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O DESAFIO DA ANALISE DE VITAMINAS
POR HPLC

As vitaminas desempenham papéis vitais nas atividades metabdlicas
do organismo. No entanto, como ndo podem ser sintetizadas em
quantidades suficientes, elas devem ser supridas através da ingestao
de alimentos ou por outros mejos, como suplementos vitaminicos.

As vitaminas podem ser classificadas em dois grupos, hidrossoltveis e
lipossoluveis, que podem ser identificadas e quantificadas utilizando a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). As vitaminas hidros-
sollveis, ou seja, sollveis em agua consistem principalmente em
bases altamente polares com fraca retencao pela coluna de andlise
por HPLC, e por isso, normalmente sao analisadas utilizando reagen-
tes de pareamento idnico, o que dificulta o uso de uma eluicao
gradiente. Por outro lado, as vitaminas lipossolUveis consistem em
compostos hidrofébicos e sdo, geralmente, analisados por HPLC em
fase reversa.

Diante do desafio de analisar os dois tipos de vitaminas por um Unico
método, a Shimadzu desenvolveu a coluna Shim-pack MagC-ODS |,
empacotadas com um gel de silica contendo metal ligado ao grupo
octadecilsilano. Além das caracteristicas hidrofobicas do grupamento
ODS, o metal também fornece efeitos de troca catidnica. Isso aumen-
ta a retencdo de compostos basicos. Desta forma, permite o uso
apenas de uma solucdo tampao como fase mével para anélises em
que, anteriormente, seria necessaria a utilizacdo de um reagente de
par ibnico, permitindo também o uso de eluicdo gradiente. Essas
caracteristicas sao especialmente benéficas para a anélise de vitami-
nas e produtos farmacéuticos solUveis em agua que contém uma
grande quantidade de compostos basicos.
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ANALISE SIMULTANEA DE VITAMINAS HIDROSSOLUVEIS E
LIPOSSOLUVEIS

Neste estudo, a coluna Shim-pack MAqC-ODS | foi usada para
analisar vitaminas hidrossolUveis e lipossolUveis em um Unico método.

O sistema integrado da Shimadzu, Prominence-i (LC-2040), com um
detector de arranjo de foto diodo (DAD) foi utilizado para detectar 10
vitaminas hidrossolUveis e 9 lipossoluveis de forma rapida e com boa
resolucao entre os compostos.

Considerando as condicdes analiticas, a especificacdo da coluna foi a
Shim-pack MAgC-ODS | (150 mm L. x 4.6 mm I.D., 5 um) com
eluicao gradiente, utilizando como fases méveis Acetonitrila e 10
mmol/L de tampao Fosfato (pH 2,6). O comprimento de onda utiliza-
do foi de 220 nm.

Os resultados indicaram que a coluna selecionada para andlise de
vitaminas alcancou uma boa separacdo entre as 10 vitaminas hidros-
soluveis e 9 vitaminas lipossolUveis em uma Unica corrida (Figura 1).
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4. Nicotinamida (vitamina B3)

5. Piridoxina (vitamina B6)
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11. Retinol (vitamina A)

12. Acetato de retinil (acetato de vitamina A)
13. Menaquinona (vitamina K2)

14. Ergocalciferol (vitamina D2)

15. Colecalciferol (vitamina D3)

16. a-Tocoferol (vitamina E)

17. Acetato de tocoferol (acetato de vitamina E)
18. Fitonadiona (vitamina K1)

19. Palmitato de retinil (palmitato de vitamina A)

Fig. 1 - Cromatograma da separagao de 19 solucdes padroes de vitaminas
hidrossoluveis e lipossoluveis.
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Uma amostra de agua fortificada com polivitaminico foi avaliada.
Todas as vitaminas hidrossoltveis e lipossolUveis foram detectadas em
um Unico comprimento de onda, com excecao do palmitato de retinil
(pico 19), cujo pico a 220 nm apareceu muito baixo devido a sua
baixa concentracdo. Neste caso, o composto foi detectado a 330 nm,
o comprimento de onda de méxima absorcao (Figura 2).
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6. Acido pantoténico (vitamina B5)

Fig. 2 - Cromatograma de separacao das vitaminas presentes na agua
fortificada com polivitaminico.

10 vitaminas hidrossoluveis e 9 vitaminas
lipossoluveis foram analisadas com sucesso

utilizando a coluna Shim-pack MAqC-ODS |
em um unico método.
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ANALISE DE VITAMINA EM SUPLEMENTO
DIETETICO EM CONFORMIDADE COM A USP:
ANALISE DE CIANOCOBALAMINA COM O
NEXERA™ XR

A Farmacopeia dos Estados Unidos (USP) é usada como referéncia no
controle de qualidade de suplementos alimentares. Embora essa
vitamina esteja envolvida na producdo de sanque e, também, no
metabolismo, ela ndo pode ser sintetizada no organismo e raramente
é encontrada em alimentos de origem vegetal. Como a deficiéncia de
vitamina B12 ocorre facilmente, é necessario inclui-la em muitos
suplementos alimentares. Normalmente, a quantidade de vitamina
B12 é expressa como o valor equivalente a cianocobalamina.

