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VITAMIN B1 IN WHOLE BLOOD AND VITAMIN B6 IN WHOLE BLOOD/PLASMA - HPLC 
VITAMINA B1 EM SANGUE TOTAL E VITAMINA B6 EM SANGUE TOTAL/PLASMA POR HPLC 

 
Reagente diagnóstico para determinação quantitativa in vitro de Vitamina B1 em Sangue total e Vitamina B6 em 
Sangue total/Plasma por HPLC. 
 
Nº de lote, data de fabricação e validade: ver rótulos dos frascos e da embalagem. 
 

Artigo Apresentação 
52052 Kit Reagente para Análise de Vitamina B1 em Sangue Total e Vitamina B6 em Sangue Total /Plasma, 100 análises 

Para informações detalhadas sobre o método e procedimento, favor consultar o Manual de Instruções Análise de 
Vitamina B1 em sangue total e Vitamina B6 em sangue total/plasma por HPLC no site www.biosys.com.br. 
 
FINALIDADE PRETENDIDA 

Este kit oferece a possibilidade de determinar as formas 
fisiologicamente ativas de Vitamina B1 (tiamina pirofosfato, TPP) 
em amostras de sangue total humano e vitamina B6 (piridoxal-
5'-fosfato, PLP) em amostras de sangue total humano ou plasma, 
por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) em uma única 
corrida.  
Destina-se à triagem e/ou monitoramento dos níveis de vitamina 
B1 e/ou B6, quando indicado em: 
• pacientes com suspeita de deficiência de vitamina B1 e/ou B6, 
• pacientes com suspeita de excesso de vitamina B1 e/ou B6, 
• pacientes sob terapia com suplementação de vitamina B1 e/ou 
B6, 
 

MÉTODO 

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

PRINCÍPIO 

A preparação da amostra é realizada sem uma derivatização 
complexa pós-coluna. 
O preparo da amostra se restringe a uma única etapa de 
precipitação seguido da derivatização das vitaminas no frasco de 
reação. A amostra derivatizada é analisada utilizando detector de 
fluorescência com comprimento de onda variável, e, a separação 
cromatográfica é realizada com duas fases móveis em cerca de 
de 9 minutos. A inclusão de dois padrões internos feitos sob 
medida no método garante alta precisão e segurança na 
quantificação dos analitos.  

REAGENTES 

Componentes e Composição: 
Componente Composição Apresen 

tação 
Fase Móvel A 
(Mobile Phase 1) 

Solução de metanol  1 x 1000 mL 

Fase Móvel B 
(Mobile Phase 2) 

Solução de metanol 1 x 1000 mL 

Padrão Interno 
(Internal Standard) 

Solução aquosa de 
piridina e sais de 
sulfato contendo 
azida sódica 

1 x 10 mL 

Reagente de 
Precipitação 
(Precipitation 
Reagent) 

Solução de ácido 
perclórico 

1 x 30 mL 

Reagente de 
Neutralização 
(Neutralisation 
Reagent) 

Solução de fosfato de 
potássio dibásico 
contendo Hidróxido 
de potássio 

1 x 25 mL 
 

Reagente de 
Derivatização 1  
(Derivatisation 
Reagent 1) 

Solução aquosa de 
hexacianoferrato 
tripotássico  

2 x 0,3 mL 
(liof) 

 

 
Reagente de 
Derivatização 2  
(Derivatisation 
Reagent 2) 

Solução aquosa de 
fosfato de potássio 
dibásico 

1 x 15 mL 

Frascos de Reação 
(âmbar) 
(Reaction vials) 

- 2 x 100 
unidades 

Armazenamento 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 Componente Armazenar 
52001  Fase Móvel A 18 - 30°C 
52022 Fase Móvel B 18 - 30°C  
52044 Padrão Interno 2 - 8°C 
52005 Reagente de Precipitação 18 - 30°C 
52006 Tampão de Neutralização 18 - 30°C 
52007 Reagente de Derivatização 1 18 - 30°C 
52008 Reagente de Derivatização 2 18 - 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 
A Fase Móvel A e Fase Móvel B contêm solventes orgânicos e 
devem ser descartadas como resíduos livres de halogênio de 
acordo com os regulamentos locais. O Reagente de Precipitação 
contém um ácido forte que pode provocar fogo e o Reagente de 
neutralização contém uma base forte. As soluções devem ser 
neutralizadas e descartadas em um recipiente para soluções 
salinas. 
 
