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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E VALIDAQAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
A DETERMINACAO DE VITAMINAS HIDRO E LIPOSSOLUVEIS & COMPRIMIDOS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA (UPLG. O
desenvolvimento e validacdo de metodologias acaditvoltadas para o controle de qualidade
de medicamentos é um item imprescindivel para egistro e comercializagdo. No presente
trabalho foram desenvolvidos e validados métodosnatograficos para quantificacdo de
vitaminas em comprimidos de polivitaminico por Cedografia Liquida de Ultra Eficiéncia
em trés condi¢cbes analiticas diferentes: as vitasntiamina, riboflavina, nicotinamida e
piridoxina foram bem resolvidas em um tempo towlatidlise de 2,5 minutos, por elui¢cdo
com gradiente, empregando a coluna Acquity UPLC BXhida; a analise do acetato de
tocoferol foi feita por eluicdo isocratica, com fnde analise de 2,5 minutos, usando uma
coluna Acquity UPLC BEH C18 e a cianocobalamina daantificada na mesma coluna
empregando outras condi¢cdes de analise e tempbdatandlise de 2,5 minutos. Esses
tempos de analise foram inferiores quando comparadm 0s reportados na literatura para
meétodos similares. As trés metodologias foram stidaee aos testes de validacdo e os
resultados obtidos demonstram que as técnicagieaslpropostas sdo especificas, sensiveis,
precisas, exatas e robustas para a quantificacéoicdénamida, piridoxina, riboflavina,
tiamina, cianocobalamina e acetato de tocoferol emmprimidos. O trabalho foi
integralmente desenvolvido no laboratorio de cdatrde qualidade de uma industria
farmacéutica de grande porte no Distrito Agro-lndakde Anapolis (DAIA), na qual o

produto é fabricado.

Palavras chave:cromatografia liquida de ultra eficiéncia, polaritinico, validagédo
de metodologia analitica.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHODOLOGY FOR
DETERMINATION OF WATER AND FAT SOLUBLE VITAMINS IN TABLETS BY
ULTRA PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (UPLC). Thdevelopment and
validation of analytical methodology focused on tipeality control of medicines is an
essential item for registration and marketing. s twork we developed and validated
chromatographic methods for quantification of visnin multivitamins tablets by ultra
performance liquid chromatography in three différ@malytical conditions: vitamins thiamin,
riboflavin, nicotinamide and pyridoxine were websplved in total analysis time of 2.5
minutes, by gradient elution, employing the coluAtguity UPLC BEH Amide; analysis of
tocopherol acetate was performed by isocratic @tytin total analysis time of 2.5 minutes,
employing the column Acquity UPLC BEH C18 and cyewmimalamin was quantified in the
same column employing other analytical conditiomsl @ahe total analysis time was 2.5
minutes. Such analysis time was lower than thoss aif similar methods reported in the
literature. The three methods were subjected tmlatbn tests and the results demonstrated
that the proposed analytical techniques are speaéinsitive, accurate, exact and robust for
the quantification of nicotinamide, pyridoxine, aitavin, thiamine, and cyanocobalamin
tocopherol acetate in multivitamins tablets. Therkvavas fully developed in the quality
control laboratory of a large pharmaceutical indust the Distrito Agro-Industrial Anapolis

(DAIA), in which the product is manufactured.

Keywords: ultra performance liquid chromatography, multiwiia tablets, analytical

methodology validation.
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INTRODUCAO

O conhecimento da existéncia de substancias intBgpeis na nossa alimentacao que
estdo fora do grupo daquelas que devem ser conasimii grande quantidade (proteinas,
carboidratos, lipidios, minerais e 4gua) consistiom marco para a area da nutricdo e por sua
vez da saude. Dentre essas substancias estdaasnas, € 0s primeiros indicios de suas
existéncias se deram no periodo das grandes n@esgaéor causa das viagens longas, a
tripulacédo era submetida a uma dieta pobre, setasfruerduras e pereciveis em geral, e por
isso desenvolviam doencas mesmo alimentando-sedbegue tinham disponivel. Na época
conseguiram relacionar tais doencas com essa dalgémnpobre.

Os avancos das ciéncias basicas no século XIX reomaiavel a descoberta das
vitaminas, suas principais fontes, muitas doenetcionadas a sua caréncia, e por fim o
estabelecimento de suplementos artificiais que gmossomplementar a ingestdao de tais
compostos. As vitaminas sdo empregadas para siatamas de escassez por mau habito do
individuo, por decorréncia de alguma doenca quditdebua absor¢cdo normal, ou mesmo
quando por outros motivos € obrigado a seguir uieta destrita por um periodo. Para esses
fins as vitaminas podem ser comercializadas enrshgeformas farmacéuticas, isoladas ou

combinadas na formulagao, e com diferentes présside aplicacao.

Para confirmar a seguranca e eficacia dos prodido®ercializados, os fabricantes
devem avaliam vitro as suas caracteristicas fisico-quimicas, com umusteagem relevante
e procedimentos cuja veracidade seja previamembprovada por meio de estudos. Dentre
esses procedimentos se destaca o teste de detgiimia quantidade de ativos, nesse caso
vitaminas, a fim de assegurar ao consumidor aidbme, qualidade e seguranca do produto

adquirido.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC high-performance liquid
chromatography em fase reversa e detec¢cdo UV/VIS é comumentdausamo técnica
analitica para a quantificacdo de vitaminas em ddagdes de polivitaminicos. Alguns
meétodos de analise por HPLC foram relatados pataterminacdo simultanea de diversas
vitaminas hidro e lipossoluveis, somente de alguntadrossoliveis, somente de
lipossoluveis, ou de cada vitamina isoladamenteo ddtanto, esses métodos possuem
algumas desvantagens, como: (a) tempos de anahisetografica da ordem de 30 minutos,
(b) separacdo incompleta de algumas vitaminaser@rego de pareadores iGnicos e sais

inorganicos, que sdo incompativeis com a detecgegpectrometria de massa, (d) além de
1



ndo terem sido devidamente validados em muitosscadoinexisténcia de um método
descrito na literatura no qual essas desvantagémsestejam presentes e que pudesse ser
aplicado a uma formulacéao especifica de polivitatosgmotivou e desenvolvimento da atual

pesquisa.

Sendo assim, os objetivos do presente trabalhonfolesenvolver e validar métodos
analiticos para o controle de qualidade de umadlagéo de polivitaminico composta por
nicotinamida, piridoxina, riboflavina, tiamina, n@cobalamina e acetato de tocoferol. Para
aperfeicoar o tempo de analise cromatografica aoinmi empregou-se a analise por
cromatografia liquida de ultra performandélt(a-performance liquid chromatography
UPLC); e somente aditivos de fase mével compatis@is a deteccdo por espectrometria de

massa foram usados para que haja a possibilidagempiiego dessa técnica ao método.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.Vitaminas

As vitaminas sao nutrientes requeridos em muitasdes fisioldgicas essenciais para
a vida. Como suas aplicacbes sdo altamente espesciBao requisitadas em pouquissimas
guantidades para o funcionamento normal do orgamisfaitas vitaminas funcionam como
cofatores (isto €, substancias necessarias parecmhamento de enzimas), por exemplo: all-
trans retinol (vitamina A), vitaminasiKK; e K;, acido ascorbico (vitamina C), tiamina
(vitamina B), riboflavina (vitamina B), niacina, piridoxina (vitamina dp, biotina (vitamina
H), &cido pantoténico, folato, cianocobalaminagviina B,) e acetato de tocoferol (vitamina
E). Enquanto outras atuam como antioxidantes: witasnE e C. Duas vitaminas funcionam
como horménio (vitaminas A e D), e uma age comatoofde fotorecepcdo na visdo
(vitamina A) (COMBS, 2008).

A concepcdo moderna de vitamina engloba molécules mpssuem as seguintes

caracteristicas:

— compostos organicos distintos das gorduras, cadiogle proteinas;

— componente natural de alimentos, nos quais esé&eimies em minimas quantidades;

- fundamentais em quantidades minimas, para o fuaciento normal das funcdes
fisiol6gicas;

— sua auséncia, ou baixo consumo, causa sindrontefidé€ncia especificas;

— nd&o é sintetizada pelo hospedeiro em quantidadspiadas.

Nesse sentido, algumas moléculas podem ser vitarpi@a umas espécies e nao ser
para outra que tenha um mecanismo de sintese.d® ascorbico, por exemplo, pode ser
sintetizado pela maioria das espécies. Soments@cies que ndo possuem a enzima L-
gulonolactona oxidase, é o caso do homem, sédoadrmeapde sua autoproducdo (COMBS,
2008).

Além disso, uma molécula pode atuar como vitamipanas em determinadas
condicBes ambientais e dietas especificas. A witami, por exemplo, € considerada vitamina
para 0 homem apenas quando o individuo despendsaa parte do seu tempo confinado,
sem exposi¢ao a luz ultravioleta, nesse caso rendera ingestdo de fontes desta vitamina
por meio da alimentacdo (COMBS, 2008).



1.1.1. Nicotinamida (Vitamina B)

Nicotinamida, niacinamida e 3-piridincarboxamida sin6nimos. Esta substancia no
estado puro € um po branco, com odor caracterift@om, solivel em agua (cerca de 70
9/100 mL a 20C) e etanol, soltvel em glicerol e levemente sdléwe éter (BASF, 2003). A
estrutura molecular da nicotinamida é apresentaddgura 1.

O

| N NH,

=

N

Figura 1 - Estrutura molecular da nicotinamida.

A nicotinamida € muito estavel em alimentos, ens@mea do oxigénio atmosférico,
aquecimento e luz, tanto no estado sélido quants@utédo aquosa, e por isso € usada tanto
em formas farmacéuticas liquidas como em sélidASEB 2003).

A nicotinamida, o acido nicotinico e diversas malas derivadas dessas duas, fazem
parte das chamadas niacinas (COMBS, 2008). Estedasicias sdo em geral essenciais na
formacdo das coenzimas nicotinamida adenosina ldmtideo (NAD) e nicotinamida
adenosina dinucleotide fosfato (NADP), nas quaiscatinamida age como um doador de
elétrons em muitas reacdes bioldgicas redox. Est@iolvidos na geracédo de energia a partir
de carboidratos, proteinas e lipideos, e em reat@@sedox envolvendo o reparo do DNA
(ANYAKORA, AFOLAMI, et al, 2008).

Gazanion investigou a atividade de nicotinamiddad@mente e em associacdo com
outras drogas ja empregadas no tratamento de Varraas de Leishmaniose. Quando usado
em concentracdes inferiores a 20 mmol/L no meioculeura a nicotinamida apresentou
atividade antileishmanial, enquanto que seu usocententracdes superiores induziram a
morte do parasita. O efeito da combinacdo da vitaraom as drogas antimonio pentavalente
(SbV), tartarato de potassio e antimonio tri-hidrggblll), pentamida e anfotericina também
foi estudado e os resultados mostram que a SbVSBIH apresentam um sinergismo
moderado, isto €, aumentam significantemente adatie dessas drogas contra parasitas

intracelular. A pentamida apresentou um efeito gorissta com relagdo a presenca de

nicotinamida, e a anfotericina mostrou apenas umgitcefde atividade aditivo. Essas



associagOes sdo importantes porque apresentamaditas para a redugdo do custo, da
toxicidade e da duracéo do tratamento (GAZANIONRGINES et al, 2011).

