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APRESENTAÇÃO 

A importância da ciência ao longo dos tempos é indiscutível. Suas inúmeras 
contribuições têm garantido avanços tecnológicos que favorecem as transformações na 
relação do homem com o meio em que vive. 

Na área farmacêutica não é diferente, grandes descobertas têm possibilitado o 
controle de epidemias, redução nos índices de mortalidade e aumento da vida média das 
pessoas. Neste contexto, a situação vivenciada mundialmente nos convida a refletir sobre 
a relevância do papel da ciência na dinâmica da vida das pessoas e da sociedade como 
um todo. 

A coletânea “Farmácia e Promoção da Saúde” representa um estímulo para que 
pesquisadores, professores, alunos e profissionais possam contribuir com a ciência de uma 
forma simples e objetiva. O fio condutor que une o conjunto de textos valoriza a dimensão 
do conhecimento que emerge das ciências farmacêuticas. Estão reunidas pesquisas de 
áreas como: tecnologia farmacêutica, farmacotécnica, cosmetologia, farmacognosia, 
farmacologia, fitoterapia, controle de qualidade, toxicologia, microbiologia, dentre outros 
assuntos de áreas correlatas. 

Mantendo o compromisso de divulgar o conhecimento e valorizar a ciência, a Atena 
Editora, através dessa publicação, traz um rico material pelo qual será possível atender 
aos anseios daqueles que buscam ampliar seus estudos nas temáticas aqui abordadas. 
Boa leitura! 

Iara Lúcia Tescarollo
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RESUMO: Com o consumo difundido de 
preparações multivitamínicas, há procura 
por métodos mais rápidos e específicos para 
quantificar os componentes da formulação, 
garantindo segurança e eficácia desses 
suplementos. O objetivo desse estudo foi 
desenvolver e validar um método por CLAE, 
indicativo de estabilidade, para análise 
simultânea das vitaminas piridoxina (B6) e 
cianocobalamina (B12). O método desenvolvido 
demonstrou especificid de para detecção das 
vitaminas B6 e B12 na presença de excipiente 
comumente utilizado em suplementos 
vitamínicos. Além disso, foram confirmados os 
parâmetros de linearidade, exatidão e precisão 
intra e interdia, estando todos os valores de 
acordo com os guias internacionais e nacionais 
para validação de método analítico. Para 
assegurar a indicação de estabilidade, foram 
conduzidos estudos de degradação forçada, em 
que foi possível distinguir e identificar mudanças 
no perfil cromatográfico. Os resultados obtidos 
comprovaram a eficiên ia do método proposto 
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e, evidencia a sua aplicabilidade em processo de controle de qualidade para avaliação de 
vitaminas do complexo B e respectivos testes de estabilidade.
PALAVRAS-CHAVE: Complexo Vitamínico; Cromatografia Líquida; Piridoxina; 
Cianocobalamina; Degradação Forçada. 

A NEW HPLC METHOD FOR SIMULTANEOUS QUANTIFICATION OF VITAMINS B6 AND 

B12 

ABSTRACT: Associated with the high consumption of multivitamin supplements, there is a 
search for faster and more specific methods to quantify the components of the formulation, 
thus guaranteeing the safety and effectiveness of these supplements. This study aimed at 
the development and validation of a method by HPLC, indicative of stability, for simultaneous 
analysis of the vitamins pyridoxine (B6) and cyanocobalamin (B12). The developed method 
demonstrated specificity for the detection of vitamins B6 and B12 in the presence of excipient 
commonly used in vitamin supplements. In addition, the parameters of linearity, accuracy and 
intra- and inter-day precision were confirmed, with all values   in accordance with international 
and national guides for validation of analytical methods. To ensure the indication of stability, 
forced degradation studies were conducted, in which it was possible to distinguish and identify 
changes in the chromatographic profile. The results obtained proved the efficiency of the 
proposed method and, evidences its applicability in quality control process for evaluation of B 
vitamins and respective stability tests.
KEYWORDS: Vitamin Complex; Liquid Chromatography; Pyridoxine; Cyanocobalamin; 
Forced Degradation. 