A USP40-NF35 descreve dois métodos analiticos para cianocobalami-
na. O primeiro método analitico descrito é por HPLC e o segundo, um
ensaio microbiano. Nesta nota de aplicacao, a Shimadzu traz um teste
de adequacao do sistema compativel com a USP40-NF35 para ciano-
cobalamina (vitamina B12) realizado com o sistema Nexera XR. Um
suplemento multivitaminico utilizado comercialmente foi quantificado
a partir do método proposto e dois modelos diferentes de HPLC da
Shimadzu foram avaliados para o teste de adequacado do sistema: o
Nexera XR e o Prominence.

EXEMPLO DE ANALISE: TESTE DE ADEQUACAO DO SISTEMA

O método utilizado com o Nexera XR foi inserido utilizando uma
coluna Shim-pack ™ GIS-C18 (150 mm x 4,6 mm I.D., 5 ym; cédigo
USP L1), com eluicdo gradiente (Metanol/Agua 35:65) e comprimento
de onda a 550nm, utilizando um detector PDA. O volume de amostra
utilizada foi de 200 uL.
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O valor de referéncia obtido no teste de adequacao do sistema esta
descrito na tabela 1 e a fig. 3 mostra o cromatograma da solucéo
padrao de cianocobalamina. A tabela 2 mostra os resultados da
repetibilidade da cianocobalamina. O desvio padrao relativo (% RSD)
da 4rea do pico satisfez o valor de referéncia, confirmando que o
Nexera XR possui adequacado do sistema.

Tabela 1. Valor de referéncia do teste de adequacédo do sistema para a
cianocobalamina

Desvio padréo relativo (% RSD) (n = 6) <3

mAU

7.5

Cianocobalamina

7.5 — — — ‘
0.0 25 5.0 7.5 10.0
min

Fig. 3 - Cromatograma de cianocobalamina (1 mg/L)

Tabela 2. Repetibilidade para cianocobalamina (n = 6)

%RSD
Tempo de retencao Area do pico*
Cianocobalamina 0.122 0.867

* - USP40-NF35 padrao: 3% ou menos

ANALISE DA AMOSTRA DE SUPLEMENTO VITAMINICO

O suplemento vitaminico comercial foi suspendido em agua, mistura-
do e centrifugado, e posteriormente, filtrado antes de injetar no
HPLC. A figura 1 mostra o cromatograma da amostra analisada.
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Fig. 1 - Cromatograma do suplemento vitaminico

ESPECTRO DE ABSORCAO DE CIANOCOBALAMINA

O tempo de retencao do pico obtido a partir da anélise do suplemen-
to multivitaminico foi comparado com o espectro da solucdo padrdo
de cianocobalamina. A Fig. 2 mostra a sobreposicao de ambos os
espectros que foram normalizados para facilitar a comparacao.

361

Padréao de cianocobalamina

Comprimido multivitaminico
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Fig. 2 - Espectros de cianocobalamina



COMPATIBILIDADE COM O MODELO PROMINENCE

O teste de adequacado do sistema e a andlise do suplemento multivita-
minico descrito acima também foi realizado da mesma maneira com o
HPLC Prominence da Shimadzu. As condicdes analiticas e o fluxo de
trabalho de pré-tratamento foram os mesmos descritos anteriormen-
te. A Fig. 6 mostra os cromatogramas da solucdo padrao de cianoco-
balamina e a Fig. 7 mostra os cromatogramas da amostra analisada. A
tabela 4 apresenta a quantificacdo dos valores da cianocobalamina no
suplemento multivitaminico pelos dois sistemas utilizados neste
estudo.

507 Cianocobalamina

Cianocobalamina

507 Cianocobalamina 3

Cianocobalamina

75 T T T o
00 25 50 75 min 00 25 50 75 min

Fig. 6 - Cromatogramas de cianocobala- Fig. 7 - Cromatogramas do suplemento
mina (1 mg/ L). (Parte superior: Nexera comercial. (Parte superior: Nexera XR,
XR, Parte inferior: Prominence) Parte inferior: Prominence)

Tabela 4. Valores de quantificacdo da cianocobalamina no suplemento multivitaminico.

Teor calculado Nexera XR 0.44 ug
Prominence 0.49 g
Teor descrito no rétulo do produto* 0.45-1.25 ug

*: Padrao USP40-NF35: 90% a 150% da quantidade rotulada

CONCLUSAO

O Nexera XR atendeu ao requisito de adequacao do sistema através
da anélise de cianocobalamina (vitamina B12). Os resultados obtidos
foram compativeis com os do modelo Prominence ja existente.
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ANALISE DE AMINOACIDOS UTILIZANDO A
FUNCAO AUTOMATICA DE PRE-TRATAMENTO
DE AMOSTRA NO HPLC PROMINENCE™-| E
NEXERA XR

A andlise de aminoacidos é aplicada em varios segmentos, incluindo
alimentos e no desenvolvimento de medicamentos. O método de
derivatizacdo pds-coluna é, geralmente, usado na analise de aminoa-
cidos por HPLC. No entanto, é desafiador realizar uma analise rapida
devido as caracteristicas da coluna usada na derivatizacdo pds-colu-
na. Ja o método de derivatizacdo pré-coluna, em que os aminoacidos
sdo derivatizados antes da analise, permite uma analise rapida e
simples em comparagdo com o método anteriormente citado, porque
a derivatizacdo pode ser automatizada no proprio sistema. Neste
catalogo, sdo mostrados dois exemplos de aplicacbes para a analise
de aminoacidos com a funcao automatica de pré-tratamento de
amostra, presente tanto nos modelos de HPLC integrados quanto nos
modulares da Shimadzu.