Todos os vegetais e animais podem ser fontes dénamida, que ocorre como NAD
e NADP devido a sua funcéo tdo geral. Fontes deasniacinas sao os fermentos, visceras
(rins, figado e coracao), assim como o musculdagimha integral (BASF, 2003). A niacina
nao é uma vitamina classica, uma vez que o corgde pmtetizar parte da demanda diaria a
partir do aminoacido essencial triptofano. Apenasasdieta de nicotinamida e triptofano

forem insuficientes € que irdo aparecer os sintd@@dviBS, 2008).

A deficiéncia de nicotinamida é a causa principalddenca pelagra, que tém entre
seus sintomas a deméncia de todos os tipos (imeltkgrkinson), atraso no desenvolvimento
infantil, envelhecimento precoce, e manifestac@ésstinais e na pele devido a infeccdes
cronicas. A pelagra também aumenta o risco de des@mento de cancer, o que esta ligado
a funcdo da nicotinamida no reparo do DNA (WILLIAMZE®D11).

1.1.2. Riboflavina (Vitamina B)

A riboflavina pura € um sdlido cristalino de cor a®lo-alaranjado, com um odor
suave. Apresenta solubilidade em agua bastantéatlmi(70-80 mg/L), e € praticamente
insolavel em etanol, acetona e éter. Em solucadimdcé soluvel. A solugdo aquosa neutra de
riboflavina apresenta coloracéo intensa de amarelarde fluorescente (BASF, 2003). Na
Figura 2 se apresenta a estrutura molecular déavea.

Figura 2 - Estrutura molecular da riboflavina.
A riboflavina é bastante estavel na forma solidease devidamente armazenada, e
também em solucdo &cida na auséncia de luz, mesraquecida. Contudo, a riboflavina é
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sensivel em meios alcalinos, na presenca de saisetis pesados e exposta a luz. Sua
aplicacdo geralmente esta limitada a comprimidiostdicantes em p6 ou granulados (BASF,
2003).

Como flavina mononucleotideo (FMN), ou como flaviadenina dinucleotideo
(FAD), a riboflavina (também chamada de lactoflayid a coenzima para uma ampla
variedade de enzimas respiratérias, conhecidas célmmproteinas (ANYAKORA,
AFOLAMI, et al, 2008).

Algumas flavoproteinas desempenham um papel nasfér@mcia de atomos de
hidrogénio na geracdo oxidativa de energia den&® cklulas, conhecidas como cadeia
respiratoria. Sendo assim, a riboflavina, bem camias vitaminas do complexo B, agem
como coenzimas no metabolismo de proteinas, ligidezarboidratos e na geracéo de energia
via ATP. A riboflavina também estd envolvida no abetismo de outras vitaminas do
complexo B e na producdo de horménio no cértexrnadi@ASF, 2003). Delgadillo e Ayala
demonstraram que a riboflavina atua na formacadeadicdo em vertebrados. No trabalho
desenvolvido por sua equipe ficou constatado qaes&ncia total de riboflavina na dieta
materna de ratas provocou defeitos nos tecido®-adweolar durante o desenvolvimento dos
embrides (DELGADILLO e AYALA, 2009).

Anand reportou um caso em que o quadro clinicdridr@ame de Brown-Vialetto-Van
Laere (BVVLS), uma condicdo genética causada poa unutacdo no gene C20orf54,
apresentou melhoras significativas apos a admagi&tr de altas doses de riboflavina (150 mg
duas vezes ao dia) a uma menina de 22 meses geEeljava essa sindrome. A autora
sugeriu entdo que em todos os casos que essamsédos diagnosticada deveria ser
considerado o tratamento com altas doses de nldlaSegundo a autora parte dos sintomas
da BVVLS sédo devidos ao transporte deficiente teflavina pelo intestino (ANAND,
HASAN, et al, 2011).

A riboflavina ocorre na forma livre ou como FMN, ¢éotos os organismos vegetais e
animais. Fontes ricas desta vitamina incluem fetauws, leites e derivados do leite, ovos,
carne (particularmente as visceras), peixe, repdéi@o e ervilha. Em graos € encontrada
principalmente no germe e na camada aleurona,ldertaa que a farinha branca, contém
apenas o terco de riboflavina do total do gréo. @omea das frutas e dos vegetais contém
pouca quantidade de riboflavina (COMBS, 2008).



1.1.3. Tiamina (Vitamina B)

A tiamina é uma molécula carregada positivamerte,egte motivo encontra-se no
mercado nas formas de sais de nitrato ou cloretthas as formas sdo pdés quase branco e
com leve odor caracteristico. O hidrocloreto demiiea € muito soluvel em &gua
(aproximadamente 100 g em 100 ml de &gua %C25solivel em glicerol, pouco sollvel em
etanol e praticamente insollivel em éter, acetohzeno e cloroférmio. O nitrato de tiamina &
soltvel em agua fervente e menos solivel em agaig3rg em 100 ml a 28C) (BASF,

2003). A estrutura molecular da tiamina é mostra&igura 3.
NH,
_|_
N N 4\5

=

HC N HsC

OH

Figura 3 - Estrutura molecular da tiamina.

A resisténcia ao aquecimento e presenca de oxigémelhor em solucbes acidas
(valores de pH menor que 4,5) do que em solucdesaseou alcalinas, onde decompdem
muito rapido, particularmente sob influéncia da Wigentes oxidantes e redutores em solugéo

também aceleram a decomposicao da tiamina em salB&&SF, 2003).

A forma hidroclorada pode ser usada em quase tlapresentacdes (preparacdes na
forma de capsulas, comprimidos e drageas, comparadervescentes, granulados, xaropes,
solugdes, etc) com propositos preventivos e tetago®u Em preparacdes liquidas é preferivel
a que o nitrato de tiamina devido a sua melhorbsiadade em agua. Ao passo que a forma
nitrato é preferivel em formas sdlidas, devido a quaixo contetdo de agua que o material

sélido pode absorver confere maior estabilidadeSBA2003).

Na sua forma biologica ativa, tiamina difosfatoidthine diphosphate — TDP), a
tiamina desempenha um papel importante como coenegimreacdes chaves para converter
lipidios e carboidratos em energia (VINAS e LOPR@]12). A tiamina também tém certas
funcdes no sistema nervoso central, na geracaongalsos e na regeneragdo de nervos
periféricos (LU e FRANK, 2008).



A tiamina pode ser encontrada em alimentos vegetarsmais, embora em diferentes
formas e em pequenas quantidades. Nos tecidos laedtéapresente principalmente como
TDP, que deve ser previamente clivada antes queames absorvida pelos organismos. As
plantas contém a forma livre, ndo fosfatada, damiiha, diretamente disponivel (BALL,
2004).

Cereais e seus derivados séo as principais foessaditamina para o homem. Como
a riboflavina, a tiamina estd mais concentrada gesnes e na camada aleurona (ou
tegumento, € uma fina camada que reveste a amé@uodeadosperma), de tal forma que no
arroz polido e na farinha branca esta presente @mmas quantidades. Boas fontes dessas
vitaminas sdo a farinha integral e produtos deosathatatas, leguminosas, carne de porco,
leite e derivados (VINAS e LOPEZ, 2012).

A falta da vitamina Bpode se manifestar em dois conjuntos diferentesirdemas,

relacionados as suas duas principais funcdes incas (BASF, 2003):

* Desordem cardiovascular como a dispneia, apertpeito, dor precardial,
taquicardia, edema, alteracdes no eletrocardiogmmaedas repentinas na
pressao sanguinea.

 Desordem neurolégica como as desordens nervosas [arastesia,
hiperestesia ou anestesia, sensacéo de ardénggsidsaquezas musculares,
dores, colicas, paralisias, desordem na coordendedmrigem cerebral,

alteracOes psicoldgicas como irritabilidade, laskdt depresséo, e ansiedade.

A manifestacgédo clinica da caréncia de tiamina, eoidla como beribéri, se caracteriza
por uma macica disfuncdo neuroldgica, desgastesmissulos esqueléticos, fraqueza nos
musculos do coracdo e edema, ambos juntos ou dapaeate, dependendo do avanco da
doenca e da deficiéncia de outros nutrientes. (drerinda € bastante frequente em paises
subdesenvolvidos, sendo a maior causa de mortaliciahntil em populacdes asiaticas, mas
muito raro em paises mais ricos (KAUFFMAN, COAESal, 2012).

Coats e colaboradores avaliaram se o diagnésticmalem 27 casos de beribéri foi
verdadeiramente associado com os niveis de tiadiiostato (TDP) no sangue de criancas e
se essa deficiéncia poderia ter relacdo com ossrsa@guineos de metais pesados (chumbo,
arsénico, cadmio, mercurio e talio) encontrados mesmos individuos ou com habitos
alimentares regionais. O estudo envolveu além dosa®os de diagndstico de beribéri no
Camboja e suas maes, 27 criancas saudaveis eespastivas maes, também Cambojanas, e
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20 criangas saudaveis e suas maes residentesaue cddmsted, em Minnesota (EUA). Os
resultados do estudo mostraram que as criancas ambd@a, principalmente as
diagnosticadas com beribéri, apresentaram nivei§[@l¢ marcadamente menores que as
criancas dos EUA. Essa tendéncia também foi obdaresn suas respectivas maes. Os
resultados também mostram que ndo ha qualqued@cekttre os niveis de metal pesado no
sangue dos individuos com quadro clinico do bdrib@s sim com a insuficiéncia alimentar
(COATS, SHELTON-DODGE e OU, 2012).

A doenca pode ainda ter outras causas como o mEigmokronico, dietas de reducéo
de peso e dietas com altas propor¢fes de carkmsdiasuficiéncias gastricas ou abuso de
antiacidos, o uso de contraceptivos orais e doetwras diabete mellitus, Alzheimer e AIDS
(BASF, 2003). Antagonistas da tiamina presentedaimo (cha), café, noz de betel, bem
como tiaminases presentes em fermentados de paidem bloquear a absorcdo de tiamina,
bem como sua biodisponibilidade (COATS, SHELTON-D&mDe OU, 2012).

1.1.4. Piridoxina (Vitamina Bg)

A vitamina B € o nome que abrange piridoxina, piridoxal e pxamina, bem como
as formas fosfatadas. A piridoxina esta disponieemercado na forma hidroclorada, sendo
um po cristalino sem cheiro, soltvel em agua (2100 ml a 25C), pouco solivel em
etanol e praticamente insolivel em éter, cloroférmiacetona (BASF, 2003). A estrutura
molecular da piridoxina se apresenta na Figura 4.

OH
OH

/
HO \N

Figura 4 - Estrutura molecular da piridoxina.

A piridoxina é muito estavel no estado puro crisal em misturas secas (por
exemplo, comprimidos) e em solugdes. Esta substd@cresistente ao aquecimento na
presenca de bases e acidos, mas degrada pelasalgcéoeth solucdes neutras e alcalinas. Nao
€ aconselhavel que haja combinacdo de ferro naufagé@o, pois a piridoxina tende a se
complexar com esse metal. A piridoxina pode sedaign praticamente todas as formas de
dosagem com propasitos terapéuticos e preventBASK, 2003).



Na forma de coenzimas, piridoxal-5-fosfato (PLPpiedoxamina-fostato (PMP), a
vitamina B desempenha um papel chave no metabolismo dos aridos (SINGH, POON e
ENGMAN, 2013). Esta vitamina é necessaria no sigtearvoso central como coenzima para
a sintese de aminas biogénicas. Também desempenpapel importante no metabolismo
dos carboidratos, especialmente no desprendimengiabse do glicogénio, e influencia na
conversdo de aminodcido, triptofano a niacina,iossintese de porfirina, em certas funcdes
no sistema nervoso e na sintese de hemoglobinaHB2®3). Ha pelo menos 100 reacdes

dependentes de piridoxal fosfato no ser humano (BIDME, 2011).