1 |  INTRODUÇÃO

Ao longo das últimas décadas, associadoàs mudanças nas diretrizes dietéticas 
e mudanças no estilo de vida, houve uma alteração no padrão alimentar da 
população(FERREIRA; BARBOSA; VASCONCELOS, 2019; LEVY et al., 2012). 
Vinculado a esse fator, encontra-se a praticidade da suplementação e a tendência da 
autossuplementação, muitas vezessem mensurar os riscos reaisintrínsecos(MELLO et 
al., 2019). 

O mercado de vitaminas e suplementos alimentares é bilionário, enquanto no Brasil 
movimenta mais de R$ 1 bilhão por ano, nos Estados Unidos (EUA), movimenta U$ 
30 bilhões anuais. A alta competitividade entre os laboratórios farmacêuticos, estimula 
o aumento da publicidade e, consequentemente, o seu consumo, pois há uma parcela 
crescente da população que está disposta a investir tempo e recursos a fim de viver mais 
e com qualidade de vida(ABE-MATSUMOTO; SAMPAIO; BASTOS, 2015; SCHROETER; 
ANDERS; CARLSON, 2013).
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As vitaminas do complexo B exercem muitas funções importantes para a 
fisiologia humana. Desta forma, associações de vitaminas do complexo B estão sendo 
largamente utilizadas na terapêutica, principalmente na forma farmacêutica sólida, como 
cápsulas e comprimidos, pela facilidade de administração. Esse uso é embasado em 
evidências cientificas fortes, estudos clínicos randomizados, por exemplo, apontam que 
a suplementação de vitaminas do complexo B com B6, B9e B12reduziram o risco de 
acidente vascular cerebral (ARMITAGE, 2010; HANKEY et al., 2010; JENKINS et al., 
2018; KRISTINE; PEDERSEN, 2008; VAN DIJK et al.,2015).Contudo, grande partedos 
multivitamínicos,popularmente comercializados,não apresenta eficácia asseguradapara a 
saúde, pois existem baixos oumoderados níveis de evidênciaspara benefícios preventivos. 
Não foram demonstradas evidênciasconclusivaspara o benefício de qualquer suplemento 
em todos os contextos alimentares (incluindo deficiência e suficiência),portanto, todos os 
benefícios vistos devem ser equilibrados contra possíveis riscos(JENKINS et al., 2018).

Suplementos são vendidos livremente, sem a necessidade de prescrição ou 
acompanhamento de um profissional da saúde qualificado. Estudos apontam para o 
alto consumo de suplementos em condições que não se verifica a real necessidade da 
suplementação e,na ausência de acompanhamento com exames laboratoriais, o uso 
irracional pode resultar em eventos adversos, comdanosirreversíveis, mesmo que evitáveis 
(MELLO et al., 2019). Outro fator preocupantenesta perspectiva, é a existência produtos 
adulterados e, até mesmo, falsificados(SI VA; SILVA, 2019). Alguns suplementos podem 
ter em suas formulações ingredientes que não são aprovados pelos órgãos reguladores ou, 
cuja quantidade excede o previsto nas legislações. Há relatos que chegam a ter 1600% de 
vitamina B12e 325% de vitamina B6, segundo a ingestão diária recomendada a um adulto. 
Sendo que, hipervitaminoses causada pela ingestão excessiva de vitamina B12ou B6, 
pode levar a reações alérgicas e danos no sistema nervoso, respectivamente(BASUALDO; 
PRADO; KONDO, 2014).

