes maiores que
o ruido. Utilizando a féormula LD = LQ/3,3,
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estabeleceu-se o LQ. A precisdo e exatidao das
areas correspondentes ao LQ foram confirmadas,
preparando seis replicatas nestas concentragdes,
e quantificando conforme os métodos analiticos
estabelecidos.

Exatiddo

A exatiddo foi avaliada pelo teste de
recuperacao dos padroes adicionados nas matrizes
de suplementos vitaminicos. Foram preparadas
em triplicatas, amostras de suplementos com
adicdo de padrao em trés niveis de concentracao,
que foram quantificadas conforme os métodos
analiticos estabelecidos. Além disso, foi analisado
o material de referéncia SRM 3280 Multivitamin/
Multielement tablet em 6 replicatas.

Precisdo

Para a repetitividade, foram utilizados os
resultados obtidos no teste de recuperacio de
amostras fortificadas, calculando-se o desvio
padrdo para cada nivel de concentragio e o
desvio padrao relativo (RSD).

Anilise estatistica

Os resultados foram apresentados como
média e desvio padrdo. O nivel de significancia
estabelecido para os testes estatisticos aplicados
na valida¢do das metodologias foi de a0 = 5 %.
Todas as andlises dos dados foram realizadas pelo
programa Microsoft” Excel 2010.

Adequacao da metodologia para determinagio
de vitaminas A e E e -caroteno

Condigoes cromatogrdficas

O desenvolvimento da metodologia foi
iniciado pelas condicbes cromatograficas de
separagdo e de deteccao do acetato de retinol,
palmitato de retinol, acetato de a-tocoferol e
p-caroteno em CLAE utilizando detectores de
arranjo de diodos e de fluorescéncia em série.
Inicialmente, foi utilizada uma coluna de fase reversa
C18, Shim-Pack VP-ODS-2 (250 mm x 4,6 mm,
particulas de 5 um, marca Shimadzu) e fase movel
metanol com 0,05 % de trietilamina : acetonitrila
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(96 : 4, v/v). Porém, nestas condi¢des, ndo ocorreu
eluicdo do [-caroteno em 60 min. Para uma
eluigdlo mais rapida do [-caroteno, havia a
necessidade de se utilizar uma fase moével menos
polar. A escolha dos solventes da fase movel
foi baseada no método descrito por Kandér et
al'®, pois o uso de etanol apresenta a vantagem de
ser menos toxico e o metanol, por ser de baixo
custo. Com esta fase movel, foi necessaria uma
corrida de 45 min para a eluicdo de todos os
analitos. Para redugido do tempo de corrida, foi
utilizada uma coluna de mesma composigao,
porém com comprimento de 150 mm, tornando
possivel a eluicdo e separagio de todos os
compostos de interesse em 25 min, permitindo
boa resolucgdo para todos os picos cromatograficos.

Detecgdo

Inicialmente, foi utilizado o detector de
arranjo de diodos (DAD) para detec¢ao do
acetato e palmitato de retinol (A = 325 nm) e do
B-caroteno (A = 450 nm), em série com o detector
de fluorescéncia (Aex = 280 nm e Aem = 330 nm)
para deteccio do acetato de a-tocoferol.
Para a andlise simultanea das vitaminas A e E
normalmente utilizam-se estes dois detectores,
ja que a intensidade de resposta dos tocoferois
no UV ¢ relativamente menor quando
comparado a intensidade de resposta dos retindis.
Ao analisar estes dois analitos em concentracdes
equivalentes, os picos cromatograficos ficaram
desproporcionais, dificultando a quantificacdo
dos tocoferdis pelo UV e levando a necessidade de
uso do detector de fluorescéncia, o qual apresenta
maior sensibilidade. Porém, nos suplementos
vitaminicos a concentragdo de acetato de
a-tocoferol encontrada é cerca de 10 a 15 vezes
maior que a concentragdo de acetato de retinol.
Assim, a curva de calibragio foi construida
levando-se em consideragdo estas proporgdes,
o que possibilitou a quantificagdo de ambas
utilizando somente o DAD.