A ocorréncia da piridoxina nos reinos vegetal emahi € muito ampla, sendo
encontradas em altas concentracfes principalmesse visceras e laticinios. Alimentos
vegetais, tais como, batata, legumes, bananasgeoewlface também sdo boas fontes de
piridoxina. Nos vegetais a vitaming Bode estar presente na forma de piridoxina glioces;
gue possui uma bioavaliabilidade reduzida por calsanecessidade de ser previamente
hidrolisada por uma glicosidase intestinal paraatesorvida. Gorduras, 6leos e agucar ndo
contém vitamina B(BASF, 2003) (BOWLING, 2011).

A deficiéncia isolada de vitaminag® muito rara em humanos, em vista que se ha
escassez dessa, a deficiéncia de outras vitammasomhplexo B estdo associadas e 0s
sintomas de deficiéncia dessas outras vitaminast@o presentes no individuo. Os sintomas
tipicos incluem a pelagra; dermatite seborroica negibes do nariz, boca e olhos;
inflamacdes na boca e nos labios; insbnia; deseraemnvosas; irritabilidade; colicas de
origem cerebral em bebés; anemia hipocromica; ataméa eliminacdo renal de acido
oxalico acompanhada da formacgéo de pedras no uratério eferente. As deficiéncias de
piridoxina geralmente estdo associadas a uma pldtee por um longo periodo de tempo, a
hemodidlise, ao uso de algumas drogas continuamaatalcoolismo crénico e a varias

desordens metabolicas e intestinais (BALL, 2004).

Outra circunstancia que a deficiéncia pode ocdrdurante a gravidez e a lactacao.
Nesses periodos 0 organismo requer maiores qudesidbe piridoxina e 0 consumo deve ter
um aumento proporcional. Por isso a quantificac&o vidamina B (e os compostos
relacionados a ela) em leite humano, tem sido sateante estudada, especialmente porque o
leite € a Unica fonte de nutrientes para criangasat® 4-6 meses de idade (YAGI,
IWAMOTO, et al, 2013).
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1.1.5. Cianocobalamina (Vitamina B)

Vitamina B, (Cobalamina) € um termo coletivo que abrange umjucto de
compostos que possui um atomo de cobalto no cdatton sistema de anel do tipo porfirina,
mas que possuem diferente substituintes. Seis $ordea cobalamina (cianocobalamina,
hidroxocobalamina, cobalamina R, cobalamina S, loodialamina e adenosilcobalamina)
demostraram atividade de vitaming Bos organismos humanos (BASF, 2003).

A cianocobalamina cristaliza facilmente em agullkasmelho escuras insipidas e
inodoras, € muito soluvel em agua, em alcool, insdlem éter, acetona e cloroférmio, e
funde numa faixa de 210 a 22D com decomposicéo. Os cristais sdo bastante hiipa®s
e podem absorver até cerca de 12% de agua da atmo&fcianocobalamina se decompde
em solucdes basicas, ou fortemente acidas, ouaszmga de agentes redutores, e, quando
exposta a radiacdo UV, em solucbes neutras e digemte acidas, mas € relativamente
estavel na presenca de oxigénio atmosférico ou stiflena aquecimento. Em solugcdo aquosa
€ mais estavel numa faixa de pH de 4,5 a 5,0. iitessh molecular genérica das cobalaminas
se apresenta na Figura 5. A cianocobalamina, dsa@cente, tem na posicédo do radical R

um grupo ciano (- CN).
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Figura 5 - Estrutura molecular genérica da cobalamia.

As vitaminas provenientes da dieta sdo convertelassuas formas ativas — as
coenzimas adenosilcobalamina e metilcobalaminaridgira é responsavel pelo rearranjo
intramolecular de grupos alquil e na degradacaacit#os adiposos bifurcados e de namero
impar, bem como de certos aminoacidos (COMBS, 2Q@83 metilcobalamina desempenha
um papel importante na transferéncia de grupod metsintese do aminoacidos metionina a
partir da homocisteina, que algumas vezes depemgesdenca de folatos, na mitocondria das
células. Assim, a vitamina 1B também desempenha um papel importante na conyerséo
transporte e estocagem das formas do acido faticswas formas ativas, que sédo requeridos
na hemogénese (BASF, 2003). Também est4 indiretanegvolvida na sintese de acidos
nucleicos, e proteinas via biossintese de bas@&saplg pirimidicas, e de metionina, com um

importante papel no crescimento e processos devasaenento (BASF, 2003).
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A cobalamina ocorre apenas em alimentos de origemah As maiores quantidades
sdo encontradas no figado. Outras fontes de vitafBip incluem substancias musculares,
peixe, gema de ovo, leite e queijo (BALL, 2004) &HLLI, WONG, et al, 2011).
Alimentos de origem vegetal, podem apenas cordeosrdessa vitamina se forem submetidas
a fermentacdo bacteriana, como no caso de bebilaseritadas. Assim, uma dieta
estritamente vegetariana esta quase totalmentedissa vitamina (CASTELLI, WONG@t
al., 2011).

A baixa ingestdo de cobalamina na dieta é extreantenrara. Os sintomas de
deficiéncia geralmente ocorrem em desordens organgue levam ao impedimento da
absorcéo dessa vitamina pelo organismo. Dentre elesrdens se destacam a baixa acidez
estomacal (isto €, auséncia de acido cloridricodfia da mucosa gastrica ou cirurgia que
levem a diminuicdo do fator intrinseco (IF), forrdage anticorpos contra o IF ou contra o
complexo IF-B, presenca de certas bactérias ou parasitas naastmintestinal, desordens
no figado que reduzem o estoque de vitamina® Besordens metabdlicas intracelular com
formacéo inadequada das formas da vitamina condatie (CASTELLI, WONG.et al,
2011).

Castelli e colaboradores pesquisaram a farmacomnét tolerabilidade de duas
formulacdes de cianocobalamina, uma amostra deadhere uma amostra formulada com N-
[8-(2-hidroxibenzoil)amino]caprilato de sédio (SNA@ara estabelecer a viabilidade do uso
desse melhorador de absorcédo. Os resultados mogtrarha um aumento significativo da
meédia absoluta de bioavaliabilidade com relacaanas&ra comercial (5,09% vs 2,16%,
respectivamente), e uma diminuicdo do tempo maxiendisponibilidade (fs) (0,5 horas vs
6,83 horas, respectivamente). A formulacédo de cralpmlamina/SNAC foi bem tolerada, e
nao foram reportados efeitos adversos (CASTELLI,N®Det al, 2011).

Os sintomas de deficiéncia de cianocobalamina staminos seguintes:

* Anemia megaloblastica — formacéo defeituosa dadassha medula 6ssea conduz a
essa anemia, com supercrescimento caracteristimoscarpusculos vermelhos do
sangue;

» Desordens neurolégicas — um sério resultado daiéefia de vitamina B é a
degeneracdo de certas areas do corddo espinhad fjequentemente irreversivel e
pode causar danos permanentes no sistema nervam@ctetizado pelo

desprendimento da mielina, necrose de células ddacoespinhal e do cortex
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cerebral. Tais desordens sdo acompanhadas deggéonento das maos e pés, perda
do tato, dos movimentos de reflexo, da memoria epdder visual, confusodes,
mudancas de caréater, alucinacbes e psicoses (BARBB3). O déficit de
cianocobalamina pode simular uma enfermidade deut@eidt-Jakob, com
combinacdo variavel de deméncia, ataxia, miocloniassinais piramidais e
extrapiramidais (ORTIZ, SIMONet al, 2011).

1.1.6. Acetato de Tocoferol (Vitamina E)

A vitamina E € essencial para os processos metaldlia respiracdo e metabolismo

de acidos nucleicos em todas as células; muitongtuaaquelas do sistema nervoso. A

vitamina E desempenha um importante papel comot@agenioxidante contra radicais livres

na protecdo de lipidios e da vitamina A. O antiarié lipossoluvel de ocorréncia natural
mais ativo € a vitamina E (KRUMOVA, FRIEDLAND e C@AS2012)) e da vitamina A.

Nessa fungédo também estéo a vitamina C, o betacaret substancias enziméaticas, como as

glutationas peroxidases. A vitamina E desativa yasl formados em cadeias de reacdes

radicalares, que podem danificar a membrana cehdaterar processos de envelhecimento, e

danificar o DNA, com consequentes possibilidadesag@nicas e efeitos carcinogénicos

(BALL

, 2004). A vitamina E também influencia a s€is¢ de prostaciclina e o metabolismo de

eicosanoides e por sua vez indiretamente prevamebinses e reacdes de inflamacao (BASF,

2003).

O termo vitamina E engloba todos os derivados delte tocotrienol que exibem

qualitativamente a atividade bioldgica ddocoferol. A estrutura genérica desses derivados

de tocol e tocotrienol é apresentada nas Figurgigura 7.

Ry
HO

R; 0
Rs

Figura 6 - Estrutura genéricas dos derivados de toto
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Figura 7 - Estrutura genérica dos derivados de tocdtnol.

A palavra tocoferol é usada para designar todo modbd e trimetil tocois
independente da atividade bioldgica, enquanto tom®l refere apenas as estruturas
desmetiladas. O Quadro 1 resume 0s nomes e asr@ypibs de radical existentes para essas

estruturas.

Quadro 1 - Nome dos tocéis e tocoferdis segundosasi radicais.

Vitameno R R, R
a-tocoferolt-tocotrienol CH CH; CH;
fS-tocoferolf-tocotrienol CH H CHs
y-tocoferolf-tocotrienol H CH CH;
o-tocoferolp-tocotrienol H H CH
tocol/tocotrienol H H H

Muitos estereoisémeros também s&o possiveis, paimeente para o tocol e para os
tocoferdis, nos quais estédo presentes trés carlspm@ss. Cada estrutura difere grandemente
nas atividades biologicas relacionadas a vitaminaigcipalmente com relacéo a posicao e o
namero de grupos metila, como € apresentado nor@QRadutra possibilidade de estrutura
para as vitaminas E sdo as formas de éster, cauetato de tocoferol, o hidrogeno succinato

e o polietilenoglicol succinato (BASF, 2003).

Quadro 2 - Atividade de vitamina E de diversos tocefrdis e tocotrieno.

Nome Biopoténcia *
(Ul/mg)

R,R,Ra-Tocoferol 1,49
R,R,Rea-Tocoferol acetato 1,36
all-racw-Tocopherol 11
all-racu-Tocoferol acetato 1
R,R,R#-Tocoferol 0,12
R,R,R«-Tocoferol 0,05
R-a-Tocotrienol 0,32
R-s-Tocotrienol 0,05
R-y-Tocotrienol -

*Unidades internacionais por miligrama do material
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Alimentos animais e vegetais contém diferentes tigleaes de tocoferdis, mas séo
sintetizadas apenas por plantas. Altos contetdssadétamina sdo encontrados em 0leos
vegetais (por exemplo, de soja, de milho e de sentkngirassol), e especialmente no 6leo de
germe de trigo. Nesses 06leos, o conteudo de vitamiasta correlacionado com a proporcao
de acidos graxos ndo saturados, o que providemoe protecdo natural contra agentes
oxidantes. Também esta presente, mas em menoraidqui@s, em sementes e grdos em
geral, vegetais verdes e legumes (BASF, 2003). s0$l estereoisbmeros que ocorrem
naturalmente sao do tipo R,R,R (BASF, 2003).