Portanto, considerando a linha tênue entre benefícios e efeitos colaterais da 
suplementação de vitaminas, é de extrema importância que laboratórios de controle de 
qualidade, agências reguladoras e indústrias monitoraremo teor dos componentes da 
formulação. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e validação 
de um método analítico indicativo de estabilidade rápido e eficiente para a determinação 
simultânea das vitaminas B6e B12.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1. Reagentes e padrões

Todos os reagentes utilizados para a análise cromatográfica foram de grau analítico 
HPLC. O metanol (>99,999%) foi adquirido da J. T. Baker (PA, EUA). Os reagentes para o 
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tampão e ajuste de pH, incluindo ácido acético glacial, hidróxido de sódio e ácido clorídrico 
foram adquiridos da Merck (DA, Alemanha). As substâncias químicas de referência (SQR) 
Piridoxina (>98,0%) e Cianocobalamina (>98,0%) foram adquiridas da Sigma Aldrich 
(MO, EUA) e Supelco (PA, EUA), respectivamente. A água ultrapura foi obtida através do 
sistema de purificação Milli-Q PLUS (Millipor ®, MA, EUA). 

2.2. Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência e condições cromatográficas

Para a análise das vitaminas se utilizou o cromatógrafo líquido LC-20AT (Shimadzu, 
Japão), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD) SPM-20A, desgaseificado  
DGU-20A5R, forno de coluna CTO-20A, central de controle CBM-20A e injetores manual e 
automático SIL-20A HT. A separação e quantificação foram efetuadas com coluna CLD-
ODS C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 µm) acoplada a uma pré-coluna G-ODS de mesmo 
material (Shimadzu, Japão). A fase móvel foi constituída de tampão acetato pH 4,0 (A) 
e metanol grau (B), eluida a 1,0 mL/min, em sistema gradiente, conforme descrito na 
Tabela 1. As amostras foram diluídas em solução de água ultrapura:metanol (80:20 v/v) e 
injetadas no volume fixo de 20 µL. A detecção foi realizada a 290 nm e o armazenamento 
dos dados, bem como o processamento, foi realizado com o software LC-Shimadzu. 

Tabela 1 – Sistema de eluição gradiente

2.3. Validação de Método

O método de quantificação simultânea de vitaminas B6 e B12 por CLAE foi validade 
conforme os parâmetros descritos pelas as diretrizes da ICH e RDC 166 de 2017 (BRASIL, 
2017; ICH, 2005)”title”:”Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology – Q2 
(R1. 

2.3.1. Preparo das Soluções Estoque e de Análise

Soluções estoque e soluções de análise foram preparadas com diluente composto 
por água ultrapura e metanol (80:20 v/v). A solução estoque foi preparada contendo 
simultaneamente as vitaminas B6 e B12 a 100,00 µg/mL. A partir desta, foram realizadas 
diluições em balões volumétricos para obtenção das seguintes concentrações: 10,00, 
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20,00, 30,00, 40,00 e 50,00 µg/mL. Previamente à injeção, todas as amostras foram 
filtradas em membrana de PVDF (diâmetro de poro de 0,45 µm)  

2.3.2. Especificidade e Estudos de Degradação Forçada

Para determinação da especificidade se avaliou a possibilidade de interferência dos 
excipientes comumente utilizados em complexos vitamínicos comerciais. Para tal, foi 
preparada uma solução de excipiente simulado (estearato de magnésio a 2,0% e amido 
de milho 98,0%), conforme preparo descrito na seção 2.4.1. Também foram conduzidos 
estudos de degradação forçada de acordo com as condições descritas abaixo (BRAZIL, 
2019): 

a) Hidrólise alcalina: exposição das SQRs à solução de NaOH 0,1 M por 24 horas e 
ao abrigo da luz.

b) Hidrólise ácida: das SQRs em solução de HCl 0,1 M por 24 horas e ao abrigo da luz.

c) Degradação térmica: exposição das SQRs a 60 ºC por 24 horas;

d) Fotodegradação: exposição das SQRs à luz UV-C por 10 minutos. 

