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Analise de vitaminas soluveis em agua
e gordura em alimentos e suplementos

O corpo precisa de 13 vitaminas para funcionar corretamente: Vitaminas A, C, D, E, K e
B (tiamina, riboflavina, niacina, dcido pantoténico, biotina, vitamina B-6, vitamina B-12
e folato). Essas vitaminas essenciais podem ser hidrossoluveis ou lipossoluveis.

Vitaminas soliveis em gordura

As vitaminas sollveis em gordura (A, D2, D3, E e K) ocorrem naturalmente em alimentos,
como figado, peixe, cogumelos, ovos, sementes e nozes. Para garantir a ingestéo
adequada de vitaminas, muitas pessoas consomem suplementos como comprimidos,
cdapsulas, gomas, géis moles e bebidas fortificadas que contém vitaminas sollveis em
gordura. Essas vitaminas também podem ser adicionadas a férmulas infantis.

Vitaminas hidrossoltveis

A vitamina C e todas as vitaminas B (tiamina, riboflavina, niacina, vitamina B-6, folato,
vitamina B-12, biotina e dcido pantoténico) sdo sollveis em agua.

N Orientagdo normativa

Para ajudar a garantir a identidade, a pureza, a forga e a composigao dos suplementos
dietéticos, a FDA estabeleceu Boas Praticas de Fabricagdo (GMPs) que as empresas

o devem seguir. Essas GMPs podem impedir que o ingrediente errado (ou a quantidade
errada de um ingrediente) seja adicionado, bem como reduzir o risco de contaminagdo
ou empacotamento/rotulagem inadequada.



Desafios da analise de vitaminas soluveis
em gordura

Sensibilidade do método

A quantificagdo de todas as vitaminas soluveis em gordura e
os carotenoides em matrizes de alimentos complexas
geralmente requer métodos de LC-UV e LC/MS/MS. A alta
abundancia (baixo ppm) de vitaminas A e E em amostras
alimentares pode causar saturacdo do detector de MS e, por
iss0, a andlise dessas vitaminas é amplamente realizada
usando HPLC com detector de arranjo de diodos (DAD).

Em contraste, as amostras alimentares contém apenas niveis
de tragos (baixo a médio ppb) de vitamina D, o que torna a
detecgdo de HPLC-DAD desafiadora. O LC/MS/MS fornece a
sensibilidade de deteccédo necessaria para as vitaminas D2 e D3
sem a necessidade de separagao completa na linha de base.

Os niveis de vitamina A e E nos suplementos multivitaminicos sao
significativamente mais baixos do que em matrizes alimentares.
A detecgao por LC/MS/MS triplo quadrupolo fornece a
sensibilidade, a seletividade e a precisao necessarias para a
andlise simultanea dessas vitaminas e desses carotenoides.

A Agilent desenvolveu um método LC/TQ? altamente sensivel
para identificagdo e quantificagéo precisa de 14 vitaminas
sollveis em gordura e carotenoides selecionados em uma
unica corrida com uma matriz de comprimido multivitaminico.
Uma coluna Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB-AQ fornece
uma boa separagao na linha de base entre as vitaminas A, K e
E, e em conjunto com os isbmeros D2 e D3 da vitamina D.

Como a vitamina D2 é muito menos eficaz do que a vitamina
D3 em humanos, qualquer método de medicdo dessa vitamina
em alimentos fortificados deve separar os dois isdbmeros.

As colunas Agilent ZORBAX Eclipse PAH separam compostos
com estruturas semelhantes, como vitamina D2 e D3,

e podem resolver as quatro vitaminas solUveis em gordura
simultaneamente em trés minutos.®

Condicdes do HPLC'2 e DAD' para andlise de vitamina A e E

Parametro Configuragao

Coluna analitica Agilent Poroshell 120 SB-AQ, 2,1 x 150 mm,

2,7 um (p/n 68377 5-914)

Forno de coluna 45 +2°C
Volume de injegdo 2L
Tempo de analise 10,5 minutos

Fase mével A) 0,1% de &cido formico em dgua

B) 0,1% de acido férmico em metanol

Comprimento de onda
DAD

Retinol (VA): 326 nm; a-tocoferol (VE): 295 nm

Lavagem da agulha 0,1% de acido férmico em acetonitrila
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Perfil de eluigdo de todas as vitaminas sollveis em gordura em uma
coluna InfinityLab Poroshell 120 SB-AQ, 2,1 x 150 mm, 2,7 um.?



