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VITAMINA B6 (PIRIDOXAL-5’-FOSFATO) EM SORO/PLASMA 
POR HPLC 

 
Reagente diagnóstico para determinação quantitativa in vitro de Vitamina B6 em soro/plasma por HPLC. 
 
Nº de lote, data de fabricação e validade: vide rótulos dos frascos e da embalagem. 
 

Artigo Apresentação 
31000/S Kit Reagente para Análise de Vitamina B6 em Soro/Plasma, 100 análises 

Para informações detalhadas sobre o método e procedimento, favor consultar o Manual de Instruções para Análise de 
Viamina B6 em soro/plasma por HPLC no site www.biosys.com.br. 
 
 

FINALIDADE PRETENDIDA 

Este conjunto de reagentes é um dispositivo médico de 
diagnóstico in vitro para a determinação quantitativa da forma 
fisiologicamente ativa da Vitamina B6 (piridoxal-5’-fosfato, PLP) 
em amostras de soro ou plasma. 
Este kit se destina ao uso para triagem e/ou monitoramento dos 
níveis de Vitamina B6 quando indicado: 
– em pacientes com suspeita de deficiência de vitamina B6, 
– em pacientes com suspeita de excesso de vitamina B6, 
– em pacientes em terapia com suplementação de vitamina B6. 

MÉTODO 

Cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC) com detecção 
por fluorescência. 

PRINCÍPIO 

O presente kit de reagentes permite a determinação rápida, fácil 
e específica de vitamina B6 (piridoxal 5'-fosfato, PLP) usando um 
sistema HPLC isocrático simples. Em vez da derivatização pós-
coluna habitual e tecnicamente exigente, é utilizada a 
derivatização pré-coluna simples. Amostras de plasma/soro, são 
adequadas para este kit. 
O procedimento de clean-up inclui uma etapa eficaz de 
precipitação e extração de proteínas em condições otimizadas para 
liberar o PLP de seu status vinculado. A derivatização subsequente 
(banho-maria, 60°C) produz um derivado PLP fluorescente. A 
determinação cromatográfica é realizada em um sistema HPLC 
isocrático com detecção por fluorescência. Através deste 
procedimento de limpeza de amostras são obtidos extratos 
altamente estáveis, permitindo a análise de grandes lotes. 
 
REAGENTES 
 
Componentes e composições: 

Componente Composição Apresenta
ção 

Fase móvel 
(Mobile Phase) 

Solução de fosfato 
de potássio 

1 x 1000mL 

Reagente de Precipitação 
(Precipitation Reagent) 

Solução de ácido 
perclórico 

1 x 30 mL 

Reagente de 
Derivatização 
(Derivatisation Reagent) 

Solução de fosfato 
de potássio  

1 x 10 mL 

Reagente de 
Neutralização 
(Neutralisation Reagent) 

Solução de fosfato 
de potássio 

1 x 25 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. A tabela abaixo mostra a 
temperatura de armazenagem para os reagentes do kit. 
 

Artigo Produto Armazenamento 
31001 Fase móvel  +18 a +30 °C 
31004 Reagente de Precipitação  +18 a +30 °C 
31005 Reagente de Neutralização +18 a +30 °C 
31006 Reagente de Derivatização +18 a +30 °C 

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 
 
O Reagente de Precipitação contém um ácido forte e inflamável. 
Neutralize os resíduos do produto e despeje dentro de um coletor 
para soluções salinas. Resíduos de amostras de paciente, 
amostras preparadas, controles e calibradores utilizados, assim 
como os consumíveis do laboratório contaminados com material 
humano devem ser coletados e despejados como lixo 
potencialmente infectante. Resíduos perigosos não devem ser 
despejados junto com lixo doméstico. Não circule no 
abastecimento de água principal. Descarte em conformidade com 
as diretrizes e regulamentos locais em vigor. As embalagens com 
descarte devem ser armazenadas apropriadamente e seu acesso 
permitido somente a pessoas autorizadas. Resíduos não 
perigosos como a Fase móvel, Reagente de Neutralização, 
Reagente de Derivatização e os consumíveis de laboratório não 
contaminados não são classificados como perigosos. Descarte em 
conformidade com as diretrizes e regulamentos locais em vigor.  
 