2.3.3. Linearidade e Limites de Detecção e Quantificação

A linearidade foi determinada pela injeção de soluções de análise das vitaminas B6 

e B12 nas concentrações de 10,00, 20,00, 30,00, 40,00 e 50,00 µg/mL. As injeções foram 
realizadas em triplicata e em três dias diferentes. As equações das retas e o coeficient  
de correlação foram obtidos por regressão linear e todos os dados foram avaliados pelo 
teste de ANOVA. Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram obtidos por 
métodos instrumentais, a partir das equações da reta do ensaio de linearidade e conforme 
preconizado pelo ICH (2005). 

2.3.4. Precisão e Exatidão

A precisão do método proposto foi mensurada por repetibilidade (precisão intradia) 
e pela precisão intermediária (interdia), através do desvio-padrão obtido após injeções 
repetidas de seis soluções das SQRs a 30,00 µg/mL em três dias diferentes. A concentração 
de 30,00 µg/mL foi escolhida por corresponder a concentração intermediária da curva 
(10,00 a 50,00 µg/mL) (BRASIL, 2017).

 Para a avaliação da exatidão se aplicou o método de adição de padrão e calculou 
o percentual de recuperação do mesmo (BRASIL, 2017). Para a execução do método, 
preparou-se uma solução de excipiente e foi adicionada a solução padrão das vitaminas de 
concentração conhecida, obtendo-se soluções de 20,00, 30,00 e 40,00 µg/mL. Soluções 
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de mesmas concentrações e com ausência de excipientes também foram injetadas, 
possibilitando a determinação da exatidão pela Eq. (01). 

Eq. (01)

2.3.5. Robustez e Adequabilidade do Sistema Cromatográfico

A robustez do método analítico foi avaliada quanto variação de fluxo e equipamento. 
Para a variação de fluxo, aplicou-se as vazões de 0,9 e 1,2 mL/min. E para a robustez quanto 
a troca de equipamento, foi utilizado o cromatógrafo líquido modelo LC-6AD (Shimadzu, 
Japão), sendo este composto por duas bombas independentes. A adequabilidade do 
sistema cromatográfico foi avaliada quanto aos parâmetros resolução de pico, tempo de 
retenção, eficiência da coluna cromatográfica e assimetria de pico. Para estes ensaios se 
utilizou a solução das SQRs a 30,00 µg/mL. 

3 |  3 RESULTADOS 

3.1 Especificidade e Estudos de Degradação Forçada

Os resultados dos ensaios de especificidade e estudos de degradação forçada são 
apresentados nas Fig. 1 e 2, respectivamente. Ao comparar os cromatogramas da solução 
de SQRs e excipiente (Fig. 1) é possível observar que não houve sobreposição de sinal 
no comprimento de detecção (290 nm), ou seja, o método demonstrou especificidade para 
a avaliação simultânea de vitaminas B6 e B12, representadas pelos picos com tempo de 
retenção de 8,5 min e 22,4 min, sem interferência do excipiente. 
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Figura 1 – Ensaio de especificidade: cromatograma das SQRs (em rosa) e cromatograma do excipiente
(em preto), detecção a 290 nm

Ao simular a hidrólise alcalina (Fig. 2-A), com solução de NaOH 0,1 M, não se observou 
alterações no tempo de retenção, bem como área no pico referente a vitamina B6. Contudo, 
houve degradação do pico de cianocobalamina, com presença de pico adjacentes e 
diminuição da área em aproximadamente 93%, indicando assim, a instabilidade da vitamina 
B12 em meio alcalino. Na condição de pH ácido, simulado com solução de HCl 0,1M, não 
foi possível observar nenhuma alteração no cromatograma, conforme representado na 
Fig. 2-B. Da mesma forma, não foram observadas alterações significativas no ensaio de 
degradação térmica, ao expor as SQRs por 24 horas a temperatura de 60 ºC (Fig. 2-C). 

No ensaio de fotodegradação com luz UV-C foram testados outros tempos de 
exposição (1 h, 12 h e 24 h), contudo, estes tempos de exposição conferiram uma 
degradação muito expressiva das SQRs das vitaminas B6 e B12 e, optou-se pela condução 
do ensaio com exposição por 10 minutos (Fig. 2-D). A exposição por 10 minutos implicou 
em uma redução de 31,8% na área dos picos de ambas as vitaminas. 