Preparo de amostra e extragdo das vitaminas

No método proposto por Thomas et al®,
utilizaram-se 2 g de amostra e no minimo 100 mL
de solvente organico, e a etapa de extraciao das
vitaminas foi realizada overnight, o que ndo se
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mostrou muito pratico. Assim, a extragdo foi
realizada utilizando-se 0,2 a 0,3 g de amostra e
reduzindo-se o volume de solvente para 25 mL.
Porém, com a redugdo da quantidade de amostra
foi necessaria uma homogeneizagdio adequada
dos suplementos vitaminicos. O p6 obtido
apos trituracdo dos comprimidos no moinho
vibratdrio, utilizando vasos de moagem de
50 mL, com frequéncia de 20 Hz durante 1 min
apresentou-se visualmente homogéneo, porém,
apos analise das vitaminas, observou-se que
a homogeneizagdio ndo foi suficiente para um
resultado satisfatorio, em relacio ao acetato de
retinol, o qual apresentou coeficiente de variagdo
acima de 20 % para analise em quadruplicata.
Para melhorar a homogeneizagdo, a amostra
pulverizada foi passada em tamis de 100 mesh e o
residuo retido foi novamente triturado em vasos
de moagem de 10 mL por 30 s até que todo o pd
passasse pelo tamis de 100 mesh. Com esta etapa
de homogeneizagdo foi possivel obter resultados
com coeficientes de variagdo menores que 10 %.
Além disso, foi realizado teste de extragdo das
amostras utilizando somente o Vortex por 1 min
ap6s adi¢do de hexano, ou o Vortex por 1 min
seguido de ultrassom por 5 min e novamente
o Vortex por 30 s. A eficiéncia da extragdo foi
confirmada pela quantificagio dos analitos
extraidos do residuo apds as trés extragdes, ou
seja, realizando a quarta extracao e verificando-se
que as concentragdes de vitaminas encontrados
nesta ultima nao foram significativas.

Nos suplementos vitaminicos, a vitamina A
pode ser adicionada nas formas de acetato ou
palmitato de retinol ou ainda como o P-caroteno,
e as suas concentragdes sdo expressas como g ER
(equivalentes de retinol) por por¢do. A vitamina E
¢ adicionada na forma de acetato de a-tocoferol e
expressa como mg a-TE (equivalentes de a-tocoferol)
por porcao.

Adequagao da metodologia para determinagao de
vitaminas hidrossoluveis

Condigdes cromatogrdficas

Utilizou-se inicialmente as fases moveis
tampao fosfato de sodio 0,05 M (A) e acetonitrila
(B), em modo de gradiente, com fluxo de

1,0 mL/min. Foram testadas concentragdes
de acetonitrila entre 2 e 25 % nas condi¢oes
iniciais, aumentando linearmente para 40 %,
porém, ndo houve separagio com boa resolucido
dos picos de piridoxina e nicotinamida.
Ao substituir a acetonitrila pelo metanol,
houve melhor separa¢io dos compostos, sendo
estabelecida a propor¢do de 2 % de metanol nas
condigdes iniciais com fluxo de 0,8 mL/min.

Preparo de amostra e extragdo das vitaminas

Utilizou-se 350 mg de amostra com 35 mL
de tampdo fosfato, combinando-se agitagdo em
Vortex e banho ultrassonico, testando-se a segunda
extracdo para certificar-se de que a extragdo unica
era suficiente. A agitagdio por 1 min em Vortex,
com 5 min em banho ultrassénico, seguido de
30 s de agitagdo em Vortex e centrifugacdo
a 10.000 rpm por 10 min a 4 °C (Método A),
mostrou-se  satisfatoria para a extragio e
quantificacao das vitaminas Bl, C, niacina, B6,
riboflavina e dcido pantoténico em material de
referéncia certificado. As andlises em material de
referéncia foram realizadas com seis repeticdes
em dois dias distintos. As seis replicatas foram
preparadas simultaneamente, assim, o tempo
decorrido entre as injecdes subsequentes foi
de 25 min, tempo correspondente a uma analise.
A média dos resultados para a vitamina C foi
satisfatoria, considerando a incerteza do valor
certificado, porém, foi visivel a sua degradagdo com
o tempo (Figura 1). O preenchimento dos vials
até a sua capacidade maxima para minimizar a
acdo do oxigénio, e o seu armazenamento em
compartimento refrigerado do auto injetor, nao
foram suficientes para evitar a degradacio da
vitamina C.