Com a diminuig&o da vitamina E no organismo, o mande radicais livres aumenta, e
isso leva a oxidacao dos lipidios, que por suaceemluzem a sintomas de deficiéncia de
metabolismo muscular, fungcbes da membrana e sistenaso. Os sintomas clinicos
incluem um aumento da taxa de hemdlise de erit®citormacédo de corpos de Heinz,
fragueza muscular, deposicdo de lipo-pigmentosfurdies neuromusculares com
tremulacdo do andar e paralisia dos nervos fa¢@@MBS, 2008). Recentemente foi
demonstrado que uma proteina derivada da vitamiat@&coferol transfer proteina (TTP)) €
essencial nos primeiros estagios de desenvolvimelmosistema nervoso central de
vertebrados (MILLER, ULATOWSKIet al, 2012).

Condic¢des envolvendo a mé absorc¢éo de lipidio pdderhém conduzir & deficiéncia
de vitamina E. Tais condi¢Bes incluem aquelas t&asigls da perca das fungdes exocrinas
pancreaticas (por exemplo, pancreatite, tumor atico, atrofia pancreatica nutricional,
ocasionadas pela deficiéncia de selénio), outrasheando a deficiéncia luminal da bile, ou
devido a defeito de lipoproteinas (abetalipopraiim) (COMBS, 2008). Outra causa de
deficiéncia da vitamina E advém do fato que ela aiavessa prontamente a placenta, por
isso recém-nascidos estdo particularmente sujadassco de sua deficiéncia, especialmente
se prematuros (BASF, 2003).

O acetato de tocoferol, uma das formas da vitafjr&aum 0Oleo viscoso de coloracdo
amarela e praticamente inodora, soluvel em hidboreatos, alcoois, gorduras e 6leos, mas
insolivel em agua. Com relacdo a sua estabilideate contraste com a forma alcool da
vitamina, a forma acetato € resistente ao aquetimena presenca de oxigénio, ndo é
resistente a alcalis, pois reage por saponificagém & presenca de agentes oxidantes fortes
(BASF, 2003). A estrutura molecular do acetatoodeferol € apresentada na Figura 8.
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Figura 8 - Estrutura molecular do acetato de tocofesl.

Devido as suas propriedades, o acetato de totqfed® ser usado em preparacdes
farmacéuticas em base lipofilica, como cremes es6lPara preparacdes em base aquosa,
como xaropes, gotas, solubilizaveis e injetaveise@ssario o uso de agentes solubilizantes
(BALL, 2004). Outra aplicacdo comum é como antiaxigt em alimentos industrializados ou
preparacdes farmacéuticas para manter a estalglides produtos susceptiveis a oxidacéo
(COMBS, 2008).

1.2. Cromatografia liquida: HPLC e UPLC

O processo de separacdo na técnica de HPLC estadoaso transporte forcado do
liguido (fase-movel), que conduz a mistura de &owmlatravés de um meio poroso, e nas
diferencas de interacdes entre esses analitosupesfisie desse meio poroso e estatico que
resultam em diferentes tempos de migracéo parastnmaide componentes (KAZAKEVICH
e LOBRUTTO, 2007).

A técnica de HPLC é a principal ferramenta anaitiplicada em todos os estagios de
descoberta, desenvolvimento e producdo de medicameh técnica de UPLC surgiu como
uma adaptacao as pressdes cada vez maiores queagaias para se bombear a fase mével
através das colunas cromatograficas que possufaanke de particulas cada vez menores.
Os principais componentes de um sistema de cromaditwdiquida moderno sdo: a bomba,
um gerenciador de amostras, um injetor, a coluoatografica, o detector e um computador
para gravar e processar os dados (KAZAKEVICH e LOBRO, 2007).

O funcionamento de um sistema de cromatografiadéqé esquematizado na Figura
9. Uma bomba de alta presséo é usada para gefftuxanespecifico da fase mével. O injetor
€ um dispositivo capaz de trazer a amostra pan&imida coluna, isto €, para a extremidade
na qual a fase movel entra. A coluna esta preeadud a fase estacionaria, que fornece a
separacao dos constituintes da amostra. O detecemponsavel por perceber a presenca dos

bY

compostos separados a medida que eluem da colonatografica e esta ligado a um
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sistema computacional que grava 0s sinais necess@dra gerar 0 cromatograma e
quantificar os constituintes da amostra (WATERS,3)0

Coluna
_ Cromatograma
“N—_— 4
Injetor/
Gerenciador de - - ‘
Amostra - -
_L Computador
Reservatorio — .
de Fase Movel Amostra
Bomba Detector

Residuos

Figura 9 - Esquema dos componentes e funcionamente dm HPLC.

A forma com que a separagdo dos componentes &atta@ ilustrada na Figura 10.
A imagem do topo representa a coluna no tempoainitigo apos a injecdo da amostra.
Decorridos alguns minutos de passagem da fase np&lel fase estacionaria da coluna
percebe-se que os analitos representados pelaasasldridas, se moveram com velocidades
diferentes, o que se deve a eles possuirem digsretitacdes pela fase estacionaria. Nesse
caso o constituinte da banda amarela possui a natragdo, o constituinte da azul a maior
atracdo e o constituinte da vermelha apresentaatnagéo intermediaria (WATERS, 2013).

Banda cromatograficas da injecdo da amostra

Tempo zero
Fase Mével > I »>

Bandas dos analitos

10 minutos l
Fase Mével > p— =
A ¥

Figura 10 - Esquema do modo como ocorre a retencdosidiversos componentes contidos na amostra.

Por fim é gerado o cromatograma no qual os vaiassperguem-se da linha base ao

longo do eixo do tempo. Esse processo de constrdg&mromatograma € representado na
Figura 11 (WATERS, 2013).
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Coluna Cromatogréfica Detector
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¢ Inicio da
H '3 G
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.......

Figura 11 - Esquema de como se da a formacéo do crarograma.

A coluna cromatografica de HPLC estd empacotada com suporte soélido
constituido geralmente de particulas esféricassasra base de silica. O amplo uso da silica
como suporte se deve a algumas caracteristicagp@gsli, como alta area superficial e
porosidade, facil preparacdo, polaridade ajustabely resisténcia mecénica além da
possibilidade de sua superficie ser modificada gpaimente (ADAMOVICS, 1997).

A superficie do suporte solido pode ser modificpela reacdo com diversos ligantes,
0 que aumenta a versatilidade da técnica porqueediies formas de interacdo podem ser
incorporadas com esse procedimento. O ligante om@misum € a cadeia alquila com 18
carbonos, C18, que retém por intera¢des do tipmididicas (apolares) os componentes que
devem ser separados. As fases estacionarias questamipo de interacdo hidrofébica séo
classificadas como fase reversa, em oposicao @ipais formas de cromatografia usarem as
interacdes do tipo hidrofilicas (polares) para temgdo e separacdo dos componentes. A
superficie da silica pode ser modificada também coiras cadeias de carbono, como C8, C4
e Fenil, com espécies quimicas para retencdo deasios anibnicos e catidnicos, com
proteina, para a retencdo substratos enzimatiqoscifisos (essa técnica € chamada de
cromatografia por afinidade), dentre outras pokddmes (ADAMOVICS, 1997) (SILVA,
JARDIM e AIROLDI, 2004).

Os principais parametros cromatograficos sdo o nurde pratos teoricos, a fator
capacidade e a simetria da banda. O niumero despegincos é experimentalmente calculado
pela formula N = 16 &/ w)?, sendo N o niimero de pratos teérices tempo de retencéo do
pico e w a largura da banda cromatografica. O fedpacidade é calculado pela formula K’ =
(tr— 1) / t,, sendod o tempo de volume morto que corresponde ao tempaign analito ndo

retido € eluido desde o momento da injecdo da amdStsimetria da banda cromatografica €
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calculada pela razdo entre as partes posteriortexi@nda banda a uma altura definida
(geralmente na metade ou a um décimo da alturacdd gom relacéo ao eixo perpendicular
ao eixo do tempo que intercepta o apice do picoRRFKS, 2005).

A eficiéncia do processo cromatografico € medida pé@mero de pratos tedricos ou
pela altura dos pratos tedricos (H) da banda cragnatica (ou pico), onde H =N/ L (sendo
L o comprimento da coluna). A altura do prato é uimacdo da velocidade linear (u)
conforme mostra a equacéao de Van Deemter (H = Au++BCu). A diminuicdo da eficiéncia
€ indicada pelo aumento da altura dos pratos oa giehinuicdo do niumero de pratos e
implica no alargamento da banda cromatograficada@amento é um fenbmeno indesejavel,
pois quanto maior a largura das bandas menor aaggmeentre duas bandas adjacentes. Além
da velocidade linear varios fatores implicitos oosficientes A, B e C da equacéo de Van
Deemter contribuem para o alargamento da bandaaNsgiacdo o primeiro (A) termo esta
relacionado com os caminhos multiplos percorridel® @oluto, o segundo termo (B/u) se
relaciona com a da difusdo longitudinal do solutmterceiro termo (Cu) se relaciona com a
transferéncia de massa entre as fases movel eioestag. A Figura 12 representa a
contribuicdo de cada termo isoladamente e em ctjpara a altura do prato (BORGES,
BOTTOLI e COLLINS, 2010).

0.050 Equacgao de Van Deemter
0.045 H=A+B/u+Cy Curva Real
0.040
0.035 Termo Cp
(mm) 0.030 Otima Eficiéncia
0.025 {
0.020
0.015 Termo A
0.010
0.005 Termo B/u
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0.5 0,6
Velocidade Linear, p
(cmls)

Figura 12 - llustracdo da contribui¢cdo de cada terma da Equacgéo de Van Deemter para a curva real da
eficiéncia em funcéo do fluxo linear.

O alargamento da banda devido aos caminhos m@tjole ser entendido como o
aumento das possibilidades de caminhos que o @palite percorrer, sendo influenciado por
fatores como a regularidade das particulas dagsteeionaria (representada na Figura 13 na

qual a coluna com particulas mais regulares pdissiaiformacédo de bandas mais estreitas),
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com o tamanho das particulas e com a uniformidadeitb do empacotamento. O termo A,
dentre os trés termos, € o que mais influencidargamento das bandas (HARRIS, 2005).

%

%
a SE%
aa #EG
Q A

Figura 13 - Comparacao do efeito dos caminhos mftios entre um empacotamento de particulas com
tamanho uniforme e de outro empacotamento contendearticulas de tamanho desuniforme.

O segundo termo da equacgao (B/u) se relaciona caifugdo do analito na fase
movel. Quanto menor o fluxo linear mais tempo diemgermanecera na coluna e mais ele
sera espalhado por difusdo provocando um alargameéatbanda. O valor de B esta

relacionado com o coeficiente de difusdo da faseei(®ARRIS, 2005).

O terceiro termo da equacao, coeficiente de treérsfea de massa, é o segundo que
mais influencia no alargamento da banda. Esse térdietamente proporcional com o fluxo
da fase movel porque maiores velocidades interfer@equilibrio entre o analito, fase movel
e a fase estacionaria (KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 200A)ém disso, a constante C é
diretamente proporcional com o tamanho da partigalgue quanto maior a diametro menor
a area superficial e por sua vez a troca de mass® @s duas fases (WREN e
TCHELITCHEFF, 2006).