Figura 2 – Cromatogramas das SQRs submetidas às condições de degradação forçada, detecção 
a 290 nm. (A) Hidrólise alcalina, (B) Hidrólise ácida, (C) Degradação térmica, (D)  Fotodegradação: 

SQRs expostas à luz UV-C (em rosa), SQRs não expostas à luz UV-C (em preto)

3.2 Linearidade e Limites de Detecção e Quantificação

Para ambas as vitaminas, avaliou-se a linearidade do método na faixa de 
concentração de 10,00 a 50,00 µg/mL em três dias, encontrando a equação da reta para 
piridoxina igual a y= 32059x – 1156,4 (r=0,9998) e para cianocobalamina de y=6812,5x + 
800,3 (r=0,9999). Com aplicação do teste de ANOVA, confirmou a relação linear entre as 
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concentrações e áreas obtidas para a piridoxina, sendo valor de Fcalculado 9532,67 > Ftabelado 
4,39 e sem desvio da linearidade (Fcalculado 0,55 < Ftabelado 4,53). As mesmas relações foram 
observadas para as curvas de cianocobalamina, sem desvio da linearidade (Fcalculado 0,00 
< Ftabelado 4,53). Os limites de detecção e quantificação para a piridoxina foram 0,11 µg/mL 
e 0,32 µg/mL, respectivamente. E para cianocobalamina foram 0,16 µg/mL e 0,48 µg/mL.

3.3 Precisão e Exatidão

Os resultados da precisão intradia (n=6) e interdia (3 dias) são apresentados na 
Tabela 2. Conforme apresentado, para ambas as vitaminas, o método proposto foi preciso 
com desvio-padrão relativo intra e interdia inferiores a 5%, sendo o valor de DPR mais 
alto de 0,51%.

Os resultados obtidos para o parâmetro exatidão, pelo método de adição de padrão, 
demonstraram faixa de recuperação de padrão para vitamina B6 entre 99,85% e 100,12% 
e para vitamina B12 99,92% a 100,07%, além disso, os valores de DPR foram inferiores a 
1,00%, assegurando a exatidão do método. 

Tabela 2 – Resultados do ensaio de precisão intra e interdia para vitaminas B6 e B12 a 30,00 µg/mL

DPR – Desvio-padrão relativo

3.4 Robustez e Adequabilidade do Sistema Cromatográfico

O ensaio de robustez avaliou possíveis variações de fluxo e troca de equipamento, 
que podem ocorrer durante análises rotineiras. Os resultados da alteração da vazão de 
1,0 mL/min para 0,9 mL/min e 1,2 mL/min podem ser visualizados na Fig. 3. O principal 
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parâmetro neste ensaio foi o tempo de retenção dos picos. Com redução do fluxo para 
0,9 mL/min (Fig. 3-B) houve aumento no tempo de retenção de 8,50 para 8,57 min, para 
vitamina B6, e de 22,4 para 23,4 min para B12, ou seja, as variações foram inferiores a 
5,00%. Conforme o esperado, o aumento do fluxo para 1,2 mL/min implicou na redução 
dos tempos de retenção, sendo observados os valores de 6,53 min e 20,83 min para as 
vitaminas B6 e B12, respectivamente. Portanto, o aumento do fluxo refletiu numa redução 
expressiva do tempo de retenção com variação de 23,00% e 7,00%. Apesar disso, os 
demais parâmetros, área do pico, resolução e pratos teóricos não foram alterados.

