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VITAMINS A AND E IN SERUM/PLASMA 
 

Reagente diagnóstico para determinação quantitativa in vitro das Vitaminas A e E em soro/plasma por HPLC. 
Nº de lote, data de fabricação e validade: vide rótulos dos frascos e da embalagem. 
 

Artigo Apresentação 

34400 Kit Reagente para Análise de Vitaminas A/E em Soro/Plasma, 200 análises 

Para informações detalhadas sobre o método e procedimento, favor consultar o Manual de Instruções para Análise por 
HPLC de Vitaminas A e E em soro/plasma no site www.biosys.com.br. 

 
FINALIDADE PRETENDIDA 

Este conjunto de reagentes é um dispositivo médico de 
diagnóstico in vitro para a determinação quantitativa de 
vitamina A (retinol) e vitamina E (α-tocoferol) em amostras de 
soro e plasma humanos. 
Destina-se à determinação dos níveis de vitamina A e E, quando 
indicado: 

– para triagem em pacientes com suspeita de deficiência de 
vitamina A e/ou E, 

– para triagem em pacientes com suspeita de excesso de 

vitamina A e/ou E, 

– para acompanhamento de pacientes em uso de 
suplementação de vitamina A e/ou E 

MÉTODO 

Cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC) com 
detecção UV. 

PRINCÍPIO 

Este conjunto de reagentes permite a determinação 
quantitativa simultânea de vitamina A (retinol) e vitamina E (α-
tocoferol) no soro ou plasma. A preparação rápida e fácil da 
amostra pode ser realizada em frascos de reação ou placas com 
96 poços. Os analitos são liberados de suas proteínas de 
transporte ou lipoproteínas por precipitação. Posteriormente, as 
substâncias são separadas cromatograficamente em uma 
corrida isocrática por HPLC e quantificadas usando um detector 
UV. 

REAGENTES 

Componentes e Composições: 
 

Produto Composição Apresentação 

Fase móvel 
(Mobile Phase) 

Metanol 1 x 1000 mL 

Reagente de 
Precipitação  
(Precipitation 
Reagent) 

Propan-2-ol;  
metanol 

1 x 40 mL 

Padrão Interno 
(Internal 
Standard) 

substância 
estruturalmente 
relacionado ao 
analito 

1 x 40 mL 

Frascos de Reação 
(âmbar) 
(Reaction vials) 

- 2 x 100 
unidades 

INSTRUÇÕES DE ARMAZENAGEM E ESTABILIDADE DOS 
REAGENTES 

Os reagentes não abertos são estáveis até a data de validade 
indicada no rótulo, desde que as condições de armazenamento 
estabelecidas sejam obedecidas.  

 
 

 
 

Artigo Produto Armazenamento 

34001 Fase móvel  +18 a +30ºC 

34404 Padrão Interno +2 a +8 ºC 

34405 Reagente de Precipitação +18 a +30ºC 

CUIDADOS E PRECAUÇÕES 

Por favor, consulte a ficha de segurança dos reagentes e tome as 
precauções necessárias para o manuseio de reagentes de 
laboratório. 

GARANTIA 

Estas instruções de uso devem ser lidas atentamente antes da 
utilização do produto e as instruções nela contidas devem ser 
rigorosamente cumpridas. A confiabilidade dos resultados do 
ensaio não poderá ser garantida em caso de desvio às instruções. 
 
DESCARTE 
A Fase Móvel, o Padrão Interno e o Reagente de Precipitação 
contêm solventes orgânicos e devem ser descartados como 
resíduos livres de halogênio de acordo com os regulamentos 
locais em vigor.  
Resíduos de amostras de pacientes, amostras preparadas, 

controles (art. nº 0036, 0037) e calibrador (art. nº 34004), bem 

como consumíveis de laboratório contaminados com material 

humano devem ser coletados e descartados como resíduos 

potencialmente infectantes de acordo com os regulamentos locais 

em vigor. 

PREPARAÇÃO DOS REAGENTES 

Fase Móvel: pronto para uso. 
Padrão Interno: pronto para uso. 
Reagente de Precipitação: pronto para uso. 

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NÃO FORNECIDOS 

– Sistema de HPLC isocrático (opcional com forno de coluna) 

– Amostrador automático 

– Detector UV 

– Coluna HPLC equilibrada (Chromsystems art. 34300) 

– Pré-filtro revestido em PEEEK 0,5 µm (Chromsystems art. 
15012) 

– Padrão de Calibração de Vitaminas A/E (Chromsystems art. 