As vezes, é necessaria a separacdo das formas a, 3,y € &
da vitamina E. As colunas InfinityLab Poroshell 120 PFP

Condi¢des do MS'? para deteccéo de vitamina D2 e D3

Parametro Configuragao
Aquisicio de MS MRM dinamico fornecem excelente formato de pico e separacdo na linha de
Tempo final 7 minutos base para a vitamina A e as quatro formas da vitamina E com

o HPLC-DAD.#

Tipo de fonte de ions

lonizagao eletrospray Agilent Jet Stream
(AJS ESI positivo)

Condic¢des do HPLC-DAD para separar a vitamina A e quatro isdmeros da vitamina E

Temperatura do gas 250 °C
de secagem Parametro Configuragao
Fluxo do gas de secagem 11 L/min Coluna Agilent InfinityLab Poroshell 120 PFR,
Nebulizador 40 psi 2,1 x 100 mm, 2,7 pm (p/n 695775-408)
Aquecedor do gas 350°C Temperatura da coluna 40 °C
de focalizagdo Temperatura do 15°C
Fluxo do gas 12 L/min amostrador automatico
de focalizagéo Volume de injegdo 5L
Capilar 4.000v Fase mével A) Agua
Voltagem do nozzle 1.000 V B) MeOH
Resolugdo do ion Unidade Gradiente Tempo (min) %B Vaz&o (mL/min)
precursor e ion de 0 80 0,5
produgao 2 80 0,5
Condicdes especificas Consulte a Tabela 1 = o Uz
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Cromatograma HPLC da vitamina A (325 nm) com adigéo de 25 pg/g e da

vitamina E alfa, beta, gama e delta (294 nm) com adig&o de 250 pg/g em
férmula infantil. Uma coluna InfinityLab Poroshell 120 PFP foi usada.*



A separacao das vitaminas D2 e D3 por LC/MS/MS pode ser
obtida com uma coluna InfinityLab Poroshell 120 EC-C18.4

Condigoes do LC/MS/MS para separagao das vitaminas D2 e D3

Parametro Configuragdo

Coluna Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18,
2,1 x 100 mm, 2,7 pm (p/n 695775-902)

Temperatura da coluna 40°C

Temperatura do 15°C

amostrador automatico

Volume de injecdo 5uL

Fase movel A) H,0 com FA 0,1%, formato de aménio 4,5 mM e
fluoreto de amoénio 0,5 MM
B) MeOH com FA 0,1%, formato de aménio

4,5 mM e fluoreto de amonio 0,5 mM

Gradiente Tempo (min) %B Vazéo (mL/min)
0 88 04
1 88 0,4
4 90 04
5] 93 04
5,1 94 04
58 94 04
6 100 04

Tempo final 17 min

Modo de ionizagao Positivo

Voltagem do acelerador 4

de célula

Temperatura do gas 300°C

Fluxo do gas 5L/min

Nebulizador 45 psi

Temperatura do gas 250 °C

de focalizagao

Fluxo do gas 11 L/min

de focalizagao

Capilar 4.000V
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Cromatograma LC/MS/MS das vitaminas D2 e D3 (adi¢do de 0,8 mg/g) e seus
padrbes internos correspondentes (adigdo de 0,4 mg/g) em formula infantil.
Uma coluna InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 foi usada.

Preparo de amostras

As vitaminas solUveis em gordura coexistem com outros
conteudos lipidicos (triglicerideos, esterdis, fosfolipidios, etc.)
na fracao lipidica dos alimentos, tornando o seu isolamento e
a medigao desafiadores. O preparo tradicional de amostras
para analise de vitaminas sollveis em gordura consiste
principalmente em saponificagéo e extragao liquido-liquido
(LLE), que sdo demoradas, trabalhosas e propensas a erros.
A extragdo com fase liquida suportada (SLE) é uma excelente
alternativa que torna o preparo de amostras até 50% mais
rapida e facil, ao mesmo tempo em que aumenta a
reprodutibilidade.

O Agilent Chem Elut S usa um sorvente sintético que melhora
a reprodutibilidade lote a lote, a recuperagao do analito e a
consisténcia do desempenho do produto. Ele tem sido usado’
para extracao e limpeza de vitaminas sollveis em gordura em
férmulas infantis e outras matrizes alimentares complexas,
como ovos, atum enlatado e cogumelos.

Os métodos baseados em SPE também fornecem uma
solugao de preparo de amostra para analise de vitaminas
sollveis em gordura em alimentos. O Agilent Bond Elut Plexa
foi usado com sucesso para demonstrar* a sua aplicabilidade
para analise de vitaminas sollveis em gordura em férmulas
infantis.

