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APRESENTACAO

A importancia da ciéncia ao longo dos tempos € indiscutivel. Suas inumeras
contribuicbes tém garantido avangos tecnoldgicos que favorecem as transformagdes na
relacdo do homem com o meio em que vive.

Na area farmacéutica nado é diferente, grandes descobertas tém possibilitado o
controle de epidemias, redugéo nos indices de mortalidade e aumento da vida média das
pessoas. Neste contexto, a situagéo vivenciada mundialmente nos convida a refletir sobre
a relevancia do papel da ciéncia na dinamica da vida das pessoas e da sociedade como
um todo.

A coletanea “Farmacia e Promog¢ao da Saude” representa um estimulo para que
pesquisadores, professores, alunos e profissionais possam contribuir com a ciéncia de uma
forma simples e objetiva. O fio condutor que une o conjunto de textos valoriza a dimensao
do conhecimento que emerge das ciéncias farmacéuticas. Estdo reunidas pesquisas de
areas como: tecnologia farmacéutica, farmacotécnica, cosmetologia, farmacognosia,
farmacologia, fitoterapia, controle de qualidade, toxicologia, microbiologia, dentre outros
assuntos de areas correlatas.

Mantendo o compromisso de divulgar o conhecimento e valorizar a ciéncia, a Atena
Editora, através dessa publicacao, traz um rico material pelo qual sera possivel atender
aos anseios daqueles que buscam ampliar seus estudos nas tematicas aqui abordadas.
Boa leitura!

lara Lucia Tescarollo
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CAPITULO 3

UM NOVO METODO PARA QUANTIFICACAO
SIMULTANEA DE VITAMINAS B, E B,, POR CLAE
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RESUMO: Com o consumo difundido de

preparacbes multivitaminicas, ha procura
por métodos mais rapidos e especificos para
quantificar os componentes da formulacéo,
garantindo segurangca e eficacia desses
suplementos. O objetivo desse estudo foi
desenvolver e validar um método por CLAE,
indicativo de estabilidade, para analise
simultanea das vitaminas piridoxina (B,) e
cianocobalamina (B,,). O método desenvolvido
demonstrou especificid de para deteccao das
vitaminas B, e B,, na presenca de excipiente
comumente  utilizado em  suplementos
vitaminicos. Além disso, foram confirmados os
parametros de linearidade, exatidao e precisao
intra e interdia, estando todos os valores de
acordo com oOs guias internacionais e nacionais
para validacdo de método analitico. Para
assegurar a indicagao de estabilidade, foram
conduzidos estudos de degradacéo forgada, em
que foi possivel distinguir e identificar mudancgas
no perfil cromatografico. Os resultados obtidos

comprovaram a eficién ia do método proposto
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e, evidencia a sua aplicabilidade em processo de controle de qualidade para avaliagao de
vitaminas do complexo B e respectivos testes de estabilidade.

PALAVRAS-CHAVE: Complexo Vitaminico; Cromatografia Liquida; Piridoxina;
Cianocobalamina; Degradacao Forgada.

ANEW HPLC METHOD FOR SIMULTANEOUS QUANTIFICATION OF VITAMINS B, AND
B

12

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 (B,) and cyanocobalamin (B,,). The developed method
demonstrated specificity for the detection of vitamins B, and B, 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.

11 INTRODUCAO

Ao longo das ultimas décadas, associadoas mudancgas nas diretrizes dietéticas
e mudancgas no estilo de vida, houve uma alteracdo no padréao alimentar da
populacdo(FERREIRA; BARBOSA; VASCONCELOS, 2019; LEVY et al., 2012).
Vinculado a esse fator, encontra-se a praticidade da suplementacdo e a tendéncia da
autossuplementagédo, muitas vezessem mensurar os riscos reaisintrinsecos(MELLO et
al., 2019).