Assim, verificou-se a necessidade de se
realizar uma extragdo rapida, agitando-se o tubo
com a amostra e a solugdo tampao fosfato somente
em Vortex por 20 s. Para reduzir ainda mais o tempo
de extragao, optou-se por nao centrifugar a amostra.
A solugao foi entdo filtrada primeiramente em
filtro de papel quantitativo e em seguida em filtros
de 0,22 pm e a analise cromatografica foi realizada
imediatamente apds cada preparo. Desta forma,
o tempo maximo a partir do inicio de preparo
até a analise cromatografica foi reduzido de 20 min
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para cerca de 5 min (Método B). O material de
referéncia foi também analisado por este método
de extragdo em seis replicatas em dois dias
distintos, e verificaram-se melhores resultados
em relacio a vitamina C (Figura 1). Com esta
extragdo, a quantificacdo da riboflavina ficou
prejudicada, provavelmente, porque esta vitamina
tem baixa solubilidade em solugdo aquosa,
e uma extragdo rapida nao foi suficiente para a
recuperacdo adequada desta vitamina. Porém,
optou-se pelo método sem centrifugagio para
priorizar a andlise de vitamina C, tendo em
vista que esta vitamina ¢ o componente
mais abundante nas amostras de suplementos
vitaminicos disponiveis no comércio. Esta extragao
se mostrou rapida e pratica, apesar da necessidade
de andlise imediata no cromatégrafo apoés cada
extracao.

Ao analisar algumas amostras comerciais
pelos dois métodos de extracao (A e B), verificou-se
que ndo havia um padrao para a velocidade
de degradagdo da vitamina C. Ao comparar
as concentracbes de vitamina C analisadas por
ambos o0s métodos, observou-se porcentagens
de degradagao entre 18 e 83 % nos resultados
obtidos pelo método A quando comparado com o

resultado médio obtido pelo método B. O tempo
decorrido apds o inicio do preparo até a analise
cromatografica foi de 20 a 70 min no método
A, enquanto no método B, todas as analises
cromatograficas foram realizadas apos cerca de
5 min do inicio do preparo.

Validagao das metodologias

Os parametros de validagao avaliados foram
a seletividade, linearidade e faixa de trabalho, limites
de deteccio e de quantificagdo, exatidio e precisio, e
os resultados estdo apresentados a seguir:

Seletividade

Os ensaios para avaliacio da seletividade
mostraram que ndo ha outlier entre as replicatas,
ou seja, G_, < 1,887, e que ndo ha efeito de matriz,
poist_ <t eF  <F_ paratodos os analitos, logo
a adi¢ao de padrao nao foi necessaria, podendo ser
utilizada a curva de calibra¢do preparada sem a
matriz.

Como os resultados mostraram que a matriz
ndo interfere na andlise, os estudos de linearidade,
limites de detecgdo e quantificagdo, precisio e
exatiddo foram baseados na curva de calibragcdo sem
a matriz.