ANALISE DE AMINOACIDOS (GABA) EM CHAS

A Shimadzu desenvolveu um método rapido para andlise de quatro
compostos presentes em chas. A teanina, o acido glutamico, a
arginina e o 4cido gama aminobutirico (GABA). Esses compostos
foram avaliados nos chas verdes Sencha e Hojicha.

A andlise foi realizada por derivatizacao pré-coluna com o reagente
o-ftalaldeido (OPA) e &cido mercaptopropidnico (MPA) utilizando a
funcéo automatica de pré-tratamento de amostra do HPLC
Prominence-i.



FUNCAO DE PRE-TRATAMENTO AUTOMATICO

Tanto os sistemas integrados, Prominence-i e Nexera-i, como 0s
modulares da linha Nexera da Shimadzu apresentam originalmente a
funcao de pré-tratamento de amostra através de um amostrador
automatico com trés modos que contemplam a “Diluicdo”,

a "Adicao” e a “Co-injecao”.

A funcao "Co-injecdo" permite a aspiracao de amostras de multiplos
frascos na ordem designada e, também, possibilita a execucdo da
mistura de reagentes com um tempo de preparo definido pelo
analista.

A figura 1 mostra a tela do software para definir as condi¢des de
pré-tratamento (co-injecao). Dessa maneira, aspiracoes sequenciais de
reagentes podem ser configuradas facilmente.

Pretreatment x

Mode:  Co-Injection ~

(O simple (®) Advanced Total Injection Volume: 24.0 ul Max Injection Volume: 100 ul

Aspiration Settings
Order | Tray Humber | Vial Number Wolume{uL)
T E T

2 3 2 20

Air gaj
El Analysis sample| S

Mixing Settings

Mixing Count: Mixing Volume: u
Wait Time: min ‘

Air Gap Volume: ul

Comment:

Air gap

Fig. 1 - Tela de configuracao da funcdo de pré-tratamento
(co-injecdo) Prominence-i (LC-2040C)



EXTRACAO DOS COMPOSTOS

Cerca de 1 g de folha de cha foram preparadas em 50 mL de 4gua a
diferentes temperaturas (20, 40, 60, 80 ou 95 °C) e agitadas manual-
mente por 30 segundos. Em seguida, o cha verde Sencha foi diluido
10 vezes e o Hojicha foi diluido 5 vezes com 0,1 mol / L de 4cido

cloridrico.

CONDICOES ANALITICAS

Considerando as condicdes analiticas, a especificacdo da coluna foi a
Shim-pack GIST C18 (100 mm L. x 3 mm I.D., 3 um) com eluicdo
gradiente, utilizando como fases méveis Agua/Acetonitrila/Metanol e
tampao fosfato de potdssio (20mmol//L) (pH 6.5). O detector utilizado

foi o de fluorescéncia (ex. 350 mm, em. 450mm).
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Fig. 2 Cromatogramas dos chas verdes Sencha e Hojicha



LINEARIDADE DAS CURVAS DE CALIBRACAO

A curva de calibracdo foi realizada entre 0,5 a 50 umol/L para acido
glutamico, arginina e GABA, e de 0,5 a 100umol/L para teanina. Os
resultados apresentaram excelente linearidade com um coeficiente de
determinacdo R? = 0,999 ou superior para todos os compostos.

RESULTADOS DA QUANTIFICACAO

As concentragdes (ug/mL) de compostos presentes nos chas Sencha e
Hojicha foram calculados com base nas curvas de calibracéo.

Os resultados sdo mostrados nas Fig. 3 e Fig. 4. O cha verde Sencha é
geralmente caracterizado com um forte sabor umami, enquanto o
hojicha tem uma fragrancia mais forte. Os resultados confirmaram
claramente que o sencha apresentou maior conteddo dos componen-
tes teanina e acido glutamico. Neste estudo, uma quantidade maior
de teanina foi extraida a 95°C. No entanto, como a extracao das
catequinas adstringentes aumentou com a temperatura, pode ser
entendido que, a partir desses resultado, a temperatura de 60°C é a
adequada para extrair o sabor umami enquanto suprime a adstrin-
géncia.

EGlu B Arg BTeanina B GABA
180

160 154.2

140

1196 1228 1258
120 - 1157
100
%0 78.
60 46.9 47. 51 51
40

23. 221 23, 23, 27
20
.20 .16 .23 .27 .52
0
20 40 60 80 95

Temperatura de extragao (°C)
Fig. 3 - Resultados das concentracbes dos compostos analisados da extracao do cha verde
Sencha a diferentes condicdes de temperatura.
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0.2
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Fig. 4 - Resultados das concentracoes dos compostos analisados da extracdo do cha verde
Hojicha a diferentes condicoes de temperatura.