PREPARO DOS REAGENTES 
Fase Móvel: pronto para uso. 
Reagente de Precipitação: pronto para uso. 
Reagente de Neutralização: pronto para uso. 
Reagente de Derivatização: pronto para uso. 
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MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NÃO FORNECIDOS 

Sistema HPLC isocrático - Autosampler - Detector de 
fluorescência 
Coluna Cromatográfica equilibrada (Chromsystems art.31100) 
Padrão de Calibração de Vitamina B6 em Soro (Chromsystems 
art.36005)  
Controle de Vitamina B6 em Soro, Nível I + II (Chromsystems 
art.0031)  
Centrífuga adequada; Agitador (vórtex); Banho maria 

AMOSTRA 

Plasma e soro são utilizados para análise. As amostras devem ser 
mantidas refrigeradas e protegidas da luz durante o transporte. 
- As amostras devem ser colhidas pela manhã em jejum, antes 
de qualquer medicação e em ausência de consumo recente de 
álcool [10].  
- É recomendado uma separação rápida do plasma após a coleta 
de amostra de sangue e armazenamento congelado para uma 
dosagem confiável de PLP [3].  
- Em algumas doenças como a hipofosfatasia, um nível alterado 
de vitamina B6 é indicativo. Nesses casos a ingestão de 
suplementação de vitamina B6 deve ser evitado por pelo menos 
2 semanas antes da coleta de sangue, pois níveis elevados de PLP 
causados pela suplementação podem ser enganosos [9].  
- Deve ser considerado também que níveis de PLP no plasma ou 
no soro podem ser mais baixos em pacientes com albumina 
diminuída (ex: durante estados de aumento de inflamação) ou 
atividade alterada de fosfatase alcalina e usuários de 
antiinflamatórios não esteroides de longa data [3,8].  
- Tanto o EDTA (K3-EDTA e K2-EDTA) como a heparina (lítica, 
sódica e heparina de amônio) são adequados como 
anticoagulantes.  
 
Estabilidade da amostra:  
 

Temperatura de 
armazenamento 

Plasma 
EDTA 

Plasma 
heparina 

Soro 

+20 a +25° 7 dias 2 dias 2 dias 
+2 a +8° C 4 semanas 7 dias 7 dias 

Abaixo -18° C 3 meses 1 mês 1 mês 
Ciclos de 

congelamento/ 
descongelamento 

1 ciclo 1 ciclo 1 ciclo 

 
Estabilidade das amostras preparadas (eluatos):  
 

Temperatura de 
armazenamento 

Vida útil de 
armazenamento 

Outras condições  

+20 a +25°C 5 dias Proteção contra luz, 
bem fechado 

+2 a +8°C 7 dias Proteção contra luz, 
bem fechado 

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

Ciclos de 
congelamento/ 
descongelamento 

1 ciclo Proteção contra luz, 
bem fechado 

PROCEDIMENTOS DO TESTE 

Configurações do instrumento: 
Amostrador: volume de injeção 50 µL 
Tempo de corrida analítica:   8 min 
Razão de fluxo: 1,0 mL/min. 
Temperatura da coluna:        temperatura ambiente (20- 

25ºC) 
Detector de fluorescência:    EX = 320 nm, EM = 415 nm 
Limpeza do injetor: água ultrapura (grau HPLC) 

com 5 – 10 % (máximo) de 
metanol. 

 
 
 
 
 

Procedimento de Preparo das Amostras: 
 
Num frasco de reação âmbar, pipetar: 
 
1. Para 200 µL de amostra (plasma/soro/calibrador/controle 
reconstituído), adicionar 300 µL de Reagente de Precipitação em 
um frasco de reação âmbar, agitar por 30 s (vórtex).  
2. Incubar por 10 min a +2-8ºC, centrifugar por 5 min a          
16000 x g.  
3. Transferir 250 µL do sobrenadante para um novo frasco de 
reação.  
4. Adicionar 250 µL Reagente de Neutralização, agitar 
brevemente (irá se formar precipitação, não centrifugue!).  
5. Adicione 100 µL de Reagente de Derivatização, agitar 
brevemente.  
6. Incubar 20 min a 60ºC (banho-maria).  
7. Resfriar as amostras em água gelada, então incubar por 10 
min a +2-8ºC;  
8. Centrifugar por 2 min a 16.000 g.  
9. Transferir o sobrenadante para o frasco do amostrador 
automático protegido da luz, injetar 50 µL no sistema HPLC.  
 