43.00 -

42.00 -
) ® Método B - dia 1
2 4100 -
Y . @ Métado B - dia 2
£ 4000 - ¥
= M Método A-dial
S X
=
= 3900 -

X X Método A - dia 2
-
38.00 - X
37.00 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175

Tempo (min)

Figura 1. Concentragoes de vitamina C determinadas em material de referéncia certificado SRM 3280 (Valor certificado =42,2 + 3,7
mg/g), pela extragio realizada com centrifugagdo (Método A) e sem centrifuga¢do com inje¢do imediata (Método B)
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Linearidade e faixa de trabalho

De um modo geral, um coeficiente de
correlagio quadrado igual ou superior a 0,995 ¢
utilizado para indicar métodos lineares, portanto,
adotou-se este critério. Considerando os resultados
obtidos, conclui-se que os coeficientes de correlagao
quadrado apresentaram valores superiores a 0,995,
logo, a faixa de trabalho ¢é linear nos intervalos
apresentados na Tabela 1.

No teste de Cochran, o valor de C_,_foi menor
que de C  (Tabela 1) para todos os analitos, logo,
a curva de calibracdo apresenta comportamento
homocedastico, ou seja, possui variancias
semelhantes ao longo da faixa de trabalho. Além
disso, os graficos de residuos das curvas analiticas
de calibracao mostraram uma distribuicao aleatdria,
livre de tendéncias, mostrando que o modelo
matematico utilizado para obtengdo da equagao de
reta é adequado.

LDelQ

Os valores dos limites de deteccao e
de quantificagdo estido apresentados na Tabela 1.
Os valores de dreas obtidos para o limite de
quantifica¢ido  possuem precisio e exatidao
adequados. O desvio padrdao relativo entre as
repeticoes apresentou um valor inferior a 10 %,
indicando que as medi¢bes das dreas dos padroes
no LQ possuem precisaio adequadas, ou seja,

Tabela 1. Valores de r* obtidos das curvas de calibragio nas faixas de trabalho apresentadas, valoresde C , e C

teste de Cochran, LD e LQ dos analitos

sdo repetitivas. A exatidao foi avaliada pela
linearidade da resposta deste padrio com o
primeiro ponto da curva de calibragio, onde
concentragdo e drea aumentam na mesma
propor¢ao.

Os limites de detec¢io e quantificagdo
ndo sdo criticos para esta metodologia, pois as
concentragdes normalmente encontradas destas
vitaminas em suplementos permitem a obtengdo
de extratos relativamente concentrados e as curvas
de calibragio foram determinadas levando-se em
consideragdo estes niveis.

Exatiddo

Os resultados dos ensaios de recuperagio
dos padrdes de vitaminas e B-caroteno adicionados
nas matrizes drageas, comprimidos e capsulas (p9d),
capsulas gelatinosas (matriz oleosa) e nas matrizes
liquidas estao listados na Tabela 2. De acordo com
o guia de validagio de métodos quimicos da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC),
os valores aceitaveis de recuperagdo para o nivel
de concentracio do acetato de a-tocoferol, acido
pantoténico, nicotinamida, dacido nicotinico e
vitamina C situam-se entre 90 e 108 % e para os
demais analitos, entre 85 e 110 %'. A recuperagao
do padrio de P-caroteno em amostras liquidas
apresentou valores entre 80 e 130 %. No entanto, foi
verificado que este parametro seria desnecessario,

.. obtidos pelo

Acetato de retinol 092304 0,99999 0,684/0,666 0,1 0,5
Acetato de a-tocoferol 36,7 2 586,8 0,99997 0,684/0,467 3,0 9,9
Palmitato de retinol 2,4a76,9 0,99994 0,684/0,571 0,3 1,0
B-caroteno 3,1a51,6 0,99808 0,684/0,534 0,3 1,0
Acido pantoténico 21,4 a342,8 0,99999 0,684/0,560 4,3 14,0
B1 3,8 a60,4 0,99998 0,684/0,623 0,9 3,0
Nicotinamida 11,1a177,6 0,99999 0,684/0,602 2,5 8,1
Acido nicotinico 10,4 a 166,2 0,99998 0,684/0,584 2,4 7,9
Vitamina C 29,8 2476,9 0,99901 0,684/0,560 3,6 12,0
B6 3,7a59,3 0,99999 0,684/0,510 0,9 3,0
*(n=3)
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ja que nao foram encontradas amostras liquidas
contendo B-caroteno como fonte de vitamina A.