Assim, dentre outras implicacbes, a equacdo de Deemter mostra a relacéo
diretamente proporcional que a eficiéncia do prezesomatografico tem com a diminuicédo
do tamanho das particulas. A Figura 14 represaaficgmente essa relagdo (NOVAKOVA,

MATYSOVA e SOLICH, 2005).
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0.045
0.040

0.035
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0.015
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Figura 14 - Efeito da diminui¢cdo do tamanho das paftulas de silica na curva da equacéo de Van Deemter

Contudo, a diminuicdo do tamanho das particul#d Ewmitada pelo aumento da
pressao que é necessaria para manter o fluxo.léédps trabalhos foram publicados desde
1997 abordando a diminuicdo das particulas dasnaslicomumente usadas até aquele
momento, mas algumas preocupacdes praticas ainpdiam a aplicacdo de equipamentos
de HPLC adaptados para o trabalho em pressdes aiadaes bem como o uso dessas
colunas com tamanho reduzido de particulas. A il@pgade comprometida das injecdes, a
deteccdo ainda limitada e a necessidade em sdulmdacdes extremamente estreitas para
minimizar qualquer alargamento das bandas devidechame morto foram os principais
fatores limitantes da difus&o dessa técnica (NOVAKOMATYSOVA e SOLICH, 2005).

Somente por volta do ano de 2004 foi disponivel eraialmente o primeiro sistema
cromatografico capaz de trabalhar com pressfesetmiadas que o convencional. Enquanto
0s sistemas convencionais eram limitados as presi®&5-40 MPa esse sistema pioneiro,
Acquity UPLC da Waters Corporation, possibilitavatrabalho com pressées até 103,5 MPa
(15000 Psi) (NOVAKOVA, MATYSOVA e SOLICH, 2005). Bde entdo muitos trabalhos

gue demonstram as vantagens do uso do UPLC ténpsidicados.

Um exemplo desses trabalhos que ilustram as vargatgenova tecnologia de UPLC
foi desenvolvido por Wren e Tchelitcheff. As Figui®d e Figura 16 apresentam o0s
cromatogramas da analise de uma substancia por HPIpGr UPLC, na qual se pode
observar que a principal vantagem do uso da tegizotte UPLC é a diminuicdo do tempo de
analise cromatografica na ordem de 8 vezes. Nessallio Wren e Tchelitcheff demonstram

gue os cromatogramas da analise de impureza emianaténa por UPLC apresentaram pelo
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menos a mesma qualidade de separacdo que a dadtiseor HPLC, mas com a vantagem
da diminuicdo do tempo da analise cromatografi8REN e TCHELITCHEFF, 2006).
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Figura 15 — Cromatograma de método desenvolvido parandlise de ingrediente ativo por HPLC (adaptada
de (WREN e TCHELITCHEFF, 2006)).
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Figura 16 - Cromatograma de método desenvolvido parandlise de ingrediente ativo por UPLC (adaptada
de (WREN e TCHELITCHEFF, 2006)).

Outro exemplo que demostra a vantagem do uso daltgga de UPLC com relacao a
de HPLC é mostrado nas Figura 17 e Figura 18. Neabalho uma série de derivados de
acido cafeinico foram separados a partir de unvaeoi deEchinacea purpureaum produto
natural, sendo que o uso do UPLC possibilitou gtede analise 7 vezes menor que o uso de
HPLC (SWARTZ, 2008).
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Figura 17 - Cromatograma da analise de derivados d&cido cafeinico separado a partir de um derivadod
Echinacea purpurea por HPLC (adaptada de (WREN e TCHELITCHEFF, 2006)).
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Figura 18 - Cromatograma da analise de derivados décido cafeinico é separado a partir de um derivadde
Echinacea purpurea por UPLC (adaptada de (WREN e TCHELITCHEFF, 2006)).

1.3. Métodos para Determinacao de Vitaminas

A quantidade de vitaminas em alimentos pode cararda o processamento da
comida, pela estocagem, ou com o tempo mesmo, giglmuicdo atraves de reacdes
quimicas (MORENO e SALVADO, 2000) (LI e CHEN, 200Nesse contexto é importante
que se tenha disponiveis preparacdes farmacéutmas a finalidade de reposicdo de
vitaminas para complementacéo alimentar (MORENGAEVADO, 2000). Isto justifica o
desenvolvimento de métodos para a determinacdoitdminas particularmente em trés
matrizes: preparacdes farmacéuticas, alimeintggtura ou enriquecidos (como ferramenta

auxiliar em pesquisas, por exemplo, de alimentdsnoiais fontes de vitaminas ou controle
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de qualidade dos alimentos enrigquecido), ou enddkiibiolégicos (como auxiliares no
diagnostico para a medicina e também na pesquisa).

Na literatura diversas técnicas tém sido empregpaasa determinacao de vitaminas,
se destacando a espectrofotometria (KLEJDUS, PETA, Gt al, 2004) (LI, 2002) (LI e
CHEN, 2001) (GILPIN, 1999), fluorimetria (KLEJDUSETRLOVA, et al, 2004) (LI,
2002) (LI e CHEN, 2001), quimioiluminescéncia (KIEJS, PETRLOVA et al, 2004) (LI
e CHEN, 2001), eletroforese capilar (FOTSING, FIOLEet al, 1997) (GILPIN, 1999),
cromatografia gasosa (ALMAGRO, ANDRES e VERA, 20@2)iquida, polarografia (LI,
2002), processos enzimaticos (MORENO e SALVADO, MOOGILPIN, 1999),
microbiolégicos (CHEN e WOLF, 2007) (LI e CHEN, 20Pabsorcédo atémica (MORENO e
SALVADO, 2000) e espectrometria de massa (CHEN e ®/Q007).

Os trabalhos mais recentes estdo voltados parardifizacéo de vitaminas por HPLC
acoplada com umas das diversas técnicas de detetig@ias anteriormente, jA que a
cromatografia apenas fornece a separacdo dos cempsn A deteccdo UV/VIS é
tecnicamente simples, por isso uma das mais bagdt@s| de trabalhar (apenas 3 variaveis
principais sdo necessarias para se estabelecesndg;@es de deteccdo: taxa de captura,
comprimento de onda e poténcia da energia lumigogaincide), de se manter e a mais
difundida.

Contudo, os métodos encontrados na literatura #swathtagens tais como os altos
custos técnico (materiais) e/ou operacionais (terdpomdao de obra e ocupacdo do
equipamento — HPLC), sendo inviaveis para anatieesotina (LI, 2002). H& métodos que
foram desenvolvidos para abranger diferentes nestriz por isso precisam ser muito robusto
e 0 mais universal possivel (CHEN e WOLF, 2007),sn&an contrapartida usam
equipamentos muito caros (espectrometria de massa)aquisicdo, manutencdo e custo de
analise, de tal forma que seria interessante quese fosse apenas para aplicagdes que nao

conseguem mesmo quantificar as amostras com @atreca de deteccao.

Particularmente para as analises de vitaminasdipdgeis os resultados obtidos de
farmacopeias dependem da habilidade do técnico pamalise em particular, e por isso
geralmente deixam a desejar em precisdo interni@daextralaboratorial (WIELINSKI e
OLSZANOWSKI, 1999). Além disso, nenhum desses nasodél objetivo o suficiente para
um método de rotina num laboratério de controlguigidade, particularmente naqueles que
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o0 custo efetivo € importante, principalmente parseado tempo consumido na preparacdo das
amostras (WIELINSKI e OLSZANOWSKI, 1999).

A diminuicdo do custo analitico € umas das motieagdrincipais de alguns trabalhos
(MULHOLLAND e DOLPHIN, 1985). A diminuicdo do dianre das colunas, por exemplo,
em nada impacta no poder de separacdo e de detbrgAétodo, e deve sempre ser avaliada
(CHEN e WOLF, 2007). Por mais de quatro décadasdacio das particulas de fase
estacionaria tém sido exploradas para melhoraic&rtias das separacdes cromatograficas.
Até recentemente, as tecnologias em cromatogigfigda haviam atingido um platé no qual
os beneficios da diminuicdo dos tamanhos de pksiaudo poderiam ser completamente
obtidos devido a influéncia negativa que tinham largamento de banda do pico
cromatografico ou as faixas de pressdo que osnmsstecromatograficos suportavam. O
desenvolvimento de sistemas que trabalhem na odeegpnesséo que sdo exigidas as colunas
de particulas de tamanho de 1,7 um, e que tenhamimimo volume extra coluna, sao
recentes (a partir de 2004), e possibilitaram drdimdo do tempo de andlise cromatografica

e, por sua vez, do consumo de solventes na orddid dezes (WATERS, 2009).

Klejdus e colaboradores (KLEJDUS, PETRLOWA,al, 2004) propuseram a analise
de cerca de 20 vitaminas hidro e lipossoluveis em 80 andlise cromatogréfica de trinta e
seis minutos. Para isso usaram uma coluna dedasesa C18, de 150 x 4,6 mm e 3 um de
tamanho de particula. A separacao foi alcancadanp@ de gradiente entre uma fase aquosa
com 0,01% de acido trifluoroacético e metanol, desadeteccdo UV/VIS a 230, 266 e 280
nm. A selecdo da coluna foi feita com base no dpseho da separacdo de vitaminas
proximas estruturalmente. Os pesquisadores coanlufjue apenas uma de trés colunas
testadas fornecia separacdo suficiente entre asinas investigadas, em particular entre os
picos de tiamina e acido nicotinico e entre os Pide acetato de retinol e acetato de

transretinol, que tém muita semelhanca estrutural.

Na analise de polivitaminicos feita por Ke li (2002) foi estabelecido um método
com o uso de agente pareador idnico. A fase mduptegada foi uma mistura de metanol e
solucéo aquosa (com 0,5% de acido acético cont2fidmM de hexanosulfonato de sddio)
na proporcao de 18 para 82. Como resultado foiegpndo a separacdo de vitaminas do
complexo B em menos de vinte minutos de analisenatagrafica usando uma coluna

Hypersil Gg (dimensdes: 150 x 4,6 mm e tamanho de particutajda).
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Wielinski procurou alcancar em uma sé andlise ctogréfica a quantificacdo de
varias vitaminas lipossolUveis. Apds investigar usgae de condi¢cdes o autor estabeleceu
que o uso de uma coluna LiChrosorb RP-8 250 x 4y6jumtamente com uma fase movel
constituida de acetonitrila e metanol na propo@®5 para 5 (v/v) fornecia os melhores
resultados. Nessa condicéo, o acetato de tocdfareluido em 6 minutos, e bem resolvido
das outras vitaminas estudadas (WIELINSKI e OLSZANEKXI, 1999).

Chen desenvolveu um método para a determinacdo nsemee vitaminas
hidrossoluveis, usando uma coluna Hydro-RP C18250 mm 4 um (Phenomenex) e como
fase movel um gradiente entre agua e acetonitriteb6s com 0,1% de acido férmico) num
tempo total de analise cromatografica de 25 minetasn fluxo de 0,25 ml/min (CHEN e
WOLF, 2007).

A sensibilidade do método € algumas vezes a etapa onitica em trabalhos de
desenvolvimento do procedimento analitico. Hua-Bine colaboradores, desafiados pela
baixa concentracdo de vitamina B12 presente emulagiies e que possui uma limitada
absortividade molar, desenvolveu um método concdatepor fluorescéncia e alcancou um
limite de quantificacéo de 0,1 ng/mL. A coluna wsél a pBondapak £g (300 x 3,9 mm; 10
pum) e como fase moével foi usado metanol e aguaomozdo de 30 para 70. A deteccdo, por
fluorescéncia, teve detecgéo a 305 nm com excia@a® nm (LI, CHEN e JIANG, 2000).