PREPARAÇÃO DOS REAGENTES 
• Fase Móvel A: pronto para uso. 
• Fase Móvel B: pronto para uso. 
• Padrão Interno: pronto para uso. 
• Reagente de Precipitação: pronto para uso. 
• Reagente de Neutralização: pronto para uso. 
• Reagente de Derivatização 1: reconstitua o conteúdo do frasco 

do Reagente de Derivatização 1 (art. 52007) com exatamente 
0,3 mL de água destilada. Sob refrigeração (+2 a +8°C), a 
estabilidade desta solução é de aproximadamente 4 semanas. 

• Reagente de Derivatização 2: pronto para uso. 
 
 

http://www.biosys.com.br/
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Mix de Derivatização: 
• Misture 50 μL do Reagente de Derivatização 1 reconstituído com 

1,0 mL do Reagente de Derivatização 2 (art. 52008).                             
A proporção é 1:21. 

• Esta mistura (= mix de derivatização) está pronta para o uso 
no preparo das amostras.  

A estabilidade é de 4 dias quando mantido protegido da luz e 
refrigerado (+2 a +8°C). 

MATERIAIS REQUERIDOS, MAS NÃO FORNECIDOS 

• Sistema HPLC básico com bomba gradiente e detector de 
fluorescência programável 

• Coluna Cromatográfica equilibrada (Chromsystems 
art.52100)  

• Autosampler 
• Vórtex 
• Centrifuga para frascos de reação de 1,5 ml 
• Padrão de Calibração e Controles de Vitaminas B1/B6.  
 
A Chromsystems disponibiliza os seguintes produtos:  

Artigo Produto Apresentação 
52003 Vitamins B1/B6 Whole Blood 

Calibration Standard 
5 x 1 mL 

(liof) 
36005 Plasma Calibration Standard 

Vitamin B6 
5 x 1 mL 

 (liof) 
0164 Vitamins B1/B6 - Whole Blood 

Controls - Bi-Level (Level I+II) 
2 x (5 x 2 mL) 

(liof) 
0031 Plasma Control Vitamin B6 in 

plasma/serum – Bi-Level I+II 
2 x (5 x 2 mL) 

(liof) 
 

0038 Plasma Control Vitamin B6 in 
plasma/serum – Level I 

5 x 2,0 ml 
(liof) 

0039 Plasma Control Vitamin B6 in 
plasma/serum – Level II 

5 x 2,0 ml 
(liof) 

 
AMOSTRA 
Para a análise de vitamina B1 (TPP) utilizar sangue total, para a 
análise de vitamina B6 (PLP) utilizar sangue total ou plasma. 
 
Observações importantes: 
- Para a medição da vitamina B6, as amostras de sangue devem 
ser colhidas pela manhã com o estômago vazio, antes de qualquer 
medicação e na ausência de consumo recente de álcool [16]. 
- Recomenda-se a separação rápida do plasma após a coleta de 
amostras de sangue e armazenamento congelado para garantir 
medição confiável de vitamina B6 [3]. 
- Em certas doenças como a hipofosfatasia, um nível alterado de 
vitamina B6 é indicativo. Nesses casos, a ingestão de 
suplementos de vitamina B6 deve ser evitada por pelo menos 2 
semanas antes da coleta, pois pode-se obter falsos níveis 
elevados de vitamina B6 causados pela suplementação [15]. 
- Deve-se notar também que os níveis de vitamina B6 no plasma 
podem ser mais baixos em pacientes com níveis baixos de 
albumina (por exemplo, durante estados de inflamação 
aumentada) ou atividade alterada da fosfatase alcalina e em 
usuários de longo prazo de AINE [3,12]. 
- Níveis elevados de ácido ascórbico (vitamina C) podem interferir 
na análise do pirofosfato de tiamina e levar a resultados de 
medição falsamente elevado (consulte o ítem “Interferentes"). 
 