Na andlise do material de referéncia,
verificou-se menor recuperagdo dos analitos
quando comparado com a andlise em amostras
fortificadas, porém, estes resultados também
se mostraram satisfatdrios, considerando a
incerteza dos valores certificados. A exatidao
dos resultados das andlises no material de
referéncia foi também confirmada pelo célculo
do Z-score, os quais apresentaram valores
inferiores a dois, mostrando que a média
das replicatas ¢é estatisticamente equivalente ao
valor de propriedade certificado (Tabela 3).

Os ensaios de recuperagdo em amostras
fortificadas foram importantes para comprovar que
ndo houve degradac¢ao significativa das vitaminas e
do P-caroteno durante a extragdo, e as analises no
material de referéncia demonstraram que a extraciao
das vitaminas e do P-caroteno de uma matriz
complexa foi efetiva, assegurando que o método
apresenta recuperacdo adequada para todos os
analitos.

Precisdo

Os desvios padrdo relativos variaram entre
0,2 e 96 % (Tabela 2), concluindo-se que os
métodos atendem ao critério de repetitividade
estabelecido em toda a faixa de trabalho, apresentando
valores de RSD inferiores a 10 %.

Aplicagao dos métodos validados em amostras
comerciais

Foram analisadas dez amostras de
suplementos vitaminicos comerciais, incluindo
as matrizes drageas, comprimidos, capsulas

gelatinosas duras e moles e solugdes, de acordo
com os métodos analiticos validados. Os picos
cromatograficos foram identificados pelo tempo
de retengio e confirmados pela comparacio
dos espectros de absor¢ao das amostras com
os dos padroes de cada vitamina (Figura 2).
Ao comparar as concentragdes de vitaminas
analisadas em amostras comerciais com 0s
valores declarados na informagdo nutricional
da rotulagem, observaram-se discrepancias até
64 % superiores e 89 % inferiores (Tabela 4).
Dentre as vitaminas analisadas, as concentragdes
de vitamina B6 apresentaram maior nivel
de conformidade, onde a variagilo maxima
entre os valores analisados e declarados foi
de 20 %, tanto inferior quanto superior.
As amostras em drageas apresentaram valores
analisados abaixo do declarado em quase
todas as vitaminas, enquanto as amostras em
comprimidos apresentaram valores proximos ou
superiores aos declarados para a maijoria das
vitaminas. A sobredosagem de micronutrientes
¢ permitida pela legislacio para garantir as
concentragoes declaradas até o prazo final
de validade®. Este fato pode justificar os valores

acima do declarado em algumas amostras,
porém, foram observadas amostras com
concentragdes abaixo dos valores declarados,

principalmente para a vitamina A.

Tabela 3. Valores de referéncia, incerteza expandida (U), recuperagdo (%) e Z-score das analises em material de referéncia

SRM 3280
Retinol (ug/g) 446 46 4256 +12,8 95,9 + 2,9 0,7986
a-Tocoferol (mg/g) 21,4 3,5 18,3 + 0,5 85,6 +23 1,6197
B-caroteno (ug/g) 420 100 394,3 + 34,1 91,7 + 8,1 0,8551
Acido pantoténico (mg/g) 7,3 0,96 7,9 + 0,04 107,7 £ 0,5 1,8843
Bl (mg/g) 1,06 0,12 1,15+ 0,03 108,3 +£ 2,8 1,6728
Nicotinamida (mg/g) 14,1 0,23 14,2 +0,3 100,5+2,3 0,7865
Vitamina C (mg/g) 42,2 3,7 41,7+0,3 98,7 £ 0,7 0,4629
B6 (mg/g) 1,81 0,17 1,94 £ 0,1 107,0 £ 3,2 1,3778

*Média + Desvio Padrio (n = 6)

11/14



75:1689.