O preparo de amostras para suplementos é muito mais
simples e geralmente envolve dissolugéao, diluicao, digestéo e
filtracdo. Os filtros de seringa de celulose regenerada Agilent
Captiva usados com as seringas descartaveis Captiva filtram
a amostra de forma eficiente com excelentes recuperagdes
para vitaminas sollveis em dgua e gordura. Para uma
filtragao mais rapida e facil que exige menos etapas de
transferéncia de amostra, considere os frascos de filtro
Agilent Captiva. Essas unidades descartaveis substituem a
combinacgéo do filtro de seringa, seringa, vial, tampa e septo.



Desafios da analise de vitaminas hidrossoluveis

As vitaminas hidrossolUveis, como o acido ascorbico e a
maioria dos compostos de vitamina B, sdo de natureza

polar e ndo apresentam boa retencao com as colunas C18
convencionais. As novas colunas InfinityLab Poroshell 120
Ag-C18 baseadas em particulas superficialmente porosas
(medida de poro de 120 A) tém ligantes C18 otimizados

e superficies de acabamento exclusivas. Elas fornecem
retengéo de compostos polares mais fortes, incluindo tiamina
e acido ascorbico, e podem ser usadas com fases méveis
altamente aquosas.

Boa resolugéo e formatos de pico foram alcangados® usando
esta coluna para analisar 10 compostos de vitamina B, além
de 4cido ascdrbico e cafeina, usando tampéo de fosfato

e gradiente de acetonitrila. A analise foi realizada em um
sistema de LC Agilent 1290 Infinity com DAD.

x10° Coluna Agilent InfinityLab Poroshell 120 Phenyl-Hexyl, 3,0 x 100 mm, 2,7 pm
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Separagédo de vitaminas soluveis em dgua com uma coluna Agilent InfinityLab
Poroshell 120 Ag-C18 e UV em 260 e 210 nm.*
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A coluna InfinityLab Poroshell 120 Phenyl-Hexyl também
demonstra boa seletividade® devido a diversos mecanismos
de retencao balanceados. Esses mecanismos incluem
interacdes hidrofodbicas, interagdes m-mt do grupo fenil e a
ligagao hexil da fase estacionaria. O metanol é uma boa
escolha qguando combinado com colunas Phenyl-Hexyl.
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Separagao de vitaminas hidrossoluveis por LC/MS/MS usando uma coluna
Agilent InfinityLab Poroshell 120 Phenyl-Hexyl.®
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Para solicitar os itens listados através da Agilent Online Store, Caso esta seja a sua primeira vez usando os "Produtos
adicione itens a sua lista de "Produtos favoritos" clicando nos favoritos', seréa solicitado que vocé digite o seu enderecgo de
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de produtos que precisa, clique em "Adicionar ao carrinho" e Agilent existente, podera fazer login. No entanto, se néo tiver
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distribuidores.

MyList 1: Preparo de amostras, colunas de HPLC e consumiveis para andlise de vitaminas solUveis em gordura

Categoria de produto Descrigdo Part number

Consumiveis de preparo de Agilent Chem Elut S, cartuchos de 12 mL, amostras de 3 mL, tubos de 12 mL 5610-2008

amostras Manifold Agilent Vac Elut SPS 24 com rack de coleta para tubos de teste de 16 x 100 mm 12234004
Tubos de vidro de 16 x 100 mL, 250/pacote 17-5001
SPE polimérico Agilent Bond Elut Plexa, 200 mg, 6 cc, 45 pm 12109206
Filtro de seringa Captiva premium RC, 15 mm, medida de poro de 0,2 pm, 100/pacote 5190-5108
Seringa descartéavel Captiva, 5 mL, 100/pacote 9301-6476
Frasco de filtro Captiva, 0,2 um, RC, septo pré-cortado, 100/pacote (opgdo mais simples) 5610-2125
Frasco de filtro Captiva, 0,2 um, RC, 100/pacote (opgdo mais simples) 5191-5940

Colunas de HPLC para Separa isomeros de vitamina D2/D3, mas nao isdbmeros de vitamina E

LC/MS/MS InfinityLab Poroshell 120 SB-AQ, 2,1 x 150 mm, 2,7 pm 683775-914
InfinityLab Poroshell 120 SB-AQ, 2,1 mm, 2,7 pm, UHPLC guard, 3/pacote 821725-924
Separa os isdbmeros da vitamina D2/D3 e 3 isdbmeros da vitamina E (a, B, y e 8)
InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 2,1 x 100 mm, 2,7 pm 695775-902
InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 2,1 mm, 2,7 um, UHPLC guard, 3/pacote 821725911