Outro estudo realizado com a funcdo automatizada de reacao de
derivatizacdo no sistema de injecdo é mostrado na figura 5, em que
foi possivel a separacdo de 20 aminoacidos em apenas 14 minutos,
utilizando o sistema modular Nexera XR. Sendo assim, ha uma maior
sensibilidade na anélise com menor consumo de amostras e reagen-
tes quando comparado a reacdes de derivatizacao realizadas manual-
mente pelo analista.

v

:Ch1 (Ex. 350 nm, Em. 450 nm)
: Ch2 (Ex. 266 nm, Em. 305 nm)
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1. Acido Aspartico; 2. Acido Glutamico; 3. Asparagina; 4. Serina; 5. Glutamina; 6. Histidina; 7. Glicina; 8. Treonina;
9. Arginina; 10. Alanina; 11. Tirosina; 12. Metionina; 13. Valina; 14. Cistina; 15. Triptofano; 16. Fenilalanina;
17. Isoleucina; 18. Leucina; 19. Proling; 20. Lisina.

Fig. 5 - Cromatograma da analise simultanea de 20 aminoacidos (25 pmol/L cada).

Uma analise simples de aminoacidos com derivati-
zacdo pré-coluna é possivel utilizando o método

automatico com a funcao de pré-tratamento de
amostra presente tanto nos sistemas integrados
quanto nos modulares.







AS VITAMINAS DO COMPLEXO B EM
FORMULAS INFANTIS

O complexo B é formado por 8 vitaminas: B1 (tiamina), B2 (riboflavi-
na), B3 (niacina), B5 (acido pantoténico), B6 (piridoxina), B7 (biotina),
B9 (acido fdlico), B12 (cobalamina). Elas desempenham papéis
essenciais para 0 N0SSO 0rganismo, Como na geragao de energia, no
sistema imunolégico, na saude da pele, no desenvolvimento de bebés
saudaveis entre outros beneficios. Como ndo sdo produzidas em
quantidades adequadas pelo organismo, essas vitaminas sao obtidas
em abundancia em diversas fontes alimentares.

No periodo de amamentacao, baixos niveis de Vitaminas do comple-
xo B podem afetar de forma negativa o crescimento dos bebés.
Portanto, as féormulas infantis devem incluir quantidades adequadas
de nutrientes, incluindo esse tipo de vitaminas.

O Consumo Dietético de Referéncia (DRI) e o Aditivo Alimentar emitiu
o valor de referéncia da exigéncia diaria de Vitaminas do complexo B
em formulas infantis.

DETECCAO E QUANTIFICACAO POR LC-MS/MS DE 8
VITAMINAS HIDROSSOLUVEIS EM LEITE EM PO INFANTIL

Foi desenvolvido um método por LC-MS/MS (LCMS-8060 NX) Para a
deteccao e quantificacdo precisa e simultanea de 8 vitaminas do
complexo B soltveis em dgua em férmula infantil com 5 compostos
marcados isotopicamente como padrdes internos e com um procedi-
mento simples de extracdo simples de amostra.

Foram utilizados oito padrdes vitaminicos solUveis em agua: tiamina
(B1), riboflavina (B2), acido nicotinico (B3), nicotinamida (B3), acido
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pantoténico (B5), piridoxina (B6), biotina (B7) e acido félico (B9).
Cinco compostos marcados isotopicamente foram utilizados como
padroes internos '3C -tiamina (IS B1), *C,, "N -riboflavina (IS B2),
?H,-nicotinamida (IS B3), "C,, Acido '*N,-pantoténico (IS B5) e
’H,-biotina (IS B7).

As vitaminas B1, B3, B5 e B6 foram diluidas com agua enquanto as
vitaminas B2, B7 e B9 foram diluidos usando NaOH 0,01M para a
solucdo estoque. Todos os padrdes de vitaminas e padrées internos
foram diluidos em solucdes de trabalho para construir as curvas de
calibracdo. Para o método de preparacdo de amostras, 1 g de formu-
la infantil foi pesada, suspendida em 4gua, centrifugada, com adicdo
posterior de 1% de acido acético, filtrada e diluida 5x para injecdo. O
LCMS utilizado foi o modelo LCMS-8060NX com ESI aquecido. Para a
separacao dos compostos, foi utilizada a coluna Shim-pack GIST
C18-AQ (2,1 mm x 50 milimetros; 1,9 um) em eluicdo gradiente.

METODO MRM PARA 8 VITAMINAS B SOLUVEIS EM AGUA
E PADROES INTERNOS

A otimizacdo automatizada de MRM de 8 padrdes de vitaminas
sollveis em &gua e 5 padrdes internos foram realizados usando o
software LabSolutions. Os precursores foram seus fons protonados,
[M + H]+. Duas transicoes de MRM para cada composto foi escolhido
para quantificar e confirmar (Tabela 1).

Tabela 1. Transicdes MRM para as 8 vitaminas hidrossolUveis e os 5 padrdes internos.