34004 Vitamins AE Serum Calibration Standard) 

– Controle de Vitaminas A/E em Soro (Chromsystems art. 0032 
Vitamins AE Serum Control, Level I+II) 

– Placas de 96 poços  

– Centrífuga adequada 

– Material Geral de Laboratório 

– Misturador Vortex 

AMOSTRA 

A amostra pode ser soro ou plasma em EDTA ou heparina. O 
sangue deve ser coletado pela manhã em jejum e antes de 
qualquer medicação.  
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A amostra deve ser extraída com garroteamento leve e com 
cuidado para prevenir a hemólise. Baseado na experiência de 
diferentes grupos de trabalho, recomendamos o seguinte para a 
coleta da amostra:  
• Colete aproximadamente 1-2 ml de sangue;  

• Após centrifugação (2000 x g, 5 min) o plasma/soro 
obtido deve ser separado o mais rápido possível e armazenado 
abaixo de -18°C. Proteja as amostras da luz.  
 

As seguintes condições de amostra produzem resultados de teste 
falsamente baixos e, por conseguinte, devem ser excluídas: 

– Amostras de plasma e soro hemolisadas para análise de              
α-tocoferol 

– Amostras de soro hemolisadas para análise de retinol 

– Amostras de plasma e soro ictéricas para análise de 

retinol, caso as concentrações de bilirrubina não conjugada e 

conjugada excedam 0,14 g/L 

Estabilidade das amostras:  

Temperatura de 
armazenamento 

Vida útil de 
armazenamento 

Outras condições  

+20 a +25°C 1 semana proteção contra luz, 
bem fechado 

+2 a +8°C 2 semanas proteção contra luz, 
bem fechado, 
frascos de vidro 

abaixo de –18°C 3 meses proteção contra luz, 
bem fechado, 
frascos de vidro 

Ciclos de 
congelamento-
descongelamento 

1 ciclo proteção contra luz, 
bem fechado, 
frascos de vidro 

Estabilidade das amostras preparadas (eluatos):  

Temperatura de 
armazenamento 

Vida útil de 
armazenamento 

Outras condições  

+20 a +25°C 3 dias Proteção contra luz, 
bem fechado 

+2 a +8°C 1 semana Proteção contra luz, 
bem fechado 

abaixo de –18°C 2 semanas Proteção contra luz, 
bem fechado 

Ciclos de 
congelamento-
descongelamento 

3 ciclos Proteção contra luz, 
bem fechado 

PROCEDIMENTO DO ENSAIO 

Ajustes do instrumento: 
  

Amostrador 

 

Recomenda-se proteção contra 
luz ou uso de frascos de cor 
âmbar 

Volume de injeção 5 a 20l 

Fluxo 0,8 mL/min 

Temperatura da coluna 35ºC 

Tempo do ensaio  
(coluna à 35°C) 
 
Tempo do ensaio 
(coluna alternativa à 
temperatura ambiente) 

2,9 min 
 
 
3,7 min 

 

Detector UV: Comece em λmax = 325 nm, 
após aprox. 1,15 a 1,40 min 
(dependendo da temperatura 
da coluna) mude para 295 nm. 

Solução de lavagem da 

agulha do injetor: 

Metanol 

 
 
 
 

Procedimento de Preparo das Amostras: 
 
Preparação da amostra com frascos de reação 
Em um frasco de reação âmbar: 
1. Pipetar 100 µL de amostra (soro/plasma, calibrador, 

controle)        
2. Adicionar 200 µL de Padrão Interno, misturar por 30 s 

(vórtex). 
3. Centrifugar por 10 min a 9.000 x g. 
4. Adicionar 200 µL do Reagente de Precipitação, misturar por 

30 s (vórtex). 
5. Centrifugar por 2 min a 9.000 x g. 
6. Transfira o sobrenadante para um frasco para injetáveis de 

vidro do amostrador automático 
7. Injetar 5 a 20 µL de sobrenadante no sistema HPLC. 
 
