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Resumo

Gomes, Tatiane Vidal Dias; Costa Monteiro, Elisabeth; Cunha, Alessandra
Licursi M. C.; Aucélio, Ricardo Queiroz. Desenvolvimento e validagao
intralaboratorial do método por cromatografia eletrocinética capilar
micelar para determinacdo de vitamina K1 e K3 em cha verde e em
suplementos farmacéuticos. Rio de Janeiro, 2012. 167p. Dissertacéo de
Mestrado — Programa de Pés-Graduacdo em Metrologia, Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

O desenvolvimento e validacdo de um método analitico para determinagéo
de vitamina K € de fundamental importancia considerando a crescente
preocupacdo mundial com questdes referentes a qualidade de vida, nutrigéo,
saude e meio ambiente, além da importancia deste micronutriente na saude.
Desenvolveu-se um método baseado na cromatografia eletrocinética capilar
micelar (MEKC) para a determinagdo das vitaminas K1 e K3. As condi¢bes
6timas de andlise por MEKC foram obtidas a partir de estudo univariado de
parametros experimentais e instrumentais (tamp&o borato 3,1 g.L™, pH= 8,5;
CTAB 18,2 g.L™; acetonitrila 20% v/v, 25 °C, 30 kV, T= 15 s). Realizou-se um
estudo com uma cela de caminho 6ptico alongado de modo a melhorar o limite
de detecgdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) do método. As curvas
analiticas de ambas as vitaminas apresentaram comportamento linear e
homoscedastico com valores de r préximos a 0,99. Os valores de LOD e de LOQ
para a vitamina K1 e para a vitamina K3 ficaram na ordem de 10° g.L" e 10™
g.L™, respectivamente. A precisdo do método apresentou valores entre 2 e 7%
para a area dos picos. As recuperacdes obtidas para a vitamina K1 foram de 101
+ 2% e 103 + 2% para as amostras de suplemento vitaminico e cha verde,
respectivamente. Para a vitamina K3, a recuperacao obtida foi de 99 + 3% para a
amostra de cha. Testes comparativos realizados entre o método proposto por
MEKC e o método de referéncia baseado em HPLC demonstraram uma boa
exatidao (tcacuado < tavelado). A iNcerteza associada ao método desenvolvido
apresentou valores entre 2 e 30%, sendo as fontes mais relevantes aquelas
associadas a construgdo da curva analitica e ao preparo das solu¢des. O
método analitico desenvolvido pode contribuir para a realizacdo de medicdes

confiaveis e sensiveis de diferentes formas de vitamina K.

Palavras-chave
Metrologia; Vitaminas K1 e K3; Cromatografia eletrocinética capilar
micelar; Confiabilidade metroldgica; Validacdo de métodos analiticos; Incerteza

de medicao.
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Abstract

Gomes, Tatiane Vidal Dias; Costa Monteiro, Elisabeth (Advisor); Cunha,
Alessandra Licursi M. C.; Aucélio, Ricardo Queiroz. Development and
intralaboratory validation of the method by capillary micellar
electrokinetic chromatography for the determination of vitamin K1 and
K3 in green tea and pharmaceutical supplements. Rio de Janeiro, 2012.
167p. MSc. Dissertation - Programa de Pdés-Graduacdo em Metrologia,
Pontificia Universidade Catodlica do Rio de Janeiro.

The development and validation of an analytical method for determination of
vitamin K is of paramount importance considering the growing worldwide concern
with questions regarding the quality of life, nutrition, health and environment and
the importance of this micronutrient in health. It is developed a method based on
capillary micellar electrokinetic chromatography (MEKC) for the determination of
vitamin K1 and K3. The optimal condition for analysis by MEKC were obtained
by means of experimental and instrumental univariate study (borate buffer 3.1 gL
! pH =8.5; CTAB 18.2 gL™, 20% acetonitrile v/iv 25 °C, 30 kV, T = 15 s). A study
with a longer optical path-length capillary cell was performed to improve the
detection limit (LOD) and the limit of quantification (LOQ) of the method.
Analytical curves of both vitamins presented linear and homoscedastic behavior,
with r values near 0.99. The values of LOD and LOQ for vitamin K1 and vitamin
K3 were on the order of 10°g.L™* and 10 g.L?, respectively. The precision of the
method was between 2 and 7% for the peak area. Recoveries for vitamin K1
were 101 + 2% and 103 + 2% for samples of vitamin supplement and green tea,
respectively. For vitamin K3, recovery obtained was 99 + 3% for the sample tea.
Comparative tests performed among the proposed method by MEKC and the
reference method based on HPLC showed good accuracy (teacuated <ttabulated). The
measurement uncertainty associated with the method developed showed values
between 2 and 30%, and the relevant sources were those associated with the
analytical curve and the preparation of solutions. The developed analytical
method can contribute to achieve sensitive and reliable measurements of

different forms of vitamin K.

Keywords
Metrology; Vitamins K1 and K3; Capillary micellar electrokinetic
chromatography; Metrological reliability; Validation of analytical methods;

Measurement uncertainty.
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Figura 24: Contribuicdo relativa das fontes de incerteza na incerteza
combinada (u)) da medicdo de vitamina K1 para as seguintes
concentragdes: (P1) 2,25 x 102 g.L™", (P2) 2,25 x 102 g.L?, (P3) 4,51 x 107

oL OO TRTTRORTTTR

Figura 25: Contribuicdo relativa das fontes de incerteza na incerteza
combinada (u)) da medicdo de vitamina K3 para as seguintes
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