O mercado de vitaminas e suplementos alimentares € bilionario, enquanto no Brasil
movimenta mais de R$ 1 bilhdo por ano, nos Estados Unidos (EUA), movimenta U$
30 bilhdes anuais. A alta competitividade entre os laboratérios farmacéuticos, estimula
o0 aumento da publicidade e, consequentemente, o seu consumo, pois ha uma parcela
crescente da populacao que esta 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 funcdes importantes para a
fisiologia humana. Desta forma, associagdes de vitaminas do complexo B estdo sendo
largamente utilizadas na terapéutica, principalmente na forma farmacéutica sélida, como
capsulas e comprimidos, pela facilidade de administragcdo. Esse uso € embasado em
evidéncias cientificas fortes, estudos clinicos randomizados, por exemplo, apontam que
a suplementacédo 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
multivitaminicos,popularmente comercializados,ndo apresenta eficacia asseguradapara a
saude, pois existem baixos oumoderados niveis de evidénciaspara beneficios preventivos.
Nao foram demonstradas evidénciasconclusivaspara o beneficio de qualquer suplemento
em todos os contextos alimentares (incluindo deficiéncia e suficiéncia),portanto, todos os
beneficios vistos devem ser equilibrados contra possiveis riscos(JENKINS et al., 2018).

Suplementos sao vendidos livremente, sem a necessidade de prescricdao ou
acompanhamento de um profissional da saude qualificado. Estudos apontam para o
alto consumo de suplementos em condi¢gbes que nao se verifica a real necessidade da
suplementagao e,na auséncia de acompanhamento com exames laboratoriais, 0 uso
irracional pode resultar em eventos adversos, comdanosirreversiveis, mesmo que evitaveis
(MELLO et al., 2019). Outro fator preocupantenesta perspectiva, é a existéncia produtos
adulterados e, até mesmo, falsificados(SI VA; SILVA, 2019). Alguns suplementos podem
ter em suas formulagdes ingredientes que nao sao aprovados pelos 6rgaos reguladores ou,
cuja quantidade excede o previsto nas legislagdes. Ha relatos que chegam a ter 1600% de
vitamina B12e 325% de vitamina B6, segundo a ingestao diaria recomendada a um adulto.
Sendo que, hipervitaminoses causada pela ingestdo excessiva de vitamina B12ou B6,
pode levar areagdes alérgicas e danos no sistema nervoso, respectivamente(BASUALDO,;
PRADO; KONDO, 2014).

Portanto, considerando a linha ténue entre beneficios e efeitos colaterais da
suplementagao de vitaminas, é de extrema importancia que laboratorios de controle de
qualidade, agéncias reguladoras e industrias monitoraremo teor dos componentes da
formulacéo. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e validagao
de um método analitico indicativo de estabilidade rapido e eficiente para a determinagao

simultanea das vitaminas B6e B12.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes e padroes

Todos os reagentes utilizados para a analise cromatografica foram de grau analitico
HPLC. O metanol (>99,999%) foi adquirido da J. T. Baker (PA, EUA). Os reagentes para o
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tampéao e ajuste de pH, incluindo acido acético glacial, hidroxido de sodio e acido cloridrico
foram adquiridos da Merck (DA, Alemanha). As substancias quimicas de referéncia (SQR)
Piridoxina (>98,0%) e Cianocobalamina (>98,0%) foram adquiridas da Sigma Aldrich
(MO, EUA) e Supelco (PA, EUA), respectivamente. A agua ultrapura foi obtida através do
sistema de purificagao Milli-Q PLUS (Millipor ©, MA, EUA).