Tanto o EDTA (K3-EDTA e K2-EDTA) quanto a heparina (heparina 
de lítio, sódio e amônio) são adequados como anticoagulantes. 
Entretanto, recomenda-se utilizar sangue total/plasma com EDTA 
porque sangue total/plasma com heparina é muito mais 
suscetível à falsificação enzimática dos resultados (possibilidade 
de aumento e diminuição das concentrações do analito) e é mais 
propenso à coagulação, o que pode reduzir a precisão da 
pipetagem. 
 
Estabilidade das amostras:  
 

TPP (vitamina B1) Sangue total 
EDTA Heparina 

+20 to +25 °C 24 horas 24 horas 
+2 to +8 °C 7 dias 7 dias 
Abaixo –18°C 3 meses 3 meses 
Ciclos de congelamento/ 
descongelamento 

1 ciclo 1 ciclo 

 

PLP (vitamina B6) Sangue total 
EDTA  Heparina 

+20 to +25 °C 24 horas 24 horas 
+2 to +8 °C 4 semanas 4 semanas 
Abaixo –18°C 3 meses 3 meses 
Ciclos de congelamento/ 
descongelamento 

1 ciclo 1 ciclo 

 
PLP (vitamina B6) Plasma 
 EDTA Heparina 
+20 to +25 °C 7 dias 2 dias 
+2 to +8 °C 4 semanas 7 dias 
Abaixo –18°C 3 meses 1 mês 
Ciclos de congelamento/ 
descongelamento 

1 ciclo 1 ciclo 

 
Não existem restrições quanto à utilização de amostras 
hemolisadas, lipemicas e ictéricas (consulte o ítem 
“Interferentes"). 
 
É responsabilidade de cada laboratório usar todas as referências 
disponíveis e/ou seus próprios estudos para determinar critérios 
de estabilidade específicos do laboratório. 
 
Estabilidade das amostras preparadas (eluatos):  
 

Temperatura de 
armazenamento 

Tempo de 
armazenamento 

Outras condições de 
armazenamento 

+20 a + 25°C 1 dia Protegido da luz, bem 
fechado, em frasco de 
vidro 

+2 a +8°C 7 dias Protegido da luz, bem 
fechado, em frasco de 
vidro 

 
O armazenamento de amostras preparadas abaixo de –18°C não 
é recomendado, pois pode ocorrer a formação de cristais. 
 
PROCEDIMENTO DO TESTE 
Ajustes do instrumento: 

Amostrador Protegido da luz, frascos de 
vidro âmbar 

Volume de injeção 25 µL 
Tempo de corrida 
analítica 

7 min (plasma), 9 min (sangue 
total). 

Temperatura da coluna Temp. ambiente (20-25ºC) 
Detector de fluorescência          EX = 320 nm, EM = 415 nm. 

Após aprox. 3,8 min. mudar 
para: EX = 367 nm, EM 435 nm. 

Solução de limpeza do 
injetor 

Água/metanol = 95/5 (V/V) 

 
Perfil de gradiente: 
 
Perfil de gradiente para determinação de Vitamina B1/B6 em 
sangue total: 
 

Tempo 
(min) 

% Fase 
móvel A 

% Fase 
móvel B 

Taxa de fluxo 
[mL/min] 

 
0 100 0  

 
1,5 

 

2,40 100 0 
2,50 50 50 
3,50 50 50 
3,60 0 100 
6,70 0 100 
6,71 0 100  

2,3 
 

8,00 0 100 
8,01 100 0 
8,90 100 0 
8,91 100 0 1,5 
9,00 100 0 
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Perfil de gradiente para a determinação de Vitamina B6 em 
plasma: 
 

Tempo 
(min) 

% Fase 
móvel A 

% Fase 
móvel B 

Taxa de fluxo 
[mL/min] 

0 100 0 1,5 
 2,40 100 0 

2,50 50 50 
3,50 50 50 
3,60 0 100 
5,50 0 100 
5,51 100 0 
7,00 100 0 

 
PROCEDIMENTO DE PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
Importante: É essencial proteção suficiente contra luz durante 
toda a preparação da amostra. As amostras não devem ser 
expostas à luz solar direta. 
Antes da preparação da amostra, permita que os reagentes/ 
calibradores/controles/amostras armazenadas congeladas ou 
refrigeradas atinjam a temperatura ambiente. Homogeneizar 
bem. 
 