Tempo de Retenção Esperado: 

Substância  Tempo de Retenção 
(min. aproximadamente) 

Piridoxal-5’-fosfato 3,1 

CÁLCULOS 

CAnalito,Amostra [µg/L] =   _AAmostra    x CCalibrador 
                  ACalibrador  

 
Área/altura do pico do analito A no cromatograma da amostra
   = Aamostra 
 
Área/altura do pico do analito A no cromatograma do calibrador
               = Acalibrador 
 
Concentração C do analito A no calibrador (veja o folheto de 
informações) 
                            = Ccalibrador 
 
Fatores de conversão 

Analito µg/L para 
nmol/L 

nmol/L para 
µg/L 

Piridoxal-5’-
fosfato (PLP) 

x 4,047 x 0,2471 

 
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 
36005 Plasma Calibration Standard 

Vitamin B6 in plasma/serum  
(Padrão de Calibração de 
Vitamina B6 em Soro) 

5 x 1 mL 

0031 Plasma Control Vitamin B6 in 
plasma/serum - Bi-Level (I+II) 
(Controle de Vitamina B6 em 
Soro, Bi-Nível (I+ II)) 

2 x 5 x 2 mL 

DESEMPENHO / CARACTERÍSTICAS 

Recuperação:	
determinadas com Shimadzu FLD RF-20A 

Analito (Matriz) Taxa de recuperação [%] 
Piridoxal-5’-fosfato 
(plasma) 

96,6%  
(10 µg/L) 

105% 
 (200 µg/L) 

Piridoxal-5’-fosfato 
(soro) 

95,3%  
(10 µg/L) 

102%  
(200 µg/L) 
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Linearidade e limite de quantificação: 
determinado com Shimadzu FLD RF-20A1 (LLOQ em plasma e 
soro e ULOQ em soro) e com Waters FLD 24742 (ULOQ em 
plasma) 

Analito (Matriz) Limite de 
quantificação 

(LLOQ)  

Limite máximo 
de linearidade 

(ULOQ)  
Piridoxal-5’-fosfato 
(plasma) 

0,7 µg/L1 250 µg/L2 

Piridoxal-5’-fosfato 
(soro) 

0,9 µg/L1 250 µg/L1 

 
Precisão intra-ensaio: 
determinada com Waters FLD 2474 

Matriz Matriz Coeficiente de variação 
(concentração do analito) 

plasma 1,0% 
(7,67 μg/L) 

0,6% 
(13,5 μg/L) 

0,9% 
(21,2 μg/L) 

 
Precisão inter-ensaio: 
determinada com Waters FLD 2474 

Matriz Matriz Coeficiente de variação 
(concentração do analito) 

plasma 2,0% 
(7,53 μg/L) 

1,0% 
(13,6 μg/L) 

1,9% 
(21,7 μg/L) 

INTERFERENTES 
Interferências detectadas 
Metabólitos 
A isoniazida, um antibiótico, interage com o piridoxal 5’-fosfato 
(PLP) e leva a uma determinação falsamente baixa de piridoxal 
5’-fosfato (PLP). 
Substâncias de eluição tardia podem estar presentes em 
amostras de sangue total nativo, levando potencialmente a 
interferências em análises subsequentes (por exemplo, na forma 
de picos amplos ou linha de base elevada). 
 
Interferências não detectadas 
As seguintes substâncias foram testadas e apresentam uma 
influência insignificante nos resultados quantitativos (desvio ≤ 
15%). 
 
Metabólitos 
Isopiridoxal, piridoxal*, piridoxamina*, piridoxamina 5’-fosfato*, 
ácido 4-piridoxico, piridoxina*, piridoxina 5’-fosfato*. 
 
*Esses metabólitos podem ser convertidos entre si e em PLP por 
meio de reações enzimáticas. Eles não são analíticos, mas 
antes interferências farmacocinéticas. 
 
Vitaminas solúveis em água 
Ácido ascórbico (vitamina C), biotina (vitamina B7), cobalamina 
(vitamina B12), folato (vitamina B9), niacina (ácido nicotínico, 
vitamina B3), ácido pantotênico (vitamina B5), riboflavina 
(vitamina B2). 
 