Preparo da amostra com Placas de 96 poços (material não 
fornecido) 

1. Pipetar 100 μL de amostra/calibrador/controle em uma placa 

de 96 poços 

2. Adicionar 200 μL de Padrão Interno, misturar 1 min a 1000 
rpm 

3. Centrífugar 5 min a 2000 x g 

4. Adicionar 200 μL de Reagente de Precipitação, misturar 1 min 

a 1000 rpm 

5. Centrífugar 5 min a 2000 x g 

6. Transferir o sobrenadante para uma nova Placa de 96 

poços e selar  

7. Injetar 5 a 20 μL do sobrenadante no sistema HPLC 
 
Tempos de retenção esperados: 
 

Substância Temperatura da 
coluna: +35°C 

Temperatura da 
coluna: +20°C 

Retinol 0.9 minuto 1.0 minuto 

Padrão interno 1.5 minuto 1.9 minuto 

α-Tocoferol 2.5 minutos 3.3 minutos 

CÁLCULOS 

Para cálculo manual: 

 

Área/altura do pico do analito A no cromatograma da amostra
   = Aamostra 
 
Área/altura do pico do Padrão Interno no cromatograma da 
amostra  = ISamostra 
 
Inclinação da curva de calibração (Acalibrador / ISCalibrador / 
Calibrador) = a 
 
Calcular a concentração da substância a analisar A na amostra 
Camostra do seguinte modo: 

 

Camostra = (Aamostra / IS amostra) 
              a 

 
Fatores de conversão 

Analito mg/L para 
µmol/L  

µmol/L 
para mg/L 

Vitamina A (retinol) x 3,491 x 0,2865 

Vitamina E (α-Tocoferol) x 2,322 x 0,4307 

 

CONTROLE DE QUALIDADE 

A precisão e exatidão das análises podem ser monitoradas pela 
inclusão de controles adicionais em cada corrida analítica.  

Se a análise destes controles fornecer valores fora do intervalo 
indicado nas Instruções de Uso desses produtos, o sistema deve 
ser verificado e, se necessário, recalibrado. 
 
A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos: 

Artigo Produto Apresentação 

34004 Vitamins AE Serum 
Calibration Standard 

5 x 1mL 

0032 Vitamins AE Serum 
Control, Bi-Nível (I+II) 

2 x 5 x 2 mL 
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DESEMPENHO / CARACTERÍSTICAS 

As características de desempenho foram determinadas e 
verificadas nos seguintes equipamentos: 

- Shimadzu LC-20 com detector UV Shimadzu SPD-20AV 

- Shimadzu LC-30 com detector UV Shimadzu SPD-20AV 

- Shimadzu LC-40 com detector UV Shimadzu SPD-40V 

- Agilent 1260/1290 com detector UV Agilent 1260 MWD 

- Águas ACQUITY™ com detector UV Shimadzu SPD-20AV 
 
Recuperação: 
 
Determinação com Shimadzu LC-30 + SPD-20AV 

Substância 
(matriz) 

Taxa de recuperação 
 (concentração da substância) 

Retinol  
(plasma EDTA) 

99.7 % 
(0,40 mg/L) 

101 % 
(1,2 mg/L) 

Retinol  
(plasma heparina) 

108 % 
(0,40 mg/L) 

108 % 
(1,2 mg/L) 

Retinol  
(soro) 

110 % 
(0,40 mg/L) 

111 % 
(1,2 mg/L) 

α-Tocoferol  
(plasma EDTA) 

106 % 
(5,0 mg/L) 

107 % 
(15 mg/L) 

α-Tocoferol  
(plasma heparina) 

107 % 
(5,0 mg/L) 

107 % 
(15 mg/L) 

α-Tocoferol (soro) 108 
(5,0 mg/L) 

109 % 
(15 mg/L) 

 
Linearidade e limite de quantificação: 
 
Determinação com Shimadzu LC-30 + SPD-20AV (LLOQ) e 
com Shimadzu LC-40 + SPD-40V (ULOQ) 

Substância 
(matriz) 

Limite de 
quantificação LLOQ 

(mg/L)* 

Limite máximo 
de linearidade 
ULOQ (mg/L) 

Retinol  
(plasma) 

0,011 mg/L 5,00 

Retinol  
(soro) 

0,019 mg/L 5,01 

α-Tocoferol  
(plasma) 

0,49 mg/L 45,0 

α-Tocoferol 
(soro) 

0,27 mg/L 45,0 

*O limite de quantificação depende do detector empregado.  
 