• Preparação da amostra em frascos de reação âmbar 

(fornecido) 
 
Em um frasco de reação âmbar, pipetar: 
1. 200 μL de sangue total ou plasma (ou calibrador ou controle 
reconstituído) 

+ 100 μL de Padrão Interno 
+ 300 μL de Reagente de Precipitação 

Atenção: Adicione o reagente de precipitação imediatamente 
após pipetar o padrão interno e agite. 
2. Agitar por 30 s (vórtex). 
3. Centrifugar por 5 min. a 14.000 g 
4. Em um novo frasco âmbar, pipetar 250 μL do Reagente de 
Neutralização +100 μL do mix de derivatização 
5. Adicionar 250 μL do sobrenadante obtido nas etapas 1-3 e 
agitar brevemente. Não centrifugar o precipitado obtido! 
6. Incubar 25 min. a 60ºC (banho-maria). 
7. Incubar por pelo menos 10 min. entre + 2 e + 8ºC, centrifugar 
por 2 min. a 14.000 g. 
8. Transferir o sobrenadante para um frasco de vidro âmbar de 
amostrador automático, injetar 25 μL no sistema HPLC. 
 
Tempos de retenção esperados: 

Analito Tempo 
de retenção (aprox. min) 

Padrão Interno 1 (PLP) 1,2 
Vitamina B6 (PLP) 2,7 
Vitamina B1 (TPP) 5,1 
Padrão Interno 2 (TPP) 6,2 

 
CÁLCULOS 
 
Área/altura do pico da substância A no cromatograma da amostra
                     = Aamostra 

 

Área/altura do pico do Padrão Interno (IS) no cromatograma da 
amostra                     = ISamostra 

 

Inclinação da curva de calibração (Acalibrador/IScalibrador/Ccalibrador) = α 
 
Calcule a concentração do analito A na amostra Camostra da 
seguinte forma: 
 

Camostra =   Aamostra / ISamostra  
             α 

 

Fatores de conversão 
Analito µg/L para 

nmol/L 
nmol/L 

para µg/L 
Vitamina B1 (Tiamina 

pirofosfato, TPP) 
x 2,357 x 0,4243 

 
Vitamina B6 (Piridoxal-5’-

fosfato, PLP) 
4,047 x 0,2471 

 
 
 

DESEMPENHO / CARACTERÍSTICAS 

Recuperação relativa: 
 

Analito Matriz Recuperação 
(concentração do 

analito) 
Vitamina B6 
(PLP) 

Sangue total 
EDTA (n=10) 

92%  
(20 µg/L) 

93% 
(200 µg/L) 

Sangue total 
heparina (n=10) 

104% 
(20 µg/L) 

104% 
(200 µg/L) 

Plasma  
EDTA (n=12) 

104% 
(20 µg/L) 

107% 
(200 µg/L) 

Plasma  
heparina (n=10) 

101% 
(20 µg/L) 

104% 
(200 µg/L) 

Vitamina B1 
(TPP) 

Sangue total  
EDTA (n=10) 

108%  
(40 µg/L) 

110% 
(400 µg/L) 

Sangue total 
heparina (n=10) 

109% 
(40 µg/L) 

110% 
(400 µg/L) 

 
Linearidade/limite de quantificação: 
 

Analito Matriz Limite de 
quantificação  

Faixa linear  
(até pelo 
menos)  

Vitamina B6 
(PLP) 

Sangue total 4,0 µg/L 500 µg/L 
Plasma  0,5 µg/L 500 µg/L 

Vitamina B1 
(TPP) 

Sangue total 3,5 µg/L 750 µg/L 

*O limite de quantificação depende do detector utilizado. 
  