Colunas de HPLC para LC/DAD Separa isdmeros de vitamina D2/D3, mas nao isdbmeros de vitamina E
ZORBAX RRHT Eclipse PAH, 4,6 mm x 50 mm, 1,8 um, limite de pressao de 600 bar 959941-918
ZORBAX RRHT Eclipse PAH, 3,0 mm x 50 mm, 1,8 um, limite de presséao de 1.200 bar 959757-318
ZORBAX RRHD Eclipse PAH, 3,0 mm, 1,8 pm, limite de press&o de 1.200 bar, UHPLC guard, 3/pacote 823750-933
Separa 4 isomeros de vitamina E, mas nao isomeros de vitamina D2/D3
InfinityLab Poroshell 120 PFP, 4,6 x 100 mm, 2,7 pm 695975-408
InfinityLab Poroshell 120 PFP, 4,6 mm, 2,7 um, UHPLC guard, 3/pacote 820750-915

Consumiveis para DAD Cela de cartucho Max-Light (10 mm, V(s)) 1,0 pL* G4212-60008
Kit da valvula de alivio de pressédo em linha G4212-68001
Lampada de deutério de longa duragao InfinityLab, 8 pinos, com etiqueta RFID para detectores de arranjo de diodos 5190-0917

Consumiveis de HPLC Conjunto de troca rapida InfinityLab, 0,12 x 105 mm, para conexao no injetor da coluna no UHPLC 5067-5957
Conjunto de troca rapida InfinityLab, 0,17 x 105 mm, para conexdo no injetor da coluna no HPLC 5067-6166
Capilar Quick Turn 0,12 x 280 mm, para conexdo da coluna ao detector 5500-1191
Conexdes InfinityLab Quick Turn, para conexdo entre a saida da coluna e o detector 5067-5966
Conjunto de filtro em linha Quick Change InfinityLab para HPLC com 4,6 mm de DI, discos de filtro de 0,5 pm 5067-1602

Solventes/aditivos Metanol para LC/MS InfinityLab Ultrapure 5191-4497
Agua para LC/MS InfinityLab Ultrapure 5191-4498

Acido férmico, 5 mL

G2453-85060

* Use o kit de valvula de alivio de pressdo em linha (G4212-68001) para proteger a cela Max-Light contra presséo excessiva, especialmente em vazées mais altas. O kit também reduz o
risco de quebra de celas quando usado com detectores extras.

(continuagao)
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MyList 1: Preparo de amostras, colunas de HPLC e consumiveis para andlise de vitaminas solUveis em gordura (continuagao)

Categoria de produto Descrigdo Part number
Armazenamento de amostras  Vial Agilent, rosquedvel, ambar com area para identificagao, certificado, 2 mL, 100/pacote 5182-0716
Tampa rosqueéavel ligada Agilent, azul ligada, septo PTFE/silicone branco, 100/pacote 5182-0717
Insert de vial, 250 pL, vidro com suporte de polimero, 100/pacote 5181-1270
Consumiveis para Frasco de solvente Agilent InfinityLab, ambar, 1.000 mL 9301-6526
manipulagéo de solventes Kit inicial e frasco de purga Stay Safe, inclui frasco de purga InfinityLab Stay Safe e kit inicial de tampas Stay Safe 5043-1340
Frasco de purga InfinityLab Stay Safe 5043-1339
Kit inicial de tampas Stay Safe 5043-1222

MyList 2: Preparo de amostras, colunas de HPLC e consumiveis para andlise de vitaminas hidrossoluveis