2.2. Cromatoégrafo Liquido de Alta Eficiéncia e condic6es cromatograficas

Para a analise das vitaminas se utilizou o cromatoégrafo liquido LC-20AT (Shimadzu,
Japao), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD) SPM-20A, desgaseificado
DGU-20A,.,

automatico SIL-20A HT. A separacao e quantificagao foram efetuadas com coluna CLD-

forno de coluna CTO-20A, central de controle CBM-20Ae injetores manual e

ODS C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 ym) acoplada a uma pré-coluna G-ODS de mesmo
material (Shimadzu, Japao). A fase moével foi constituida de tampao 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 diluidas em solu¢cdo de agua ultrapura:metanol (80:20 v/v) e
injetadas no volume fixo de 20 uL. A detecgéao foi realizada a 290 nm e o armazenamento
dos dados, bem como o processamento, foi realizado com o software LC-Shimadzu.

Tempo (min) Fase movel A (%) Fase mével B (%)
6:00 100,0 0,0
10:00 80,0 20,0
30:00 70,0 30,0
30:01 100,0 0,0
35:00 100,0 0,0

Tabela 1 — Sistema de eluicdo gradiente

2.3. Validacao de Método

O método de quantificagdo simultéanea de vitaminas B, e B,, por CLAE foi validade
conforme os parametros 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 Solucbées Estoque e de Analise

Solugdes estoque e solugdes de analise foram preparadas com diluente composto
por agua ultrapura e metanol (80:20 v/v). A solugdo estoque foi preparada contendo
simultaneamente as vitaminas B, e B,, a 100,00 pyg/mL. A partir desta, foram realizadas

diluicbes em baldes volumétricos para obtencdo das seguintes concentragdes: 10,00,
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20,00, 30,00, 40,00 e 50,00 pg/mL. Previamente a injegao, todas as amostras foram
filtradas em membrana de PVDF (diametro de poro de 0,45 um)

2.3.2. Especificidade e Estudos de Degradacéo Forcada

Para determinacao da especificidade se avaliou a possibilidade de interferéncia dos
excipientes comumente utilizados em complexos vitaminicos comerciais. Para tal, foi
preparada uma solugéo de excipiente simulado (estearato de magnésio a 2,0% e amido
de milho 98,0%), conforme preparo descrito na se¢do 2.4.1. Também foram conduzidos
estudos de degradacéo forcada de acordo com as condigdes descritas abaixo (BRAZIL,
2019):

a) Hidrolise alcalina: exposigao das SQRs a solu¢gdo de NaOH 0,1 M por 24 horas e
ao abrigo da luz.

b) Hidrdlise acida: das SQRs em solug¢ao de HCI 0,1 M por 24 horas e ao abrigo da luz.
c) Degradacéo térmica: exposicdo das SQRs a 60 °C por 24 horas;

d) Fotodegradacao: exposi¢cao das SQRs a luz UV-C por 10 minutos.

2.3.3. Linearidade e Limites de Deteccéo e Quantificacao

A linearidade foi determinada pela inje¢do de solugdes de analise das vitaminas B
e B,, nas concentragbes de 10,00, 20,00, 30,00, 40,00 e 50,00 ug/mL. As injegbes foram
realizadas em triplicata e em trés dias diferentes. As equacgdes das retas e o coeficient
de correlagcado foram obtidos por regressao linear e todos os dados foram avaliados pelo
teste de ANOVA. Os limites de detecgédo (LD) e quantificagdo (LQ) foram obtidos por
métodos instrumentais, a partir das equacgdes da reta do ensaio de linearidade e conforme
preconizado pelo ICH (2005).

2.3.4. Precisgo e Exatidao

A precisao do método proposto foi mensurada por repetibilidade (precisao intradia)
e pela precisdo intermediaria (interdia), através do desvio-padrédo obtido apds injecdes
repetidas de seis solugdes das SQRs a 30,00 ug/mL em trés dias diferentes. Aconcentragao
de 30,00 yg/mL foi escolhida por corresponder a concentragao intermediaria da curva
(10,00 a 50,00 ug/mL) (BRASIL, 2017).