>

Abe-Matsumoto LT, Sampaio GR, Bastos DHM. Valida¢do e aplicagdo de métodos cromatograficos para determinagio de vitaminas em

suplementos. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2016

seurure)ia senno exed oedrod/Swr o g euture)ia ered oedrod/g1-v Sw “y eurwreyia ered oedrod/qy 8, @ueoriqey ojad opeorpur erp/ojuawa[dns ap apeprjuenb :oediod coperepap
OBU :pU 0PP)I}OP OBU :(IN ‘OPEBIL[IIP JO[BA OB OBIB[II WD OPESI[EUL JO[EA OP BSUIIP op widadejuasiod :(9) # eUOdLINU OBSLULIOJUT BU OPRIB[IP IO[eA :PA (¢=U ‘dp F eIPOUI) ISI[EUL BU OPIIQO IO[LA :BA

pu pu pu pu 0¢ pu 00T pA
- - - - ST ) e oednyos - [
daN daN aN aN 80 F SF¢ aN 0L F¥0LL A
8 € 90 90 0¢ ST qee pA
I L L1- 0 ze- 8- 8- oBam[Os - |
700 F 68 10F ¢ 1000 ¥ S0 00 F 90 10 ¥ S°0C TI0F €T 86 F 90T eA
91 S| Tl pu 174 (01} 009 pa oo
- - - - 23 sdeo —
182 80 F 6°0C g T0F¥'S e €00 FST daN v P1FCET ‘r T0F€8 J L'STFL6LS  ®'A I L8t
) pu S €1 T st o1 009 pA Spow
- - - 98 sdeo -
daN e 70+ 99 o 800 F I'T £ €00 F 9T £ 60 F¥'ss 9 10 F ¥'¢ @ S'GF 6601 eA ! ¥>-D
91 ) el (A 174 L9 00¥% pa ojou
- - - - 28 sdeo -
45 10F 69 g 10F 67 I 10°0F 6C°T 4l €00 FFT g 60 F 6°S¥ 22 €0F 06 ol L8 F 88S¢ A L £l
91 S [ 1 14 0T 009 pa
6 8 0 8 z 9 81 oprutpdwos -
PTF9V1 SOFVS I'0F €T 80°0 F €1 TV F LSy LOFVIL €6 FTS0L eA
91 S €1 1 5174 L9 00¥ pAa
€1- 0z 8 0 = v ov oprunduios - @
T0F0FI 10 F 09 L000 F VT 700 F T LTF TV T0F 96 P11 F 7195 BA
91 S [ 1 4 0T 009 pa emp
- - - - 28 sdeo -
! €0F6'SI 0 POFES 0 100 F €1 0 I'0FC1 0 81T F¥C¥ e 80F 8~ @ T°TT ¥ 8°201 eA L o
€l S S0 1T 174 pu 009 pa
eadeIp - g
® 10 F 811 e SO0F 9T L 10°0 F¥0 e €00 F 80 e T0FLEE aN o8 8% F 799 BA
€1 S S0 1T 4 pu 009 pa
eageIrp - y
8 T0F 61T ve 10°0 F€C 0 100 ¥ S0 81 700 ¥ 60 e €0F06¢ aN I8 SOF6CIT BA
ooruyjoyued
(= wpmwuony (9= PRI = og W= 1| WF 0 (%) # q (%) # v
sexqjsoury

& SEUTUIRIA

STRIOIOWIOD SOOTUTUEIIA SOJUIUWIA[ANS WS SOPBIL[OIP 2 ISI[EUE BU SOPIIQO SEUTWRIIA IP SAI0J], F B[oqR],

Publicagao continua on line: nimero de paginas sem efeito para citagao
On line continuous publishing: page number not for citation purposes

12/14



Abe-Matsumoto LT, Sampaio GR, Bastos DHM. Valida¢do e aplicagdo de métodos cromatograficos para determinagio de vitaminas em

suplementos. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2016;75:1689.