A troca de equipamento implicou na discreta redução dos tempos de retenção em 
6,7% para vitamina B6 e 0,1% para vitaminas B12, sendo considerando um método robusto 
quanto a troca de equipamento. Importante ressaltar, que assim como a alteração de 
fluxo, a troca de equipamento não resultou em modificações nos demais parâmetros 
cromatográficos para ambas as vitaminas. 
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Figura 3 – Cromatogramas das SQRs submetidas ao ensaio de robustez quanto a variação de fluxo,
detecção a 290 nm. (A) Fluxo 1 mL/min; (B) Fluxo 0,9 mL/min; (C) Fluxo 1,2 mL/min

A Tabela 3 apresenta os valores médios para os parâmetros analisados no ensaio 
de adequabilidade do sistema cromatográfico, assim como os valores de referência 
internacionais preconizados pelo ICH (2005). A partir dos resultados é possível assegurar 
que o método desenvolvido está de acordo com os parâmetros de adequabilidade do 
sistema. 

Tabela 3 – Resultados da adequabilidade do sistema cromatográfico para solução das vitaminas a 30 
µg/mL

*Conforme ICH, 2005; Tr – Tempo de retenção; FC – Fator de cauda; K’ - Fator de capacidade; Rs – 
Resolução; N - Número de pratos teóricos; na – Não aplicável. 

4 |  DISCUSSÃO

Nesse método proposto, para quantificação de vitaminas B6 e B12, em suplementos 
vitamínicos, o preparo da amostra é simples e rápido, com diluentes comumente 
encontrados em laboratórios de controle de qualidade e que não possuem alto custo 
agregado. Importante ressaltar que ambas as vitaminas se encontram na sua forma 
isolada e purificada em multivitamínicos, portanto etapas como digestão enzimática 
ou microbiológica para extração dessas vitaminas não são necessárias no preparo da 
amostra, sendo aplicáveis somente quando se trata de matrizes alimentícias complexas, 
como grãos (GRANDA et al., 2018).

Na escolha do comprimento de onda adequado, analisou-se o espectro de máxima 
absorção de ambas as vitaminas (200 a 400 nm), e a partir dos perfis se selecionou o 
comprimento de 290 nm. Apesar do método ter sido validado em um CLAE com detector 
DAD (detector de arranjo de diodos), em que é possível selecionar o comprimento de onda 
após a corrida das amostras, ou seja, permite trabalhar com mais de um comprimento 
de onda em uma única análise. Mas, muitos laboratórios possuem CLAE acoplados a 
detectores UV-VIS, em que a análise pode ser processada em um único comprimento de 
onda. Desta forma, a aplicação de um único comprimento de onda com boa resposta para 
ambas as vitaminas oportuniza a extensão de aplicação deste método para laboratórios 
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que possuam CLAE/UV-VIS. 
Fase móvel eluída em sistema gradiente permitiu a separação mais rápida das 

vitaminas, menor tempo de corrida e assegurou a separação efetiva dos picos, com 
resolução muito superior ao valor estipulado pelo ICH (2005). A ordem de eluição 
correspondeu as características físico-químicas das moléculas, em que o baixo peso 
molecular (169,2 g/mol) e alta hidrofilia (LogP -0,8) apresentados pela piridoxina 
justificam sua baixa interação com a fase estacionária e consequentemente sua eluição 
como primeiro pico (NCBI, 2020a, 2020b). Tempos de corridas semelhantes, bem como 
composição da fase móvel por água acidificada e metanol já foram explorados em outros 
trabalhos para separação de vitaminas do complexo B (KUMINEK et al., 2011; SIM; KIM; 
LEE, 2016; ZAFRA-GÓMEZ et al., 2006).

5 |  CONCLUSÃO

A quantificação simultânea de vitaminas do complexo B, por método validados, 
é de extrema importância na garantia de qualidade e segurança de suplementos 
alimentares, tomando por base a tendência mundial da suplementação alimentar. O 
método cromatográfico validado para quantificação simultânea das vitaminas B6 e B12 
demonstrou ser específico, linear, preciso, exato, robusto e de acordo com os parâmetros 
de adequabilidade do sistema cromatográfico. Ademais, o método proposto pode ser 
classificado como método indicativo de estabilidade, tendo em vista os resultados obtidos 
nos ensaios de degradação forçada e a concordância dos mesmos com o guia internacional 
para métodos indicativos de estabilidade do ICH. 
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