Para a avaliagdo da exatidao se aplicou o método de adi¢gdo de padrao e calculou
o percentual de recuperagcdo do mesmo (BRASIL, 2017). Para a execugdo do meétodo,
preparou-se uma solugao de excipiente e foi adicionada a solugdo padrao das vitaminas de
concentragao conhecida, obtendo-se solugdes de 20,00, 30,00 e 40,00 ug/mL. Solugdes
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de mesmas concentragcbes e com auséncia de excipientes também foram injetadas,

possibilitando a determinacao da exatidao pela Eq. (01).

concentracao média experimental

Eq. (01) Exatidao (%) = < 100

concentracao teorica

2.3.5. Robustez e Adequabilidade do Sistema Cromatografico

A robustez do método analitico foi avaliada quanto variagao de fluxo e equipamento.
Para a variagéo de fluxo, aplicou-se as vazées de 0,9 e 1,2 mL/min. E para arobustez quanto
a troca de equipamento, foi utilizado o cromatégrafo liquido modelo LC-6AD (Shimadzu,
Japao), sendo este composto por duas bombas independentes. A adequabilidade do
sistema cromatografico foi avaliada quanto aos parédmetros resolugédo de pico, tempo de
retencao, eficiéncia da coluna cromatografica e assimetria de pico. Para estes ensaios se
utilizou a solugdo das SQRs a 30,00 pug/mL.

313 RESULTADOS

3.1 Especificidade e Estudos de Degradacao Forcada

Os resultados dos ensaios de especificidade e estudos de degradacao forcada sao
apresentados nas Fig. 1 e 2, respectivamente. Ao comparar os cromatogramas da solugao
de SQRs e excipiente (Fig. 1) é possivel observar que ndo houve sobreposi¢cao de sinal
no comprimento de deteccéo (290 nm), ou seja, o método demonstrou especificidade para

a avaliagao simultanea de vitaminas B, e B,,, representadas pelos picos com tempo de

127
retencao de 8,5 min e 22,4 min, sem interferéncia do excipiente.

000 < | Piridoxina — By

.....

| Cianocobalamina - B;;
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Figura 1 — Ensaio de especificidade: cromatograma das SQRs (em rosa) e cromatograma do excipiente
(em preto), detecgédo a 290 nm

Ao simular a hidrélise alcalina (Fig. 2-A), com solugdo de NaOH 0,1 M, ndo se observou
alteragbes no tempo de retengéo, bem como area no pico referente a vitamina B,. Contudo,
houve degradagdo do pico de cianocobalamina, com presenca de pico adjacentes e
diminuicdo da area em aproximadamente 93%, indicando assim, a instabilidade da vitamina
B,, em meio alcalino. Na condigao de pH acido, simulado com solugéo de HCI 0,1M, nao
foi possivel observar nenhuma alteragdo no cromatograma, conforme representado na
Fig. 2-B. Da mesma forma, nao foram observadas alteracdes significativas no ensaio de
degradagao térmica, ao expor as SQRs por 24 horas a temperatura de 60 °C (Fig. 2-C).

No ensaio de fotodegradacdo com luz UV-C foram testados outros tempos de
exposicao (1 h, 12 h e 24 h), contudo, estes tempos de exposicao conferiram uma
degradagao muito expressiva das SQRs das vitaminas B, e B,, e, optou-se pela condugao
do ensaio com exposigao por 10 minutos (Fig. 2-D). A exposig¢ao por 10 minutos implicou
em uma reducgao de 31,8% na area dos picos de ambas as vitaminas.