Nome do composto | fon quantificador fon qualificador Padrao interno| fon quantificador | fon qualificador
B1 265.00>81.10 265.00>144.10 IS B1 269.00>122.10 269.00>148.10
B2 377.00>243.15 377.00>172.20 IS B2 383.00>249.15 383.00>175.15
B3 (4cido nicotinico)|  124.00>53.10 124.00>78.10
B3 (nicotinamida) 123.00>53.10 123.00>78.05 IS B3 127.00>84.10 127.00>81.10
B5 170.00>77.10 170.00>152.10
B6 220.10>90.10 220.10>202.25 IS BS 224.00>206.10 224.00>188.10
87 245.00>227.10 245.00>97.10 15 B7 247.005229.10 |  247.00599.10
B9 442.10>295.10 442.10>176.10




Curvas de calibracao foram obtidas para todos os 8 compostos vitami-
nicos sollveis em agua com faixa entre 10 ng/mL a 750 ng/mL A curva
apresentou boa linearidade com coeficiente de correlacéo (R?) > 0,999.
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Fig.1 - Cromatogramas total dos ions dos padroes de 8 vitaminas do complexo B a
concentracdo de 50 ng/mL.
O LOD e o0 LOQ das 8 vitaminas B soluveis em agua variou de 0,08 -
1,36 ng/mL e 0,23 - 4,13 ng/mL, respectivamente. Os testes de
repetibilidade (n = 6) foram realizados em concentracao de 10 ng/mL
para cada padrao vitaminico e os resultados sdo mostrados na tabela 2.

Tabela 2. Resultados de Linearidade, LOD, LOQ, e repetibilidade das 8 vitaminas
do complexo B.

Nome do composto (:ga/ir);al-) R? (nLg.)c/)er1L) (nLgO/r?ﬂ) ?:E;/)o
B1 1-500 0.9994 0.52 0.17 2.80
B2 1-750 0.9999 0.23 0.08 3.67
B3 (4cido nicotinico) 1-750 0.9993 0.97 0.32 3.20
B3 (nicotinamida) 1-750 0.9994 0.52 0.17 2.36
B5 5-500 0.9990 413 1.36 1.91
B6 1-750 0.9999 0.51 0.17 3.94
B7 1-100 0.9991 0.32 0.1 2.07
B9 1-100 0.9992 1.00 0.33 2.87

23



ESTUDO DE RECUPERACAO DE 8 VITAMINAS
HIDROSSOLUVEIS EM FORMULA INFANTIL

Um teste de recuperacao foi realizado com a amostra de férmula
infantil em poé. As 8 vitaminas hidrossolUveis foram adicionadas na
formula infantil em pé em diferentes concentracoes: 25 mg/kg para as
vitaminas B3 (4cido nicotinico e nicotinamida) e B5; 5 mg/kg para as
vitaminas B1, B2 e B6; 0,5 mg/kg para as vitaminas B7 e B9.

O teste de recuperacao foi realizado duas vezes para aumentar ainda
mais a confiabilidade dos resultados. Cada duplicata foi injetada trés
vezes e a concentracdo média foi utilizada para o céalculo de recupera-
cdo. Os resultados indicaram boa recuperacdo das 8 vitaminas hidros-
sollveis, alcancando percentuais entre 90,1 a 113,6% (Tabela 3).

Tabela 3. Média de recuperac¢do das 8 vitaminas hidrossoluveis
em férmula infantil (n=2 x 3).

Nome do composto Recu(E/f)ragéo
B1 113.6
B2 105.2
B3 (acido nicotinico) 101.6
B3 (nicotinamida) 109.8
B5 104.9
B6 108.0
B7 90.1
B9 90.1

QUANTIFICACAO DE 8 VITAMINAS HIDROSSOLUVEIS DO
MATERIAL DE REFERENCIA PADRAO NIST 1849A.

0O método estabelecido foi avaliado usando o material de referéncia
padrdo, NIST 1849a, para féormulas infantis/adulto. Trés amostras de
leite em pod NIST 1849a foram utilizadas e preparadas para uma



extragao eficiente dos compostos de interesse, sendo injetadas em
triplicata para garantir a precisao do método. Os resultados obtidos
estdo dentro da concentracdo esperada e sao mostradas na Tabela 4.

Tabela 4. Resultado da quantificagdo das 8 vitaminas do complexo B em
férmula nutricional NIST 1849 (Fator de dilui¢do. = 200).

o Teor Replicata (mg/kg) (n=3)
Vitamina Ik
(mg/kg) Primeira | Segunda | Terceira
B1 - Tiamina 12.57 £0.98 13.14 13.23 12.89
B2 - Riboflavina 20.37 £0.52 20.59 20.80 20.77
B3 - Nicotinamida 108 £ 10 100.92 101.31 100.53
B5 — Acido pantoténico 68219 69.02 67.99 67.34
B6 - Piridoxina 13.46 £0.93 13.58 14.03 13.82
B7 - Biotina 1.99+0.13 2.06 2.09 2.09
B9 - Acido félico 2.293 £ 0.062 2.253 2.285 2.277
377.005243.15(+) 123.00553.10(+) 150000 -f 20.10>90.10(+)
7.00>172.20(+) 6000000 23.00>78.05(+) 20.10>202.25(+)
B2 socuueo | B3 s
7500001 (Nicotina- 100000 ]

4000000 myjda)

3000000

75000 -
500000

2000000 50000
250000
J L 1000000 25000 ‘J {
0

0

3.0 4.0 5.0 6.0 1.0 2.0 3.0 3.0 4.0 5.0 6.0

Fig. 2 - Cromatogramas de MRM selecionados da amostra NIST 1849a.