Precisão intra-ensaio: 
 
Determinação com Shimadzu LC-30 + SPD-20AV 

Substância Amostra Média 
[mg/L] 

Repetibilidade 

Coeficiente 
de variação 

 
 

Retinol 

Plasma baixo 0.132 2.2 

Plasma médio 0.535 1.4 

Plasma alto 0.829 1.5 

Soro baixo 0.116 3.6 

Soro médio 0.486 1.4 

Soro alto 1.03 1.2 

 
 

α-Tocoferol 

Plasma baixo 3.01 1.6 

Plasma médio 12.3 1.8 

Plasma alto 18.2 1.7 

Soro baixo 3.21 2.5 

Soro médio 11.7 1.4 

Soro alto 17.2 1.2 

 
 
Precisão inter-ensaio: 
 
Determinação com Shimadzu LC-20 + SPD-20AV, Agilent 
1260/1290 + detector UV 1260 MWD e Waters Acquity + 
Shimadzu SPD-20AV 

Substância Amostra Média 
[mg/L] 

Repetibilidade 

Coeficiente 
de variação 

Retinol 
(soro) 

baixo 0.085 3.2 % 

médio 0.728 3.9 % 

alto 1.38 4.0 % 

α-Tocoferol 
(soro) 

baixo 1.91 4.2 % 

médio 19.8 2.7 % 

alto 39.2 2.5 % 

Interferentes 

Metabólitos 
O todo-trans-13,14-diidroretinol, um metabólito do retinol, 
interfere com a vitamina A (retinol) se presente em concentrações 
acima de 1 μmol/L de retinol all-trans-13,14-diidro, e pode levar 
a uma determinação falsamente elevada de vitamina A (retinol). 
 
Co-medicamentos e substâncias medicamentosas 
A ranitidina, um medicamento para diminuir a produção de ácido 
estomacal, interfere com a vitamina A (retinol) e pode levar a 
uma determinação falsamente elevada de vitamina A (retinol). 
 
A trazodona, um medicamento antidepressivo, interfere com a 
vitamina A (retinol) e pode levar a uma determinação falsamente 
elevada de vitamina A (retinol). 
 
Hemólise 
Todas as amostras hemolisadas (soro e plasma) devem ser 
excluídas da análise do α-tocoferol.  
Amostras de soro hemolisadas devem ser excluídas da análise de 

retinol. Entretanto, não ocorreram interferências significativas na 
dosagem de retinol em amostras de plasma EDTA e em heparina 
hemolisadas. 
 
Icterícia 
Amostras ictéricas (plasma e soro) devem ser excluídas para 
análise de retinol, caso as concentrações de bilirrubina não 
conjugada e conjugada excedam 0,14 g/L. 
Não ocorreram interferências significativas para amostras de soro 
e plasma ictéricas para α-tocoferol. 
 
Lipemia 
Não ocorreram interferências significativas para amostras de soro 
e plasma lipêmicos para ambos os analitos. 
 
As seguintes substâncias foram testadas e têm uma influência 
negligenciável nos resultados quantitativos (desvio ≤ 15%). 
 
Metabólitos 
All-trans-Retinol, ácido all-trans retinóico, 4-ceto-retinol, acetato 
de retinila, palmitato de retinila, α-tocotrienol, β-tocoferol,                     
γ-tocoferol, δ-tocoferol, α-carboxi-etil-hidroxi-cromo   
 
Substâncias medicamentosas  
Paracetamol, ácido acetilsalicílico, alopurinol, alprazolam, 
anlodipino, amoxicilina, anfetamina/dextroanfetamina, 
apixabana, atenolol, atorvastatina, azitromicina, bisoprolol, 
bupropiona, candesartan, carvedilol, cefuroxima, citalopram, 
clonazepam, clopidogrel, ciclobenzaprina, diclofenaco, 
duloxetina, edoxabana, empagliflozina, enalapril, fenoterol, 
fluoxetina, fluticasona, formoterol, furosemida, gabapentina, 
glimepirida, glipizida, hidroclorotiazida, hidrocodona, ibuprofeno, 
ipratrópio, lercanidipina, levotiroxina, lisinopril, lorazepam, 
losartan, meloxicam, metamizol, metformina, metocarbamol, 
metilfenidato, metilprednisolona, metoclopramida, metoprolol, 
montelucaste, nebivolol, noscapina, omeprazol/ esomeprazol, 
pantoprazol, femprocumona, pravastatina, prednisolona, 
prednisona, pregabalina, propranolol, ramipril, rivaroxabana, 
rosuvastatina, salbutamol/ salbutamol, sertralina, sinvastatina, 
sitagliptina, espironolactona, tansulosina, tilidina, torasemida, 
tramadol, triancinolona, valsartan, venlafaxina, zolpidem. 