Figura 2 — Cromatogramas das SQRs submetidas as condigbes de degradagao forgada, detecgao
a 290 nm. (A) Hidrdlise alcalina, (B) Hidrodlise acida, (C) Degradagao térmica, (D) Fotodegradagéo:
SQRs expostas a luz UV-C (em rosa), SQRs n&o expostas a luz UV-C (em preto)

3.2 Linearidade e Limites de Deteccao e Quantificacao

Para ambas as vitaminas, avaliou-se a linearidade do método na faixa de
concentracao de 10,00 a 50,00 ug/mL em trés dias, encontrando a equacéao 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 aplicagao do teste de ANOVA, confirmou a relagao linear entre as
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concentracdes e areas obtidas para a piridoxina, sendo valor de F
0’55 < Ftabelado
observadas para as curvas de cianocobalamina, sem desvio da linearidade (F

9532’67 > Ftabelado
4,53). As mesmas relagdes foram
calculado O’OO
<F 4,53). Os limites de detecg¢éo e quantificagao para a piridoxina foram 0,11 ug/mL

tabelado

calculado

4,39 e sem desvio da linearidade (F

calculado

e 0,32 ug/mL, respectivamente. E para cianocobalamina foram 0,16 pg/mL e 0,48 ug/mL.

3.3 Precisao e Exatidao

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

Os resultados obtidos para o parametro exatidao, pelo método de adigao de padréo,
demonstraram faixa de recuperagéo de padrdo para vitamina B, entre 99,85% e 100,12%
e para vitamina B,, 99,92% a 100,07%, além disso, os valores de DPR foram inferiores a

1,00%, assegurando a exatidao do método.

Teor de Piridoxina (%)
Dia 1 2 3 4 5 6 Média DPR (%)
1 100,09 99,43 99,43 99,43 100,65 9928 99,70 0,51
2 9920 100,04 100,18 100,18 100,05 100,27 99,99 0,39
3 100,23 100,54 100,19 100,19 100,27 100,38 100,30 0,14
Média interdia Bs (n=3) 99,99
DPR interdia Bs (n=3) 0,43

Teor de Cianocobalamina (%)
Dia 1 2 3 4 5 6 Média DPR (%)
1 9989 99,78 99,83 9954 99,75 99,68 99,75 0,12
2 9922 9980 99,83 100,39 100,09 100,25 99,93 0,42
3 100,07 100,57 100,40 100,52 100,27 100,11 100,32 0,21
Média interdia B1z (n=3) 100,00
DPR interdia B12 (n=3) 0,36

Tabela 2 — Resultados do ensaio de preciséo intra e interdia para vitaminas B e B,, a 30,00 ug/mL

DPR — Desvio-padréo relativo

3.4 Robustez e Adequabilidade do Sistema Cromatografico

O ensaio de robustez avaliou possiveis variagoes de fluxo e troca de equipamento,
gque podem ocorrer durante analises rotineiras. Os resultados da alteracdo da vazao de
1,0 mL/min para 0,9 mL/min e 1,2 mL/min podem ser visualizados na Fig. 3. O principal




parametro neste ensaio foi o tempo de retencédo dos picos. Com reducdo do fluxo para
0,9 mL/min (Fig. 3-B) houve aumento no tempo de retengao de 8,50 para 8,57 min, para

vitamina B, e de 22,4 para 23,4 min para B,,, ou seja, as variagdes foram inferiores a

12?
5,00%. Conforme o esperado, o aumento do fluxo para 1,2 mL/min implicou na redugao
dos tempos de retencao, sendo observados os valores de 6,53 min e 20,83 min para as

vitaminas B e B,,, respectivamente. Portanto, o aumento do fluxo refletiu numa redugéao

12°
expressiva do tempo de retencdo com variacdo de 23,00% e 7,00%. Apesar disso, os
demais parametros, area do pico, resolucéo e pratos teéricos nao foram alterados.