Categoria de produto Descri¢éo Part number
Consumiveis de preparo de Econofilter Agilent Captiva, membrana PTFE, 13 mm de didmetro, medida de poro de 0,2 pm, 1.000/pacote 5190-5265
amostras Seringa descartével Captiva, 5 mL, 100/pacote 9301-6476
Frasco de filtro Captiva, 0,2 pm, RC, septo pré-cortado, 100/pacote 5610-2125
Frasco de filtro Captiva, 0,2 pm, RC, 100/pacote 5191-5940
Colunas de HPLC para InfinityLab Poroshell 120 Phenyl-Hexyl, 3,0 x 100 mm, 2,7 pm 695975-312
LC/MS/MS InfinityLab Poroshell 120 Phenyl-Hexyl, 3,0 mm, 2,7 um, UHPLC guard, 3/pacote 823750-914
InfinityLab Poroshell 120 Ag-C18, 3,0 x 100 mm, 2,7 pm (recomendado) 695675-742
InfinityLab Poroshell 120 Ag-C18 3,0 mm 2,7 pm, UHPLC guard, 3/pacote (recomendado) 823750-953
Colunas de HPLC para InfinityLab Poroshell 120 Ag-C18, 4,6 x 100 mm, 2,7 pm 695975-742
LC/DAD InfinityLab Poroshell 120 Ag-C18, 4,6 mm, 2,7 um, UHPLC guard, 3/pacote 820750-942
Consumiveis para DAD Cela de cartucho Max-Light (10 mm, V(s)) 1,0 pL* G4212-60008
Kit da valvula de alivio de pressdo em linha G4212-68001
Lampada de deutério de longa duragao InfinityLab, 8 pinos, com etiqueta RFID para detectores de arranjo de diodos 5190-0917
Consumiveis de HPLC Conjunto de troca rapida InfinityLab, 0,72 x 105 mm, para conexao no injetor da coluna no UHPLC 5067-5957
Conjunto de troca rapida InfinityLab, 0,17 x 105 mm, para conex&o no injetor da coluna no HPLC 5067-6166
Capilar Quick Turn, 0,12 x 280 mm, para conexdo da coluna ao detector 5500-1191
Conexdes InfinityLab Quick Turn, para conexao entre a saida da coluna e o detector 5067-5966
Conjunto de filtro em linha Quick Change InfinityLab para HPLC com 4,6 mm de DI, discos de filtro de 0,5 pm 5067-1602
Conjunto de filtro em linha Quick Change InfinityLab para HPLC com 2,7 mm de DI, discos de filtro de 0,2 pm 5067-1603
Discos de filtro Quick Change InfinityLab, 2,1 mm de DI, 0,2 pm, 5/pacote 5067-1610
Discos de filtro Quick Change InfinityLab, 4,6 mm de DI, 0,2 ym, 5/pacote 5067-1612
Solventes/aditivos Metanol para LC/MS InfinityLab Ultrapure 5191-4497
Agua para LC/MS InfinityLab Ultrapure 5191-4498
Acetonitrila para LC/MS InfinityLab Ultrapure 5191-4496
Acido férmico, 5 mL G2453-85060
Aditivo desativador do InfinityLab, 25 mL 5191 3940
Aditivo desativador do InfinityLab, 50 mL 5191-4506
Consumiveis para Frasco de solvente Agilent InfinityLab, &mbar, 1.000 mL 9301-6526
manipulaggo de solventes Kit inicial e frasco de purga Stay Safe, inclui frasco de purga InfinityLab Stay Safe e kit inicial de tampas Stay Safe 5043-1340
Frasco de purga InfinityLab Stay Safe 5043-1339
Kit inicial de tampas Stay Safe 5043-1222
Armazenamento de amostras  Vial Agilent, rosquedvel, ambar com area para identificagao, certificado, 2 mL, 100/pacote 5182-0716
Tampa rosquedvel ligada Agilent, azul ligada, septo PTFE/silicone branco, 100/pacote 5182-0717
Insert de vial, 250 pL, vidro com suporte de polimero, 100/pacote 5181-1270

* Use o kit de valvula de alivio de pressdo em linha (G4212-68001) para proteger a cela Max-Light contra presséo excessiva, especialmente em vazées mais altas. O kit também reduz o risco de quebra de celas
quando usado com detectores extras.
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Deixe os nossos conhecimentos trabalharem para vocé

O Crosslab € um recurso da Agilent que integra servicos e
consumiveis para apoiar o sucesso do fluxo de trabalho, melhorar
a produtividade e aumentar a eficiéncia operacional. Em cada
interacéo, nos esforgcamos para fornecer informacdes que ajudam
vocé a alcangar as suas metas.

Saiba mais sobre o CrossLab em www.agilent.com/crosslab

Agilent
CrossLab

From Insight to Outcome

Encontre um centro de atendimento ao cliente
da Agilent no seu pais:
www.agilent.com/chem/contactus

Encontre outros guias de pedidos de fluxos
de trabalho de consumiveis da Agilent:
www.agilent.com/chem/ordering-guides

Brasil
0800 7281405
chem_vendas@agilent.com

Europa
info_agilent@agilent.com

Asia e Pacifico
inquiry_lsca@agilent.com

DE57767234
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