VALORES DE REFERÊNCIA  

Os intervalos de referência declarados são guias baseados na 
literatura. Eles podem diferir de outros dados publicados. Como 
os níveis variam dependendo da população de pacientes e do 
método de medição, determine intervalos de referência 
específicos para seu laboratório. Ao determinar intervalos, 
certifique-se de que cumpre os requisitos nacionais locais. 
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Vitamina A 
 
Intervalos de referência retinol: adultos 
 

Detalhes Retinol no soro Fonte 

μmol/L mg/L 

Intervalo de 
referência  

1,05–2,45  0,3–0,7  [8] 

Gama 
tóxica 

a partir de 4,9 a partir de 1,4  [9] 

 
Deficiência 

início: 0,35–0,66 
 

grave: <0,35 

início: 0,1–0,19  
 

grave: < 0,1  

 
[9] 

< 0,70 < 0,20 [10,11] 

 
Intervalos de referência retinol:recém-nascidos, crianças e 

adolescentes 
 

Retinol (Soro/Plasma) 

Faixa etária Faixa de Referência Fonte 

μmol/L mg/L  

Adolescentes 1,0–2,1  0,3–0,6  [9] 

Crianças 

(até 10 anos) 

0,66–1,7  0,2–0,5   

[9] 

Crianças 
(até 1 ano) 

0,53–1,4  0,15–0,4   
[9] 

Recém-nascidos 0,35–1,0  0,1–0,3  [9] 

Neonatos a termo 
(>37 semanas) 

0,63–1,75  0,18–0,50   
[12] 

Neonatos prematuros 
(<36,6 semanas) 

0,46–1,61  0,13–0,46   
[12] 

Retinol (soro) 

Faixa etária Faixa de Referência Fonte 

μmol/L mg/L  

Ao nascer 0,49–1,81  0,14–0,52  [12] 

1–6 anos 0,7–1,5 0,20–0,43  [12] 

7–12 anos 0,9–1,7  0,26–0,49 [12] 

13–19 anos 0,9–2,5 0,26–0,72  [12] 

 
Vitamina E 
 
Intervalos de referência retinol: adultos 
 

Detalhes α- tocoferol Fonte 

μmol/L mg/L 

Intervalo de referência 

no plasma 

23–46 9,9–19,8 [13] 

Intervalo de referência 
no soro 

18,6–34,8 8–15 [15] 

Manifestações agudas 
de deficiência 

< 11,15 < 4,8 [16] 

Deficiência associada ao 
risco cardiovascular 

< 20 < 8,6 [16] 

Excesso > 80 > 34,5 [13] 

 
Intervalos de referência α-tocoferol normalizados por lipídios: 
adultos 
 

Detalhes Níveis de α-tocoferol 
normalizados por lipídios  

Fonte 

Proporção normal 
em adultos 

>0,8mg de α-tocoferol por              
g de lipídio total 

[13] 

Proporção normal 
em crianças 

>0,6mg de α-tocoferol por                  
g de lipídio total 

[13] 

Deficiência de 
vitamina E 

<2,22 μmol de α-tocoferol por 
mmol colesterol 

[17] 

Deficiência de 
vitamina E 

<1,11 μmol de α-tocoferol por 
mmol lipídio total  

[17] 

Deficiência de 
vitamina E 

<6,79 μmol α-tocoferol por 
mmol triglicerídeos  

[17] 

 
 
 
 
 
 

 
Intervalos de referência α-tocoferol: recém-nascidos, crianças e 
adolescentes 

 
α-tocoferol (Soro/Plasma) 

Faixa etária Faixa de Referência Fonte 

μmol/L mg/L  

Adolescentes 
(13-19 anos) 

14–23  6–10  [9] 

Crianças 
(até 1-12 anos) 

7–21 3–9  [9] 

Neonatos prematuros 2,3–11,6  1–5  [9] 

Prematuro 1–8  0,5–3,5  [12] 

A termo completo 2–8  1,0–3,5  [12] 

2-5 meses 5–14  2,0–6,0  [12] 

6-24 meses 8–19  3,5–8,0  [12] 

2-12 anos 13–21  5,5–9,0  [12] 

α-tocoferol (soro) 

Faixa etária Faixa de Referência Fonte 

μmol/L mg/L  

1–6 anos 7–21  3,0–9,0  [12] 

7–12 anos 10–21  4,0–9,0  [12] 

13–19 anos 13–24  6,0–10,1  [12] 
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