Precisão intra-ensaio: 
 

Analito Matriz Coeficiente de variação  
(concentração em µg/L) 

 
Vitamina B6 

(PLP) 

Sangue total 0,7% 
(12,3) 

1,7% 
(17,0) 

0,8% 
(24,0) 

Plasma 1,5% 
(6,57) 

1,6% 
(12,0) 

2,3% 
(19,8) 

Vitamina B1 
(TPP) 

Sangue total 1,3% 
(24,6) 

2,1% 
(39,3) 

0,9% 
(89,6) 

 
Precisão inter-ensaio: 
 

Analito Matriz Coeficiente de variação  
(concentração em µg/L) 

 
Vitamina B6 

(PLP) 

Sangue total 2,3% 
(12,3) 

1,5% 
(17,0) 

2,9% 
(24,8) 

Plasma 5,2% 
(6,47) 

1,8% 
(12,0) 

3,0% 
(19,6) 

Vitamina B1 
(TPP) 

Sangue total 2,0% 
(24,9) 

1,7% 
(39,3) 

2,3% 
(92,9) 

 
VALORES DE REFERÊNCIA  
 
Os intervalos de referência declarados são baseados na literatura 
[17,18]. Eles podem diferir de outros dados publicados. Como os 
níveis variam dependendo da população de pacientes e do 
método de medição, determine os intervalos de referência para o 
seu laboratório. Ao determinar os intervalos, certifique-se de 
cumprir as normas locais requisitos nacionais. 
 

Vitamina B1 (TPP) em sangue total 
 

Faixa de valores 33,1–60,7 µg/L 
78 – 143 nmol/L 

No. Resultados obtidos 247 
Método estatístico da 
faixa de referência  

Média ± 2x desvio padrão 

Correlação entre os 
resultados obtidos e a 
idade 

nenhuma 

Correlação entre os 
resultados obtidos e o 
genêro  

nenhuma 

Literatura 17 
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Vitamina B6 (PLP) em sangue total 
 

Faixa de valores 12,6 – 45,2 µg/L 
51 – 183 nmol/L 

No. Resultados obtidos 246 
Método estatístico da 
faixa de referência  

Remoção de 2,5% dos 
resultados superiores e 
inferiores 

Correlação entre os 
resultados obtidos e a 
idade 

Decréscimo com a idade: 
 
21-30 anos: 138 nmol/L 
(homem) e 113 nmol/L 
(mulher) 
  
>70 anos: 79 nmol/L (homem) 
e 84 nmol/L (mulher) 
 
Efeito fraco: nenhum intervalo 
de referência relacionado à 
idade foi introduzido 

Correlação entre os 
resultados obtidos e o 
genêro  

nenhum 

Literatura 17 
 

Vitamina B6 (PLP) em plasma 
 

Faixa de valores 5,7 – 55,1 µg/L 
23 – 223 nmol/L 

No. Resultados obtidos 120 
Método estatístico da 
faixa de referência  

Remoção de 2,5% dos 
resultados superiores e 
inferiores 

Correlação entre os 
resultados obtidos e a 
idade 

Nenhuma influência na faixa 
de valor superior, porém 
decréscimo na faixa inferior 
com aumento da idade. 
 
Efeito fraco: nenhum intervalo 
de referência relacionado à 
idade foi introduzido 

Correlação entre os 
resultados obtidos e o 
genêro  

Nenhuma influência na faixa 
de valor inferior, porém 
influência na faixa superior 
devido ao gênero 
(homens>mulheres). 
 
Efeito fraco: nenhum intervalo 
de referência relacionado ao 
gênero foi introduzido 

Literatura 18 
 
 
INTERFERÊNCIAS  
 
Interferências detectadas 
O acetaminofeno (paracetamol), um medicamento para tratar 
febre e dor leve a moderada, leva a falsas determinações de 
pirofosfato de tiamina (TPP) e piridoxal 5'-fosfato (PLP), pois 
influencia a linha de base e causa vários picos de interferência. 
 
A isoniazida, um antibiótico bactericida, interfere com a vitamina 
B6 (PLP) levando a uma determinação falsamente baixa da 
mesma. 