Em matrizes mais complexas, como as de origem di@@é, um método seletivo é
dificil de ser alcancado por meio de deteccbesriétocas. Para isso a opcdo mais adotada €
a deteccdo por espectrometria de massa. Bisho@grop método para a quantificacdo de
riboflavina em urina humana por espectrometria dssa (tandem MS/MS), e as condi¢des
cromatograficas determinadas foram: coluna — AgadtLIC Silica (4,6 x 100 mm, 3 pum,
Waters); fase movel — acetonitrila : agua : acionico (80 : 20 : 0,2); fluxo de 0,7 ml/min;
para a deteccdo os fons da riboflavina e do pai@sno protonados (M+H)foram
separados no primeiro quadrupolo e os principais e transicdo foram monitorados no
segundo. O preparo da amostra envolveu um proeadiinde extracdo por fase sélida (SPE),
no qual o uso de padréo interno € imprescindivel panimizar qualquer potencial efeito da
matriz, e por isso riboflavina deuterada foi empdsycom padrdo interno. Bishop validou
todo o procedimento e mostrou que 0 método proparstdinear, preciso e apresentava uma
eficiéncia de recuperacao superior a 96% (BISHERNANDEZ, et al, 2011).
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Hampel e colaboradores propuseram um método dardesgdo de varias vitaminas
hidrossolUveis em outra matriz biologica (leite lamm) usando UPLC acoplada com
espectrometria de massa (MS/MS). Foram analisadasitaminas tiamina, riboflavina,
flavina adenina dinucleotideo (FAD), nicotinamidaiedoxal. Para a separacdo foi usada
uma coluna de fase reversa Acquity UPLC HSS T3XA50 mm, 1,8 um) e empregado um
gradiente entre a fase aquosa com 10 mmol/L deatorrde aménio e acetonitrila. A
separacao dos analitos foi possivel em menos déndton de analise cromatografica. A
quantificacao foi feita por padronizacao internanasétopos das vitaminas investigadas. O
preparo da amostra envolveu centrifugacdo, pararasems componentes insollveis, e
extracao liquido-liquido com éter etilico, paraaep os componentes ndo polares da matriz.
O método foi validado e demonstrou ser linear, ipcee exato, apresentando recuperacao
entre 95,6 e 101,4% para todas as vitaminas adaiStllAMPEL, YORK e ALLEN, 2012).

Anyakora e colaboradores desenvolveram um métoda aaalise por HPLC das
vitaminas nicotinamida, piridoxina, riboflavina earhina em alimentos enriquecidos
provenientes da Nigéria. No método foi empregada ooiluna Nova-Pack ¢ (250 x 4,6
mm, 5 um), a 20C, e como fase mdvel uma mistura de tampao (coaterghreador idnico
hexanosulfonato de sédio) e metanol na proporcdmar® 30. O fluxo de fase movel foi 1,0
ml/min e o comprimento de onda de aquisi¢cdo dosslém 254 nm. O tempo total de analise
cromatografica foi de 25 minutos. As vitaminas pr#ées nas amostras e as vitaminas
preparadas como padrdo foram solubilizadas em tardpdhexanosulfonato de sédio. O
anico teste de validacdo que o autor deixou expli@r sido realizado foi a linearidade.
Estabelecidas as condigbes do método o autor apheaanalise de 12 amostras diferentes de
fortificantes vitaminicos, e descobre que muitassde amostras tém concentracbes de
vitaminas bem diferentes daquelas sugeridas pelbsacéntes do alimento enriquecido
(ANYAKORA, AFOLAMI, et al, 2008).

Garmonov e colaboradores desenvolveram um métodblPbC para andlise de teor
de &cido ascorbico, tiamina, riboflavina, nicotindan e piridoxina em comprimido
polivitaminico por HPLC. A coluna empregada nesstoaio foi uma Discovery RP Amide
C16 de 250 mm de comprimento; para a separacaovitlaminas foi estabelecido um
gradiente entre uma fase aquosa (contendo tamp&tdoa um pH de 2,3) e acetonitrila.
Foram usados dois comprimentos de onda para acgéeteas vitaminas B nicotinamida,
acido ascorbico e vitaminazBabsorveram melhor num comprimento de onda de 245 n

enquanto a vitaminaggabsorveu melhor a 290 nm. O gradiente comecavad&yads de fase
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agquosa, permanecendo assim por 5 minutos, e mlideaamente para 70% de acetonitrila
em 3 minutos; permanecia nessa propor¢ao por 6Gtosirruentao reequilibrava nas condigoes
iniciais do método por mais seis minutos. Assindacanalise cromatografica tinha a duracéo
de 20 minutos. O preparo da amostra consistiu tragdo das vitaminas do comprimido com
agua deionizada mantida a 50 °C em banho de wmagsr 5 minutos. O método
desenvolvido foi validado e demonstrou ser espgifireciso, acurado e linear na faixa de
concentracdo esperada para a formulacdo farmaa§@&RMONOV, SALAKHOV, et al,
2011).

Kuminek e colaboradores desenvolveram um métod@ ardeterminacdo de
cianocobalamina em associacdo a outros compong@ntelzina, triptofano e piridoxina). A
maior dificuldade nesse trabalho foi conseguir ¢itiear a cianocobalamina
simultaneamente aos outros componentes, devid@ daua concentracdo na formulagéo.
Para a separacdo usou uma coluna X-Bridge RP-GABX2,6 mm, 5 um); um gradiente
entre metanol e um tampéao de fosfato 0,015 molgHe3,0 a um fluxo de 1,0 ml/min foi
empregado na analise; como diluente, tanto do padoino da amostra, foi usada uma
solucdo de metanol e agua na proporcdo de 1 :db camponente foi quantificado no
comprimento de onda em que apresentou a maiortaidade, que foram: 230 nm para a
buclisina, 280 nm para a piridoxina e para o tfgto, e 360 nm para a cianocobalamina. O
método desenvolvido foi validado e demonstrou shatiso, sensivel, linear, preciso, exato e
robusto. A apesar de a cianocobalamina estar geesanformulacdo em uma concentracao
100 vezes menor que a concentracdo dos demaiss afitvopossivel a quantificacéo
simultanea desses componentes (KUMINEK, STULZ&R, 2011).

Outro aspecto primordial de uma metodologia acali§ o estudo da preparacdo da
amostra, isto é, da condicdo em que todo o arfajite disponivel na solugcéo a ser analisada.
Klejdus e colaboradores estabeleceram uma metddolng qual as amostra foram
homogeneizadas em um triturador elétrico. Uma atauesse material homogéneo era
extraida com diluente (solucdo aquosa de &cidtudrdacético 0,01% misturada com
metanol numa propor¢ao de 1 : 1) pela agitacdo@iex por 15 minutos, e o sobrenadante,
limpido apo6s decantacgéo, era diretamente analisad®lPLC (KLEJDUS, PETRLOVAet
al., 2004). Este mesmo procedimento foi adotado paemdise das vitaminas hidro e
lipossoluveis. Para a avaliagdo da recuperacaoé&todm, o autor simplesmente confrontou
os resultados da prépria analise com o valor dastampelo fabricante. Isso é bastante

questionavel, ja que o préprio fabricante tem uraagem de aceitacdo para liberar o produto
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para consumo, e sendo assim, o resultado para tenes$pecifico pode ser qualquer valor
dentro de uma faixa, geralmente, de 20% (USP353)201

Muitos trabalhos publicados validam apenas supairfiente os métodos, algumas
vezes realizando somente a linearidade e a predis@&xatiddo, considerado o teste mais
importante (KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007), é negliggiada, e 0 aspecto
cromatografico, no que diz respeito a linha bassplucdo entre as espécies, limites de
quantificacdo e simetria dos picos, foram visivelteeuins em varios artigos. Chen e Wolf
(CHEN e WOLF, 2007) questionam isso quando afirntare as publicacOes recentes de
andlises de polivitaminicos ndo séo rigorosameglidadas.

Em algumas matrizes alimenticias a eliminacdo d¢epras e grupos fosfatos nos
quais as vitaminas tiamina e riboflavina estdodaga pode ser a etapa mais critica do
procedimento analitico. Mondragon e colaboradostsbeleceram um protocolo de extracao
dessas vitaminas em verduras de folhagem (comeeadf@ouve) empregando a enzima clara-
diastase. Uma quantidade finamente moida da amestraesada e transferida para frasco
ambar, que era mantido em banho-maria a°C0for 30 minutos, seguida da adi¢cdo de 15 ml
de acido cloridrico 0,1 mol/L. Deixava-se que csf@ atingisse a temperatura ambiente e
ajustava-se o pH para 4,45 pela adi¢cdo de solug@oetato de sédio 2,5 mol/L. Em seguida
era adicionada 10 mg de clara-diastase e a mistarancubada a 5 por 3 horas, e apos
esse periodo a solugéo era filtrada. Para a arddiséoflavina, que tem uma propriedade
fluorescente, uma porcao dessa solucéo era fileadenembrana 0,2 pum antes de ser levada
para o equipamento de HPLC. Para conferir uma jgagale fluorescente a tiamina era feita
uma derivatizagdo com hexacianoferrato de potas@turando 2,5 ml da solugdo amostra
com 1,25 ml de hidroxido de sodio 0,375 mol/L caodte 1,0% de hexacianoferrato de
potassio e neutralizada apdés 1 minuto desde o nmordammistura. Em seguida essa solugao
com tiamina derivatizada passava por um processexttacdo em um cartucho de fase
reversa SPE Jolid-phase extractign modelo Sep-Pak Vac C18, para eliminagcdo de
interferentes. O método de HPLC desenvolvido paegparacdo dessas vitaminas empregou a
coluna Kromasil 100 C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) e cdase movel uma mistura de solucéo
tampéao de acetato de aménio 0,005 mol/L (pH 6/@e&nol em uma proporcéo de 72 : 28 a
um fluxo e 0,8 ml/min; a deteccao, por fluorescénteve os comprimentos de onda de
excitagcdo/emisséo de 370/435 nm para a tiamind&3J nm para a riboflavina. O método
foi validado e mostrou ser especifico, linear, p@csensivel e exato para as aplicacoes
pretendidas (MVONDRAGON, VAZQUEZ e ROMERO, 2011).
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Chen e Wolf no estudo de quantificagcdo de vitamiméossoluveis (CHEN e WOLF,

2007) extrairam todos os componentes dos comprinfidamente pulverizados com tampao
fosfato pH 2,5. Os autores nédo desprezaram o votjuaeo material sélido ocupa, e ao final
da diluicdo em baldo volumétrico, é adicionado duw® supostamente ocupado pela
aproximacdo de densidade igual a 1,0, usando sewigr&ias volumétricas ambar para
evitar degradacdao fotolitica durante o procedimestes autores trabalharam com uma nova
abordagem para a avaliacdo da exatidao, diferagecdmumente relatadas, onde o solido
insolivel remanescente na solucdo da amostra pagpaé recuperado por meio da
centrifugacdo e um procedimento de extracdo adit®mrfetuado. A intencdo é determinar o
guanto de ativo ficou adsorvido nesse materiabrespa vez a exatiddo do método por meio
da seguinte equacao:

04) — -
E.E.(%) 100*E1 T2

Sendo E.E.(%) a eficiéncia da extracdo em porgentaEl e E2 séo as quantidade de

vitaminas medidas respectivamente na primeiraseganda extracao.