O método desenvolvido com o LCMS-8060NX
utilizando um procedimento simples de preparo
de amostra, apresentou sensibilidade e seletivida-
de para a deteccdo e a quantificacdo de 8 vitami-

nas do complexo B. Para este método, foi utiliza-
do um material de referéncia padrao, NIST 1849a.
Os resultados da quantificacdo se enquadraram
dentro dos valores oficiais.
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Espectrémetro de Massas para Cromatdgrafo Liquido

LCMS-8060NX SN, Bt

Desempen ho, Sensibilidade

e Robustez aprimoradas

O LCMS-8060NX ¢é o espectréometro de massas triplo quadrupolo com maior
sensibilidade e velocidade de detec¢do do mercado. Ele fornece robustez e
facilidade de operacdo superiores, bem como funcdes de Inteligéncia Analitica
para maximizar a produtividade de seu laboratoério.

=Maior Sensibilidade e Velocidade de Deteccao do Mercado

sExcelente Facilidade de Uso para Maior Eficiéncia nos Procedimentos
Analiticos

=Robustez Aprimorada para uma Maior Produtividade do
Laboratorio

=Maior Eficiéncia de Dessolvatacdo para Maior Sensibilidade
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07 08 09 10 11 12 min 1.00 1.25 150 min
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METODO DE LC-MS/MS SEM DERIVATIZACAO
PARA A DETERMINACAO DE AMINOACIDOS
EM FORMULAS NUTRICIONAIS INFANTIS E
ADULTOS DE ACORDO COM AS

NORMAS DA AOAC

As analises quantitativas de L-a-aminoacidos proteinogénicos, assim
como também da taurina, em férmulas infantis e adultos sao realiza-
das rotineiramente em laboratorios de controle de qualidade. O leite
em po, fonte de proteinas de alta qualidade, contém os aminoacidos
essenciais (EAA) que devem ser obtidos da ingestao nutricional. A
taurina é comumente encontrada em leite em pd infantil, que pode
proteger o ser humano da exposicdo a substancias toxicas.

As andlises quantitativas de aminoacidos sao convencionalmente
realizadas por HPLC-RF com derivatizacdo pré ou poés-coluna que
envolve um procedimento tedioso. Normalmente, trés procedimentos
de hidrolise sdo necessarios para determinar todas os AA listados nos
requisitos da AOAC. Recentemente, foi relatado o método por
LC-MS/MS sem derivatizacao, simples e rapido, e foi aplicado a
quantificacdo de aminodacidos livres e hidrolisados proteicos em varios
alimentos e/ou amostras bioldgicas. Este estudo se concentra na
validacdo do método por LC-MS/MS sem derivatizacdo para determi-
nacdo do total de aminodacidos proteinogénicos e da taurina utilizan-
do o material de referéncia padrdo (SRM) NIST 1849a de férmula
infantil e adulto.

PREPARO DA AMOSTRA

Uma solucao-estoque com 20 aminoacidos (AA) e taurina (Tau) foram
preparados a partir de um padrao de aminoacido (Sigma-Aldrich).
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O material de referéncia padrdo de féormula infantil e adultos NIST
1849a (Sigma-Aldrich) foi usada para fins de validacdo de método.-
Seis férmulas nutricionais para adultos e criancas foram adquiridas
nos mercados locais e utilizadas para a analise de aminoacidos e da
taurina neste estudo. Diferentes processos de hidrélise foram usados
no preparo de amostras. (1) Hidrélise acida: 0,5 mL de acido cloridri-
co a 37% (HCl) e 0,5 mL de acido propiénico foram adicionados a 50
mg amostra e aquecido a 160 °C por 1 hora, seguido de secagem
com gas N2. (2) Hidrdlise alcalina: 1mL de NaOH 4N foi adicionado a
50 mg de amostra e aquecido a 195 °C por 1 hora. O pH foi ajustado
para 4 com solucdo de HCI 1N e os sais formados foram removidos
por centrifugacao. (3) Pré-oxidacao seguida de hidrdlise acida: 2 mL
de 4cido performico recém-preparado (Acido férmico 9: 1: H,0, a
30%) foi adicionado a 50 mg de amostra e aquecido a 50 °C em
banho-maria por 1 hora. Em seguida, a amostra foi hidrolisada por
hidrélise acida com o mesmo procedimento descrito acima.

CONDICOES ANALITICAS

Uma coluna de aminoacidos dedicada (coluna Intrada de Aminoéci-
dos 100 mmL x 3 mml.D, 3 um) foi selecionada para a separacao dos
compostos com uma eluicao gradiente programada. As condicdes
detalhadas de LC e MS estao descritas na nota de aplicacdo (n° AD
0184A). As amostras hidrolisadas foram injetadas no LCMS-8045
triplo quadrupolo para analise.