{A} 2 3
400000 4
A . Padrdes
2
300000 - 1
=
‘g l 4 ——SRM 3280
[
£ 200000 et N
4
2
—— Am. Comercial 1
100000 - A
, 3
| |
Dq.l-r.‘...ﬁw........‘ T —— Am.Comercial 2
5 10 15 20 25
Tempo (min)

]

—— Padrdes

——SRM 3280

Sinal (mV)
o

2

S

[=]

% m

[}

=

1000000 | 4
1 5 6 7 —— Am. Comercial 1
g_] A i A
500000 - 2
3 6
1 5 i 7 —— Am. Comercial 2
0D —— —— o
0 5 10 15 20

Tempo (min)

Figura 2. (A) Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos padrées e de extratos de material de referéncia SRM 3280 e de
amostras comerciais em etanol com BHT. Picos cromatograficos: (1) acetato de retinol monitorado a 325 nm, (2) acetato de
a-tocoferol monitorado a 284 nm, (3) palmitato de retinol monitorado a 325 nm e (4) p-caroteno monitorado a 450 nm. Condig¢oes
cromatograficas descritas no item “metodologia” (B) Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos padrdes e de extratos de
material de referéncia SRM 3280 e de amostras comerciais em tampao fosfato 0,05 M pH 3,0. Picos cromatograficos: (1) B1, (2)
Vitamina C, (3) Acido nicotinico, (4) Nicotinamida, monitorados a 254 nm, (5) B6 monitorado a 283 nm, (6) Acido pantoténico
monitorado a 209 nm, (7) B2 monitorado a 268 nm. Condigdes cromatograficas descritas no item “metodologia”

Aanalisesimultaneadasvitaminaslipossoluveis
acetato e palmitato de retinol e de B-caroteno se
mostrou vantajosa, ja que em muitas amostras de
suplementos, o fabricante nao declara qual é a fonte
de vitamina A.

Foi possivel quantificar simultaneamente
quatro vitaminas hidrossoliveis normalmente
presentes nos suplementos vitaminicos, utilizando
uma técnica de extragdo simples e rapida para a
quantifica¢ao da vitamina C.

Os métodos propostos se mostraram
adequados para analise de vitaminas A, E, Bl, C,
nicotinamida, B6 e acido pantoténico em diferentes
matrizes de suplementos vitaminicos como
comprimidos, drageas, capsulas duras, capsulas
gelatinosas moles e solugdes.

Com o aumento da comercializagio e
do consumo de suplementos vitaminicos pela
populagdo, a implantacio destes métodos
sera importante para a rotina de andlise, tanto
em laboratérios privados, para seu controle de
qualidade, quanto em orgaos fiscalizadores, para
monitoramento destes produtos.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo
Paulo (FAPESP) pelo auxilio financeiro (Processo
n° 2013/23006-4).

1. Alves SCR, Navarro E O uso de suplementos
alimentares por frequentadores de academias de
Potim/SP. Rev Bras Nutr Esportiva. 2010;4(20):139-
46.

2. Fayh APT, Silva CV, Jesus FRD, Costa GK. Consumo
de suplementos nutricionais por frequentadores
de academias da cidade de Porto Alegre. Rev Bras
Ciénc Esporte. 2013;35(1):27-37. [DOIL: 10.1590/
S0101-32892013000100004].

13/14

25



Abe-Matsumoto LT, Sampaio GR, Bastos DHM. Valida¢do e aplicagdo de métodos cromatograficos para determinagio de vitaminas em
suplementos. Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2016;75:1689.

3.

10.

11.

12.

Brasil. Ministério da Saude. Resolu¢io RDC n° 27,
de 6 de agosto de 2010. Dispde sobre as categorias
de alimentos e embalagens isentos e com
obrigatoriedade de registro sanitario. Diario Oficial
[da] Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DE
9 ago. 2010.

Abe-Matsumoto LT, Sampaio GR, Bastos
DHM. Suplementos vitaminicos e/ou minerais:
regulamentacdo, consumo e implicagbes a saude.
Cad Satide Publica. 2015;31(7):1371-80. [DOI:
10.1590/0102-311X00177814].