Moreno e Salvad6 quantificaram vitaminas hidripedsollveis empregando a mesma
coluna Nova-Pack C18 (150 x 4,6 mm 4 um), porém dases moveis diferentes. A
separacao das vitaminas hidrossoluveis foi alcangadndo gradiente com metanol e acetato
de amdnio 0,05 mol/L, num tempo de analise cromafimg de cerca de 20 minutos. Para a
quantificacao das vitaminas lipossoluveis a faseain@mpregada foi uma mistura de metanol
e acetonitrila na proporcédo de 95 : 5 e tempo ddisencromatografica de 10 minutos
(MORENO e SALVADO, 2000). No preparo das amostmapregaram a extracdo com SPE
usando uma coluna SPEGsAR 3 mL (ANSYS Diagnostics, USA) como artificio rpa
eliminar a interferéncia matua que as vitaminagchi lipossollUveis podem ter na analise
cromatografica umas das outras. Primeiro se elamwitaminas hidrossollveis, que ficavam
pouco retidas na fase estacionaria do cartuchodoEms vitaminas lipossolUveis eram
recolhidas em seguida pelo aumento da for¢ca dotelu€om o procedimento desenvolvido
houve recuperacdo de 96% da vitamina B12, acima9&% das outras vitaminas
hidrossolaveis e 100% do acetato de tocoferol.

Em uma compilacédo de aplicacbes (WATERS, 2009efmontrado a descricdo de
um meétodo que quantifica diversas vitaminas (meotiida, piridoxal, acido nicotinico, acido
ascorbico, riboflavina, acido félico, tiamina e etdmina) com o uso de uma coluna Acquity

UPLC BEH Amide, fabricada pela Waters Corporatida,2,1 mm de diametro interno, 50
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mm de comprimento e empacotada com particulas deurh, de didmetro. A eluicdo dos
componentes foi feita empregando-se um gradientee eligua e acetonitrila, ambos
tamponados com acetato de aménio em pH 9,0. Consagesolucdo completa entre todas

as vitaminas envolvidas em um tempo de analiseatagrafica de 7,5 minutos.

Viflas e Lopez desenvolveram uma metodologia patat@minacao de tiamina em
alimentos empregando microextracao liquido-liquitdpersiva miniaturizada e quantificando
a vitamina por HPLC com deteccdo por fluorescéndéiavitamina era previamente
derivatizada por meio da oxidacdo com solucdo deod@neto 5 x 18 mol/L para
potencializar a sua fluorescéncia. Em seguida utiguada de 10,0 ml da amostra
derivatizada era tratada com 90 pl de tetraclonmethsperso em 0,5 ml de acetonitrila para
extracdo da tiamina. Formava-se uma emulsdo cagas feram separadas posteriormente por
centrifugacdo. A fase liquida inferior era entddorsatida a cromatografia. A coluna
cromatografica tinha como fase estacionaria sitiom ligantes amida, e a fase movel
consistiu em tampao fosfato 0,01 mol/L pH 7,0 é@ut&ila em uma propor¢cao de 90 para
10; o comprimento de onda de excitacao foi de 3@%ero comprimento de onda de emisséo
foi de 438 nm. O limite de deteccéao foi de 0,09mg o método se demonstrou satisfatério
nos parametros de validacdo analitica avaliadas pa&specificidade, linearidade, precisdo e
recuperacdo. O método determinado foi aplicado paeterminacdo de vitaminas em
diferentes alimentos: cerveja, fermento de cerveja] e alimentos infantis, incluindo
formulas infantis, leite fermentado, cereais e plags (VINAS e LOPEZ, 2012).

1.4.Desenvolvimento e Validacao de Metodologia Analitc

Validar um método é confirmar que o método é ad#g@aconfidvel para o propdsito
intentado. Entende-se por método um processo gde oma atributo de uma substéancia ou
produto acabado. Embora os requerimentos de untagab sejam claramente definidos por
autoridades regulatérias (ICH, USP, FDA, e no BraBNVISA), a abordagem para
validagdo € variada e aberta a interpretacdo (KAEXICH e LOBRUTTO, 2007)
(SHABIR, 2003).

A validacdo de metodologias analiticas por HPLG@ilidla em categorias segundo os
testes a serem realizados como se apresenta a @QAMOVICS, 1997) (KAZAKEVICH
e LOBRUTTO, 2007):

» Testes de identificacao;

* Avaliacédo quantitativa do conteudo se substanelasionadas;
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 Testes limites e semi-quantitativos para o0 contrale substancias
relacionadas;
* Avaliacdo quantitativa do conteudo dos principa@sponentes ativos (e as

vezes dos conservantes);

Alguns requisitos séo requeridos pelos érgdos at@ubs para que se conduza uma
validacdo quando se almeja o registro de um medictme deve ser uma atitude tomada por
qualquer laboratério sério de pesquisa, cujos fpios sdo confiabilidades de seus resultados.
Dois dos principais requisitos sdo a qualificacacakbracdo periddicas dos instrumentos
(SHABIR, 2003) e o treinamento peridédico dos umsriAlém disso, € exigido o uso de
materiais de referéncia caracterizados e com putezamentada, durante toda a realizacéo
do estudo de validacdo (KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 200Dutro requerimento € a
avaliacdo da adequacédo do sistema, antes de quagperimento de validacdo, para se
verificar que os parametros cromatogréaficos e atiigipdade das injecfes estdo adequadas

para a andlise a ser realizadas (SHABIR, 2003).

A validacéo é estabelecida através da evidénciandetada demonstrando a acuracia
(ou exatidao), preciséo, linearidade, seletividdoeites de deteccdo e quantificacdo e a
robustez do método. Dependendo da aplicacdo dodmélguns desses testes ndo sao
necessarios. Essa relacdo esta expressa no QuU@DABIOVICS, 1997).

Quadro 3 - Caracteristicas do desempenho analitico.

Testes de impurezas

Tipo do processo analiticddentificagcdo Quantificacdo  Limites Teor
Exatidao - + - +
Preciséo

Repetibilidade - + - +

Precisdo intemediéria - + - +

Reprodutibilidade - +a - -a
Especificidade + + + +
Limite de Deteccao - + + -
Limite de Quantificac&o - + - -
Linearidade - + - +

a - pode ser necessaria no caso de metodologias
gue serdo usadas por laboratdrios fisicamente
distintos.
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1.4.1. Especificidade

A especificidade é a capacidade do método em naediracuracia o analito junto a
interferentes que possam estar presentes no prodrgoursores sintéticos, excipientes,
enatibmeros (quando aplicavel) e degradantes. Enicts de separacao isso significa uma
resolucao de pelo menos 1,5 (ADAMOVICS, 1997).

Os meios para satisfizer os critérios de espedide diferem para cada tipo de
processo analitico: para identificacdo, em fasdedenvolvimento, implica o uso de técnicas
que permitem a avaliacdo da estrutura do anakitoem controle de qualidade, basta a
comparagao com uma substancia de referéncia; gstess tde pureza, isso significa, certificar-
se de que todo o processo permite um estabelecnegato do contetdo das impurezas de
um analito; para a medicédo do teor, certificar quainal medido € proveniente apenas da
substancia sendo analisada (PETERS, DRUMMER e MUWS$H 2006).

Uma abordagem pratica para se avaliar a espeaifiei@ comparar os resultados de
uma amostra contendo as impurezas contra uma antpsirndo contém. Isso so é aplicavel
quando os interferentes sdo conhecidos e dispsnaeianalista para essa contaminacao
controlada (SHABIR, 2003).

Existem abordagens universais para se demonstraspeacificidade de métodos
cromatograficos, quando a deteccdo se faz porcEsgue geram espectros em cada instante.
Nessa abordagem é avaliada a homogeneidade dpglec@onstancia do espectro por todo
periodo de eluicdo. Nas formas mais simples, esdmgdo € feita pela medida da proporgao
entre duas latitudes do espectro (dois valoreszfore/m ou dois valores de comprimento de
onda). Se ha uma homogeneidade nessa proporcaficaigiue o pico é puro e atribuido a
apenas um componente. Essa técnica € adequadaigréardas casos, mas impropria em
duas circunstancias: quando ha uma sobreposic&gitpatos picos ou quando 0s espectros
dos dois componentes ndo sao suficientemente wigsrADAMOVICS, 1997).

1.4.2. Linearidade

O propésito desse teste é demonstrar que o sisteatitico como um todo exibe uma
reposta linear sobre uma faixa especifica de coraggo do analito, a qual depende da
finalidade do método proposto (SHABIR, 2003). Palenos cinco concentracdes devem ser
avaliadas dentro da faixa de traballhanfe. As faixas mostradas no Quadro 4 tém sido
recomendadas pela literatura e exigido por orgaegulatérios (KAZAKEVICH e

LOBRUTTO, 2007).
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Quadro 4 - Faixas recomendadas para o teste de lemdade (em preparacdes farmacéuticas).

Tipo de processo analitico Faixa a ser coberta

Teor (conteudo) 80-120% do valor declarado

Teor (uniformidade de contetido)70-130% do valor declarado

Teor (dissolucao) +30% de faixa especificada

Impurezas/produtos de do LQ* ou nivel de reporte até pelo menos 120% da

degradacao especificacao (limite da impureza)

Teor e produtos de degradacdo do LQ* ou nivel de reporte até 120% do teor dedara
para o ativo

Para os testes de teor e de uniformidade os ostée aceitacdo para os resultados da
linearidade sédo geralmente julgados examinando-seebiciente de correlacdo e o desvio
padrédo residual (erro comparando a reposta real @womlor tedrico a determinado nivel,
calculado pelo desvio padréo relativo das razddigsiduais das respostas — area ou altura do
pico — pelas concentracdo naquele nivel). Paraupyedfarmacéuticos, um coeficiente >
0,990 é considerado aceitavel, bem como um desatrdp residual menor que 2,0%
(KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007).

Uma abordagem estatistica adicional para examirarearidade, deveria incluir a
avaliagdo extra dos residuos. Nesse caso, a cemda & perfeita linearidade se os residuos
apresentam um comportamento randémico e uma médibada em zero. Qualquer
comportamento linear ou parabodlico do grafico dm eersusconcentracdo indica que a
curva esta se desviando da linearidade (KAZAKEVEEHOBRUTTO, 2007).

1.4.3. Limites de medicdo

A avaliacdo dos limites de deteccdo (LD) e limigs quantificacdo (LQ) €
especialmente importante sempre que a concentdacaoalito € baixa. Essas duas formas de

ensaio limite sdo definidas a seguir (USP35, 2013):

« LD: é a menor concentracdo na qual o analito patedstectado, nao
necessariamente quantificado, nas condi¢cbes expetan estabelecidas, €
um parametro de testes limites;

* LQ: é a menor concentragdo na qual uma amostra gerdmedida com um
nivel aceitdvel de precisdo e exatiddo nas conslicégperimentais
estabelecidas, € um parametro para teores qumoitapara compostos

presentes em baixos niveis.
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Para métodos instrumentais o LD €, estatisticamemtdermos gerais, reconhecido
como o nivel em que o analito produz uma razad mindo de cerca de 3 : 1, ao passo que 0
LQ é aquele que produz uma relacdo de 10 : 1 (SRAR003). Outra abordagem aceita
relaciona esses limites com o desvio padrao reldidlPR%) que determinado nivel resulta:
LD, DPR % < 20%; e LQ, DPR< 10%, ou o proprio limite aceito como critério de
adequabilidade de sistema (KAZAKEVICH e LOBRUTT©02).

1.4.4. Precisao

A avaliacdo da precisdo da um indicativo do niveledro aleatorio associado as
analises (KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007), mais presmigsente de uma série de
medicOes obtidas de multiplas amostragens do mesaterial homogéneo (ADAMOVICS,
1997).