Substâncias medicamentosas 
Paracetamol, ácido acetilsalicílico, alopurinol, alprazolam, 
amlodipina, amoxicilina, anfetamina/dexanfetamina, apixabana, 
atenolol, atorvastatina, azitromicina, bisoprolol, brivaracetam, 
bupropiona, candesartana, carbamazepina, 10-OH-
carbamazepina, carbamazepina-diol, carbamazepina-10,11-
epóxido, carvedilol, cefuroxima, citalopram, clonazepam, 
clopidogrel, ciclobenzaprina, N-desmetilmesuximida, diclofenaco, 
duloxetina, edoxabana, empagliflozina, enalaprilato, 
etossuximida, felbamato, fenoterol, fluoxetina, fluticasona, 
formoterol, furosemida, gabapentina, glimepirida, glipizida, 
hidroclorotiazida, hidrocodona, ibuprofeno, brometo de 
ipratrópio, lacosamida, lamotrigina, levetiracetam, lercanidipina, 
levotiroxina, lisinopril, lorazepam, losartan, meloxicam, 
metamizol/dipirona como 4-metilaminoantipirina, metformina, 
metocarbamol, metilfenidato, metoclopramida, metoprolol, 
montelucaste, nebivolol, noscapina, omeprazol/esomeprazol, 
oxcarbazepina, pantoprazol, perampanel, fenobarbital, 
fenprocumon, feniletilmalonamida (PEMA), fenitoína, 
pravastatina, prednisolona, prednisona, pregabalina, primidona, 
propranolol, ramipril, ranitidina, retigabina, rivaroxabana, 

rosuvastatina, rufinamida, salbutamol/albuterol, sertralina, 
sinvastatina, sitagliptina, espironolactona, estiripentol, sultiame, 
tansulosina, teofilina, tiagabina, tilidina como nortilidina, 
topiramato, torasemida, tramadol, trazodona, ácido valpróico, 
valsartan, venlafaxina, vigabatrina, zolpidem, zonisamida. 
 
Análise sem interferência é possível nas seguintes 
condições de amostra:  
 
Hemólise 
Amostras de plasma e soro foram enriquecidas com hemoglobina 
até uma concentração de hemoglobina de 10g/L. Concentrações 
do analito foram comparadas com aquelas da amostra original: 
Não houve nenhuma interferência significativa (desvio ≤15%). 
 
Lipemia 
Amostras de plasma e soro foram enriquecidas com diferentes 
concentrações de uma emulsão lipêmica (0,67 a 10 g/L) e as 
concentrações do analito foram comparadas com aquelas da 
amostra original: Não houve nenhuma interferência significativa 
(desvio ≤15%). 
 
Icterícia 
Amostras de plasma e soro foram enriquecidas com bilirrubina 
conjugada e não-conjugada (cada uma 0,4 g/L) e as 
concentrações do analito foram comparadas com aquelas da 
amostra original: Não houve nenhuma interferência significativa 
(desvio ≤15%). 
 
VALORES DE REFERÊNCIA  
Os intervalos de referência declarados a seguir são baseados na 
literatura [11,12]. 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 para o 
seu laboratório. Ao determinar os intervalos, certifique-se de 
cumprir as normas e requisitos locais e nacionais. 
 

Vitamina B6 (PLP) em 
plasma Soro  

Vitamina B6 
(PLP) em 

plasma Soro  
Intervalos 

de 
referência  

5,7-55,1 μg/l  
23-223 nmol/l 

2,8-75 μg/L; 
deficiência <4,9 

μg/L 
 

11,3-302 nmol/L; 
deficiência 
<20nmol/L 

Número de 
resultados 

obtidos 

120  8311 

Método 
estatístico 

do 
intervalo 

de 
referência 

Remoção de 2,5% dos 
resultados superior e 

inferior  

Remoção de 2,5% 
dos resultados 

superior e inferior 

Correlação 
entre 

resultados 
obtidos e 

idade 

Nenhuma influência no 
intervalo de referência 

superior, mas diminuição 
do intervalo de referência 
inferior com o aumento da 

idade  
Efeito fraco: não foram 

introduzidos intervalos de 
referência relacionados 

com a idade 

Valores de 
referência 

detalhados por 
idade são 

fornecidos. Não 
há deficiência de 

concentração 
relacionada à 

idade 

Correlação 
entre 

resultados 
obtidos e 
gênero 

Nenhuma influência no 
intervalo de referência 

inferior, mas influência no 
intervalo de referência 
superior por gênero 

(homens > mulheres)  
Efeito fraco: não foram 

introduzidos intervalos de 
referência relacionados 

com o gênero 

Valores de 
referência 

relacionados ao 
gênero são 

fornecidos. Não 
há deficiência de 

concentração 
relacionado ao 

gênero. 

 [12]   [13]  
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Fabricante 

 

Número de catálogo 

 

Quantidade suficiente para <n> ensaios 

 
Código do lote 

 

Validade 

 

Limite de temperatura 

 

Consultar as instruções para utilização 

 

Produto para a saúde para diagnóstico in vitro 

 

Cuidado 

 

Atenção 

 

Perigo 
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Este produto cumpre as exigências da Diretiva 
98/79/CE relativa aos dispositivos médicos 
para diagnóstico in vitro 
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