ANALISE QUANTITATIVA DE 20 AMINOACIDOS E DA
TAURINA POR LC-MS/MS

Os 20 aminoacidos proteinogénicos e a taurina sdo os analitos alvo
em amostra de férmula infantil e adulto. Um método MRM para
analise quantitativa dos 20 aminodacidos e taurina foi estabelecido
usando a mistura de padrdes. Para a curva de calibracao, foi utilizada



uma faixa de concentracdo 0,1 a 50 uM em HCI 0,1N e utilizada para
a anélise do padréao de referéncia e, também, para as amostras. Os
cromatogramas MRM dos padrées dos 20 aminoéacidos e da taurina
obtidos no LCMS-8045 sdo mostrados na Figura 1.

Os testes de precisdo e repetibilidade (com base na area) do método
MRM foram realizados pela repeticdo da injecdo do padrdo puro de
20 pM. Os resultados obtidos sao satisfatorios para o estabelecimen-
to da curva de calibracdo (dados ndo mostrados).

(x100,000)

] =
4.9 £ Mistura de padrées 20mM
g o
34 &
2.4 o
1d g Ny D
] = oes 0 I><
0.4 lﬂ A 82 ey A
) I I I [ I I o I
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 min
(1,000,000 [v3) 0,000
s Hiz 10 e 1557 50 78205301007 1 ?SE_GWJ 3
. Leu |lle w0 Gly 150, Tau
1.254 1.254
1.00 4 307 1,003
0754 20 075
0.50 4 0.504
1.0+
000 et 0¥ U VUMY 1 oo0di——— .
28 50 75 100 53 75

Fig. 1 - Cromatogramas MRM do mix de padrao de 20 AA e taurina preparada em solucao de
HCI 0,1 N. (superior); mistura de padroes em concentracao de 20 mM; (inferior): picos MRM
de AA selecionado, 20 mM.

AVALIACAO DOS METODOS DE HIDROLISE DA AMOSTRA COM SRM

Os materiais de referéncia padrdo (SRM) NIST 1849a foram utilizados
para avaliacdo do pré-tratamento da amostra (hidrélise) e para analise
por LC-MS/ MS. As proteinas da férmula infantil foram hidrolisadas
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por hidrélise 4cida (método 1) a 160 °C. O tempo de duracdo da
hidrolise foi testado e os resultados (Figura 2) indicam claramente que
as maiores quantidades de aminoacidos foram produzidas com 1 hora
de hidrélise. Devido a degradacao do triptofano sob a condicdo da
hidrolise acida, a hidrélise alcalina (método 2) foi definida para a
analise de triptofano. Ja a pré-oxidacdo sequida de hidrolise acida
(método 3) foi realizada para a analise de cisteina/cistina. Na hidrolise
alcalina, a amostra foi hidrolisada com solucdo de NaOH 4N por 30
minutos submetida a diferentes temperaturas. Os resultados mostra-
dos na Figura 3 indicam que a hidrolise a 195 °C apresentou o melhor
resultado para o triptofano e a maioria dos aminoéacidos, exceto para
prolina, acido aspartico e taurina, cujos resultados foram melhores
com a hidrélise a 180 °C. Sendo assim, um tempo de aguecimento a
195 °C por uma hora foi definido para hidrélise alcalina. No método
de hidrolise de pré-oxidagdo com acido perférmico, a cisteina e a
cistina sdo convertidas em acido cisteico, que foi quantificado com
outra curva de calibracdo. Os resultados da analise do hidrolisado
SRM estao resumidos na Tabela 1 e comparados com os valores de
referéncia do NIST. Os resultados quantitativos de 6 dos 18 amino4ci-
dos correspondem aos valores oficiais de referéncia (lle, Val, Glu, Cis,
His e Tau, recuperacdo 86%~109%). Os resultados de 11 aminodaci-
dos se mostraram ligeiramente fora dos valores de referéncia (8
abaixo da recuperacdo em 71% ~ 91%, 3 acima da recuperacdo em
123% ~ 138%), mas o resultado medido de Ala esta significativa-
mente abaixo do valor de referéncia (recuperacao: 26,4%).

(a) Hidrdlise acida @15 min
o @1 hour
200 2 hour

Fig. 2 - Perfis do total de
aminodacidos no SRM sob
diferentes condicoes de
hidrolise: a) hidrolise acida
a 160 °C em diferentes

Tau (B

®160°C erel
®180°C tempos. b) hidrélise
195°C alcalina a temperaturas

diferentes com tempo
= constante de 0,5 h.




Tabela 1. Resumo dos resultados da quantificacdo de aminoacidos e da
taurina (g / 100g) em SRM (NIST 1849a).