A piridoxina é geralmente administrada como co-medicação com 
a isoniazida. Mesmo os níveis endógenos mais elevados 
esperados desta substância não influenciam significativamente o 
resultado quantitativo, mas a piridoxina pode ser convertida em 
piridoxal 5’-fosfato (PLP) por reações enzimáticas. Portanto, não 
causa interferência analítica, mas sim uma interferência 
farmacocinética. 

A presença de ácido ascórbico (vitamina C) leva a uma diminuição 
do sinal de vitamina B1 (TPP), bem como o correspondente 
padrão interno IS 2. Por ser mais prejudicado, o padrão interno 
não compensa totalmente a deterioração do analito, levando a 
resultados falsamente altos para a vitamina B1 (TPP). Nas 

concentrações de ácido ascórbico acima de 125 mg/l, isso pode 
afetar a precisão dos resultados do teste em >15%. 
 
As seguintes substâncias não foram observadas como 
interferentes na injeção primária. Mas elas eluem em uma injeção 
subsequente e pode afetar a precisão dos resultados do teste: 
Levofloxacino e Triamtereno 
 
Interferências não detectadas 
As seguintes substâncias foram testadas e não apresentaram 
picos interferentes e/ou tiveram uma influência insignificante nos 
resultados quantitativos (desvio ≤15%). 
 
Compostos relacionados à estrutura: 
Isopiridoxal, piridoxal*, piridoxamina*, piridoxamina 5’-fosfato*, 
ácido 4-piridoxico, piridoxina*, piridoxina 5’-fosfato*, tiamina*, 
tiamina monofosfato *, tiamina trifosfato*. 
 
*Esses metabólitos podem ser convertidos entre si e em PLP ou 
TPP por meio de reações enzimáticas. Eles não são interferências 
analíticas, mas sim farmacocinéticas. 
 
Drogas: 
Acetazolamida, acetilcisteína, ácido acetilsalicílico, aciclovir, 
alopurinol, aloxantina (testada como oxipurinol), amicacina, 
amlodipina, amoxicilina, ampicilina, azatioprina, azitromicina, 
bisoprolol, captopril, carbamazepina, carbamazepina-10,11-
epoxido, cefradina, cloranfenicol, clordiazepóxido, cimetidina, 
ciprofloxacino, claritromicina, dexametasona, diazepam, 
diclofenaco, digitoxina, digoxina, dihidrocodeína, disopiramida, 
enalaprilato, eritromicina, furosemida, ganciclovir, gentamicina, 
hidroclorotiazida, ibuprofeno, dinitrato de isossorbida, 
itraconazol, cetoconazol, levotiroxina, lidocaína, lorazepam, 
metformina, metilprednisolona, metoclopramida, metoprolol, 
ácido micofenólico, ácido micofenólico glicuronídeo, N-
acetilprocainamida, nadolol, N-desmetildiazepam, neomicina, 
nifedipina, norverapamil, omeprazol, oxazepam, penicilina G, 
penicilina V, fenitoína, prazosina, prednisolona, prednisona, 
procainamida, (±)-propranolol, ranitidina, rifampicina, 
risperidona, salbutamol (albuterol), ácido salicílico (ácido 2-
hidroxibenzóico), fluoreto sódico, estreptomicina, 
sulfametoxazol, tramadol, trimetoprim, ácido valpróico, 
vancomicina, verapamil.  
 
Análise sem interferências é possível com as seguintes condições 
da amostra: 
 
Hemólise 
As amostras de plasma foram enriquecidas com hemoglobina até 
uma concentração de hemoglobina de 5 g/L e as concentrações 
dos analitos foram comparadas com as da amostra original: Não 
ocorreram interferências significativas (desvio ≤ 15%). 
 
Lipemia 
Amostras de sangue total e plasma foram enriquecidas com 
diferentes concentrações de uma emulsão lipêmica (0,67 a 10 
g/L) e as concentrações do analito foram comparadas com as da 
amostra original: Não ocorreram interferências significativas 
(desvio ≤ 15%). 
 
Icterícia 
Amostras de sangue total e plasma foram enriquecidas com 
bilirrubina não conjugada e conjugada (0,4 g/L) e as 
concentrações do analito foram comparadas com as da amostra 
original: Não ocorreram interferências significativas (desvio ≤ 
15%). 
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