Blake CJ. Status of methodology for the determination
of fat-soluble vitamins in foods, dietary supplements,
and vitamin premixes. ] AOAC Int. 2007;90(4):897-
910.

Blake CJ. Analytical procedures for water-soluble
vitamins in foods and dietary supplements: a review.
Anal Bioanal Chem. 2007;389:63-76. [DOI: 10.1007/
$00216-007-1309-9].

Citova I, Havliokova L, Urbanek L, Solichova D,
Novakova 1, Solich P. Comparison of a novel ultra-
performance liquid chromatographic method for
determination of retinol and a-tocoferol in human
serum with conventional HPLC using monolithic
and particulate columns. Anal Bioanal Chem.
2007;388(3):675-81. [DOI: 10.1007/s00216-007-
1237-8].

Maldaner L, Jardim ICSE O estado da arte da
cromatografia liquida de ultra eficiéncia. Quim
Nova. 2009;32(1):214-22. [DOI: 10.1590/S0100-
40422009000100036].

Klimczak I, Gliszczyniska-Swiglo A. Comparison
of UPLC and HPLC methods for determination
of vitamin C. Food Chem. 2015;175:100-5.
[DOI:10.1016/j.foodchem.2014.11.104].

Pei Chen P, Wolf WR. LC/UV/MS-MRM for the
simultaneous determination of water-soluble vitamins
in multi-vitamin dietary supplements. Anal Bioanal
Chem. 2007;387:2441-8. [DOI: 10.1007/s00216-006-
0615-y].

WilsonN,ShahN.P.ReviewPaper:Microencapsulation
of Vitamins. ASEAN Food Journal. 2007;14(1):1-14.

National Institute of Standards and Technology -
NIST. Standard Reference Material. [acesso 2015 Out
08]. Disponivel em: [https://www-s.nist.gov/srmors/
view_detail.cfm?srm=3280].

14/14

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Thomas JB, Sharpless KE, Yen JH, Rimmer CA.
Determination of fat-soluble vitamins and carotenoids
in standard reference material 3280 multivitamin/
multielement tablets by liquid chromatography with
absorbance detection. ] AOAC Int. 2011;94(3):815-
22.

Association of Oficial Analytical Chemists - AOAC.
Official methods of analysis. 18" ed. Gaithersburg;
2005.

The United States Pharmacopeia - USP. 32
ed. Rockville: The United States Pharmacopeial
Convention; 2009.

Brasil. Ministério da Saude. Resolu¢gdo RDC n° 269,
de 22 de setembro de 2005. Aprova o Regulamento
Técnico sobre a Ingestdo Didria Recomendada (IDR)
de Proteina, Vitaminas e Minerais. Didrio Oficial [da]
Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DF, 23 set.
2005.

Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia - INMETRO. DOQ-CGCRE-008-
Orientagdo sobre validagao de métodos analiticos.
Rev 04. Rio de Janeiro (R]): Coordenacido Geral de
Acreditagdo; 2011.

Kand4dr R, Novotnd P, Drabkova P. Determination
of retinol, a-tocopherol, lycopene, and B-carotene in
human plasma using HPLC with UV-Vis detection:
Application to a clinical study. ] Chem. 2013; Article
ID 460242, 7 p. [DOL: 10.1155/2013/460242].

Association of Oficial Analytical Chemists - AOAC.
Guidelines for Single Laboratory Validation of
Chemical Methods for Dietary Supplements and
Botanicals, 2002. [acesso 2015 Mar 02]. Disponivel
em: [http://www.aoac.org/imis15_prod/AOAC_
Docs/StandardsDevelopment/SLV_Guidelines_
Dietary_Supplements.pdf].

Brasil. Ministério da Sadde. Portaria n° 32, de 13 de
janeiro de 1998. Aprova o regulamento técnico para
fixagdo de identidade e qualidade de suplementos
vitaminicos e ou de minerais. Didrio Oficial [da]
Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DE, 15 jan.
1998.

Publicagao continua on line: nimero de paginas sem efeito para citagao
On line continuous publishing: page number not for citation purposes