A troca de equipamento implicou na discreta reducdo dos tempos de retengcdo em

6,7% para vitamina B.e 0,1% para vitaminas B,,, sendo considerando um método robusto

12?
quanto a troca de equipamento. Importante ressaltar, que assim como a alteragcdo de
fluxo, a troca de equipamento ndo resultou em modificagdes nos demais parédmetros

cromatograficos para ambas as vitaminas.
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Figura 3 — Cromatogramas das SQRs submetidas ao ensaio de robustez quanto a variagao de fluxo,
deteccdo 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 parametros analisados no ensaio
de adequabilidade do sistema cromatografico, assim como os valores de referéncia
internacionais preconizados pelo ICH (2005). A partir dos resultados é possivel assegurar

gque o método desenvolvido esta de acordo com os parametros de adequabilidade do

sistema.
Tr .
Vitamina FC K’ Rs N Area
(min)
Bs 8,50 1,444 3,406 25.398 5306.737 1288776
B12 22,40 1,386 11,657 85.510 55962.297 163634
Valores de
na <2 > 2 >2 > 2000 na

referéncia*

Tabela 3 — Resultados da adequabilidade do sistema cromatografico para solugéo das vitaminas a 30
pg/mL

*Conforme ICH, 2005; Tr — Tempo de retengao; FC — Fator de cauda; K’ - Fator de capacidade; Rs —
Resolucao; N - Numero de pratos tedricos; na — Nao aplicavel.

4 |1 DISCUSSAO

Nesse método proposto, para quantificagdo de vitaminas B, e B,,, em suplementos

12?7
vitaminicos, o preparo da amostra € simples e rapido, com diluentes comumente
encontrados em laboratérios de controle de qualidade e que ndo possuem alto custo
agregado. Importante ressaltar que ambas as vitaminas se encontram na sua forma
isolada e purificada em multivitaminicos, portanto etapas como digestdo enzimatica
ou microbiolégica para extracdo dessas vitaminas ndo sao necessarias no preparo da
amostra, sendo aplicaveis somente quando se trata de matrizes alimenticias complexas,
como graos (GRANDA et al., 2018).

Na escolha do comprimento de onda adequado, analisou-se o0 espectro de maxima
absor¢cao 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 possivel selecionar o comprimento de onda
apods a corrida das amostras, ou seja, permite trabalhar com mais de um comprimento
de onda em uma unica analise. Mas, muitos laboratérios possuem CLAE acoplados a
detectores UV-VIS, em que a analise pode ser processada em um unico comprimento de
onda. Desta forma, a aplicacdo de um unico comprimento de onda com boa resposta para
ambas as vitaminas oportuniza a extensao de aplicagao deste método para laboratérios
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que possuam CLAE/UV-VIS.

Fase movel eluida em sistema gradiente permitiu a separacdo mais rapida das
vitaminas, menor tempo de corrida e assegurou a separagao efetiva dos picos, com
resolucdo muito superior ao valor estipulado pelo ICH (2005). A ordem de eluigao
correspondeu as caracteristicas fisico-quimicas das moléculas, em que o baixo peso
molecular (169,2 g/mol) e alta hidrofilia (LogP -0,8) apresentados pela piridoxina
justificam sua baixa interagdo com a fase estacionaria e consequentemente sua eluigao
como primeiro pico (NCBI, 2020a, 2020b). Tempos de corridas semelhantes, bem como
composicédo da fase moével por agua acidificada e metanol ja foram explorados em outros
trabalhos para separagao de vitaminas do complexo B (KUMINEK et al., 2011; SIM; KIM;
LEE, 2016; ZAFRA-GOMEZ et al., 2006).

51 CONCLUSAO

A quantificacdo simultdnea de vitaminas do complexo B, por método validados,
€ de extrema importancia na garantia de qualidade e seguranga de suplementos
alimentares, tomando por base a tendéncia mundial da suplementacdo alimentar. O
método cromatografico validado para quantificagdo simulténea das vitaminas B, e B,
demonstrou ser especifico, linear, preciso, exato, robusto e de acordo com os parametros
de adequabilidade do sistema cromatografico. Ademais, o método proposto pode ser
classificado como método indicativo de estabilidade, tendo em vista os resultados obtidos
nos ensaios de degradagao for¢gada e a concordancia dos mesmos com o guia internacional

para métodos indicativos de estabilidade do ICH.
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