Aminoacido | Transigdo MRM RT (min) Co(ngt;:g(t)rga)géo Valf;:;IaST Incerteza Recu(;:z;aqéo Efei(taz)rr[\:;a]triz
Triptofanol1] 205.1>188.1 3.49 0.161 0.184 0.01 87.5 _B@
Fenilalanina 166.1>120.1 3.83 0.711 0.58 0.021 122.6 80.8
Tirosina 182.1>136.0 4.16 0.435 0.51 0.043 85.2 82.6
Leucina 132.1>86.2 4.76 0.947 1.261 0.05 75.1 86.9
Isoleucina 132.2>86.2 5.18 0.666 0.66 0.071 100.9 85.4
Valina 118.1>72.1 6.16 0.654 0.76 0.1 86.1 90.5
Acido glutamico | 148.1>84.1 7.21 2.832 2.59 0.27 109.3 104.2
Prolina 116.1>70.1 7.37 0.842 1.195 0.086 70.5 90.4
Acido aspartico 134.2574.1 8.24 1.228 1.07 0.057 114.8 118.1
Treonina 120.1>74.0 7.73 0.524 0.64 0.022 81.9 104.5
Alaninal1] 90.1>44.1 8.51 0.120 0.455 0.021 26.4 B
Serina 106.1>60.2 9.00 0.526 0.72 0.03 734 1123
Glicina 76.2>30.1 9.37 0.180 0.241 0.019 747 1335
Cisteinal2l 241.0>152.0 12.24 0.125 0.1286 0.0071 97.2
Histidina 156.1>110.1 16.44 0.305 0.315 0.036 9.9 123.6
Lisina 147.0>84.1 17.10 1.392 1.01 0.071 137.9 115.0
Arginina 175.1>70.1 18.07 0.366 0.4 0.029 91.4 1145
Taurinal1] (-)124.1>80.0 7.36 0.040 0.0366 0.0018 109.3 8l

Nota: ['! Os resultados de Trp, Ala, Tau sao baseados no método de hidrolise alcalina. 2 O
resultado de cistina / cisteina é calculado com base nos dados de acido cisteico pelo método de
hidrolise de pré-oxidacao. B ME foi determinado apenas para a amostra de hidrélise acida.

DETERMINACAO DE AMINOACIDOS EM FORMULAS
INFANTIS E ADULTOS

Os resultados dos seis leites em p6 avaliados sdo mostrados na Tabela
2 efiguras 3 e 4.

Pode-se observar que o total de aminoacidos das férmulas para
adultos é mais que o dobro das quantidades encontradas nos amino-
acidos de férmulas infantis, com excecao da taurina. Além disso,
lisina, acido aspartico e acido glutamico sdo comumente presentes
em altas quantidades em comparacdo a outros aminodcidos.
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Fig. 3 - Cromatogramas MRM de 18 aminoacidos em
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Fig. 4 - Cromatogramas MRM de 18 aminodacidos em
amostras de leite em po: infantil 2 e adulto 3.
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https://www.shimadzu.com.br/analitica/produtos/lcms/lcms-8045-1.shtml

Tabela 2. Resultados quantitativos de 17 AA e taurina (g/100g) em
amostras de formulas infantis e adultos pelo método LC-MS/MS.

Aminoacido Infantil 1 Infantil2 | Média (Infantil) Adulto 1 Adulto 2 Adulto 3 Adulto 4 | Média (Adulto)
Triptofano [1] 0.09 0.16 0.12 0.22 0.23 0.20 0.19 0.21
Fenilalanina 0.40 0.40 0.40 0.73 0.70 0.76 0.83 0.76
Tirosina 0.17 0.16 0.16 0.44 0.36 0.50 0.57 0.47
Leucina 0.69 0.67 0.68 1.02 1.06 1.13 1.21 1.10
Isoleucina 0.58 0.56 0.57 0.82 0.57 0.89 0.92 0.80
Valina 0.48 0.46 0.47 0.77 0.79 0.86 1.07 0.87
Acido glutamico 1.39 1.52 1.46 3.98 3.64 4.36 5.61 4.40
Prolina 0.57 0.58 0.58 0.96 1.03 1.06 1.16 1.05
Acido aspartico 0.70 0.70 0.70 1.37 1.29 1.43 1.66 1.43
Treonina 0.23 0.21 0.22 0.33 0.39 0.40 0.59 0.43
Alanina [1] 0.11 0.10 0.11 0.21 0.21 0.18 0.17 0.19
Serina 0.09 0.08 0.09 0.19 0.25 0.24 0.30 0.24
Glicina 0.12 0.12 0.12 0.30 0.65 0.34 0.37 0.42
Cisteina [2] 0.20 0.21 0.21 0.26 0.17 0.29 0.29 0.25
Histidina 0.13 0.14 0.13 0.46 0.44 0.63 0.61 0.53
Lisina 0.75 0.76 0.76 1.66 1.78 2.00 1.97 1.85
Arginina 0.16 0.20 0.18 0.55 0.66 0.72 0.73 0.67
Taurinal1] 0.048 0.037 0.04 0.0010 0.010 0.050 0.030 0.02
Total 6.91 7.07 6.99 14.27 14.21 16.04 18.28 15.70

Notas: "' Os resultados de Trp, Ala, Tau sao baseados no método de hidrdlise alcalina. ? O
resultado da cistina / cisteina ¢ calculado com base nos dados do &cido cisteico pelo método da
hidrdlise de pré-oxidagao.

CONCLUSAO

O padrao de referéncia de férmula infantil e adulto NIST® 1849a foi
utilizada para validacdo do método do procedimento de hidrélise e
analise de 18 aminoacidos (AA) sem derivatizacdo por LC-MS/MS.
Foram necessarios trés procedimentos de hidrélise para determinar
todos os AA listados nos requisitos AOAC.

Os resultados obtidos dos 18 AA sao correspondentes ou similares
aos valores de referéncia, exceto alanina, cuja recuperacao foi de
apenas 26,4%. Um estudo mais aprofundado sobre este baixo
recuperacao de alanina é necessario.
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