Para a validacdo de métodos de analise por cromaditbg precisao é subdividida em

quatro niveis:

* Repetibilidade da injecdo: avaliacdo da respostandéiplas injecdes da
mesma preparagao de uma dada amostra (SHABIR,;2003)

* Repetibilidade de analise: quantificacdo de masipbreparacdes do mesmo
analista e/ou mesmo equipamento em um curto irted@a tempo, feitas a
partir do mesmo material homogéneo (ADAMOVICS, O&AZAKEVICH
e LOBRUTTO, 2007);

» Precisdo intermediéria: quantificacdo de multiglesparacdes comparadas de
analistas diferentes, em equipamentos diversosuemcurto intervalo de
tempo, feitas a partir do mesmo material homog@ABAMOVICS, 1997);

» Reprodutibilidade: expressa a precisdo quando e desenvolvendo um
método que sera aplicado a diferentes laboratddaso das metodologias
farmacopeicas). A metodologia deve ser avaliadaddenentes laboratorios,
com todas as variagcdes citadas acima e com equipasnele marcas
diferentes, usando também regentes de outros dabes (KAZAKEVICH e
LOBRUTTO, 2007).

O valor mais aceito para a precisdo é BPR0% para todos os casos de método de
teor de ingrediente ativo em formulacdo (HAMPEL,ROe ALLEN, 2012).
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1.4.5. Exatidao (ou acuracia)

A exatiddo € medida pela aproximacado do valor énado para a amostra com aquele
valor que é tido como verdadeiro (ADAMOVICS, 199D0.valor de referéncia pode ser
obtido pela avaliacdo do resultado contra um seguymdcedimento bem caracterizado, por
exemplo, um farmacopeico (KAZAKEVICH e LOBRUTTO,@0).

No caso de procedimentos inéditos o placebo é womé@o com quantidades
conhecidas dos analitos e o procedimento segue nonpoeparo das amostras. Com relacao
ao delineamento do estudo, se requerer — pelatliter cientifica e 6rgao regulatério — uma
avaliacdo estatistica mais consistente, que auatieminimo de 9 determinacfes, a pelo
menos 3 niveis dentro da faixa avaliada (isteés, ¢concentragdes, com trés preparagdes em
cada) (PETERS, DRUMMER e MUSSHOFF, 2006). Os radol devem estar em uma faixa
de + 2,0% relativo em cada nivel. Contudo faixassrtagas podem ser usadas levando em
conta principalmente a propria especificagcdo doodetSe a faixa for, por exemplo, 90 a
110% ainda é aceitavel que a exatidao trabalhe wnm faixa de + 5,0%. A regra é que a
especificacdo da exatiddo nunca seja maior quetériarde aceitacdo (KAZAKEVICH e
LOBRUTTO, 2007).

1.4.6. Estabilidade de solugéo

A avaliacdo da estabilidade de solucdo analitifeité para se verificar por quanto
tempo as solugbes padrdo e amostra sdo estdvpa@asge demonstrar que sdo estaveis pelo
menos durante a duracdo normal da sequéncia ead@HABIR, 2003). Fica a critério do
laboratorio avaliar essa estabilidade num tempoomdd que o0 necessario, 0 que é
interessante para uma distribuicdo melhor da ratmkaboratério, como a disponibilidade de
equipamento ou m&o de obra para o preparo do #esteeitabilidade é uma variacdo de +
2,0% para os testes de teor e uniformidade de w@wdmte(ADAMOVICS, 1997)
(KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007). A forma mais simplede avaliar a estabilidade é
injetando as solucbes padrdo e amostra em intsrngeadempo predefinidos. Nesse caso é
feita uma avaliacdo da variacdo das respostas desdemento inicial até os tempos de
injecdo. A avaliacdo assim definida é principalreemtlicavel quando é feita uma avaliacao
do tempo minimo de estabilidade, isto €, tempo méxpermitido para que a sequéncia

analitica se complete.

Outra forma para avaliagdo da estabilidade € cotdroos resultados da analise de
uma solucéo preparada a algum tempo contra umanrecéparada. Este tipo de teste é
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importante quando se quer demonstrar que a solugddica é valida por um periodo maior
de tempo, por exemplo, 24, 48 ou 72 horas (KAZAKEMIe LOBRUTTO, 2007).

1.4.7. Robustez

Robustez se relaciona com a confiabilidade de umadise em relacdo as variacbes
deliberadas que um método € passivel. Dizer quemétodo é robusto é dizer que os
resultados nao sofrerdo alteragbes significativaso cessas variagdes involuntariamente
ocorram (PETERS, DRUMMER e MUSSHOFF, 2006). Cadaéampatro ¢é avaliado
individualmente para determinar seu efeito no tadol final. Previamente a essa avaliacao
um conjunto de parametros de adequacao de sisten® L®r estabelecida, que s&o os
critérios de aceitacdo da resposta de um métodoamaa garantem a confiabilidade dos
resultados, por exemplo, a resolucdo, eficiénciaimetria picos. Contudo uma né&o
conformidade nesses estudos néo invalida um métoam sugere que determinado parametro
deve ser criteriosamente controlado (PETERS, DRURMBVIUSSHOFF, 2006).

Em métodos cromatograficos, os parametros que podem deliberadamente
modificados sédo: composicao da fase movel, pH sarf#vel (se aplicavel), concentracéo do
modificante da fase mdvel (caotropico, pareadoic@nfluxo da fase movel, lote da coluna
ou fabricante, temperatura da coluna, membranaarftké, etc (KAZAKEVICH e
LOBRUTTO, 2007).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostra Teste e Placebo

Um dnico lote piloto do polivitaminico foi produzice usado como material teste para
o desenvolvimento e validacdo do método analifcseguir se apresenta a relacdo dos

constituintes do comprimido:
Excipientes / Funcéo:
» celulose microcristalina PH 200 — agente suspeasisgrvente;
* copovidona — aglutinante;
» sorbitol em p6 — diluente e edulcorante;
» dioxido silicio coloidal — deslizante;
» estearato de magnésio — lubrificante;
» alcool polivinilico (PEG) talco — polimero ;
» corante vermelho 40 aluminio laca — corante;
» corante azul brilhante aluminio laca — corante.
Vitaminas/dosagem por comprimido:
* Tiamina (vitamina B1) — 10,5 mg;
* Riboflavina (vitamina B2) — 10,5 mg;
* Nicotinamida (vitamina PP) — 10,5 mg;
» Piridoxina (vitamina B6) — 10,5 mg;
» Cianocobalamina (vitamina B12) — 105 ug;
» Acetato de tocoferol (vitamina E) — 10,5 mg.

O peso médio dos comprimidos obtidos de uma meéglid0dunidades foi de 980,0

mg. Sendo este valor usado nos testes de validagditica.
2.2.Reagentes

Os reagentes usados e os respectivos fabricatdesresumidos no Quadro 5.
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Quadro 5 - Reagentes usados e os respectivos fabrnites.

Reagente Fabricante
Acetonitrila Merk
Metanol Merk
Acetato de amoénio J.T.Baker
Hidroxido de Ambénio  J.T.Baker
acido Férmico Merk

A &gua usada, de grau UPLC, foi preparada em uensisde purificacdo com dois
moédulos: Elix®35 e Milli-Q Gradient, ambos da Miltire — Franca. Os padrdes de vitamina
foram obtidos da USP (United States PharmacopRiackville, Md.).

2.3. Equipamentos

As pesagens foram feitas em balanca analiticaet@sgo 0,1 mg da marca Toledo —
modelo Ohaus Adventurer AR2140, verificada diariareg o aparelho de ultrassom é da
marca Unique — modelo USC-5050A, o banho-mariafatiwicante Nova Etica — modelo

314/10D e o pHmetro da marca Micronal — modelo B474
2.4.Preparo das amostras
2.4.1. Analise do teor de Acetato de tocoferol

Preparo do padrédo: Pesou-se o0 equivalente a 52,%angcetato de tocoferol e
transferiu-se para um béquer de 50,0 ml. Adicios®®,0 ml de agua e levou-se ao banho-
maria por 10 minutos a 4C. Esperou-se que esfriasse e transferiu-se pkia balumétrico
de 50,0 ml. Enxaguou-se o residuo do béquer com pagdes de 10,0 mL de metanol,
transferindo os enxagues para o baldo, e compsstauvolume com esse mesmo solvente.
Levou-se o baldo ao ultrassom por 15 minutos etqipge 5,0 ml para um baldo de 50 ml.
Completou-se o volume com metanol e filtrou-se eemiorana 0,45 um diretamente \nal

(concentragao: 0,105 mg/ml).

Preparo das amostras: Pesou-se 980,0 mg dos cadgsifimamente pulverizados
(equivalente a 10,5 mg de acetato de tocofera@hsfteriu-se para um béquer de 100,0 ml e
adicionou-se 5,0 ml de agua. O béquer foi levadbdatho-maria a 40 °C por 10 minutos.
Transferiu-se para baldo volumétrico, enxaguou-gesimuo do béquer com duas porcdes de
10,0 mL de metanol, transferindo os enxagues pdraldo, e completou-se 0 volume com
esse mesmo solvente. Levou-se ao ultrassom poririias e filtrou-se em membrana 0,45
pm diretamente naial (concentracéo: 0,105 mg/ml).
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2.4.2. Andlise do teor de Cianocobalamina

Preparo do padrao: Pesou-se o0 equivalente a 21demignocobalamina e transferiu-
se para baldo volumétrico ambar de 100,0 ml. Campiee o volume com agua e agitou-se
até completa solubilizacdo. Pipetou-se 2,0 mlsfieaiu-se para baldo volumétrico ambar de
100,0 ml e completou-se o volume com agua. Filsewom membrana 0,45 um diretamente
emvial ambar (concentracéo: 0,0042 mg/ml).

Preparo da amostra: Pesou-se 980,0 mg dos comprifimdmente pulverizados
(equivalente a 0,105 mg de cianocobalamina) e fe#ensse para um frasco ambar com
capacidade de 30 ml. Adicionou-se 25,0 ml de aguma pipeta volumétrica e agitou-se
vigorosamente por 2 minutos observando se houvatdgsagdo completa dos grumos.
Levou-se ao ultrassom por 15 minutos e filtroutseneembrana 0,45 um diretamente aal

ambar (concentracao: 0,0042 mg/ml).

2.4.3. Andlise do teor das Vitaminas: Nicotinamida, Pindina, Riboflavina e

Tiamina

Para a extracao das vitaminas e solubilizacédo addps foi usado um diluente com a
seguinte composicao: 37,5 partes de acetonit@®, fdartes de metanol, 50,0 partes de agua e

0,1 parte de acido férmico.

Preparo do padrao: Pesou-se 0 equivalente a 26328encada uma das vitaminas e
transferiu-se para béquer de 50,0 ml. Adiciono@5%6 mL do diluente e levou-se ao banho-
maria mantido a 60C por 10 minutos até que a solucdo ficasse traidslficndicando
completa solubilizacdo das vitaminas. Esperou-geajgolucdo esfriasse, transferiu-se para
baldo volumétrico de 50,0 mL, enxaguou-se o bégquen duas porcdes de 10,0 mL,
transferindo os enxagues para o baldo, e compsta@uvolume com o mesmo com diluente.
Homogeneizou-se, pipetou-se 5,0 ml para outro badionétrico de 50,0 ml e completou-se
com a fase movel A (descrita na parte de condicé@matograficas). Homogeneizou-se e

filtrou-se em membrana 0,45 pm (concentracdo 0,0&f® | de cada uma das vitaminas).

Preparo da amostra: Pesou-se 980,0 mg dos compsanfidamente pulverizados
(equivalente a 10,5 mg de cada uma das vitaminagnsferiu-se para um béquer de 50,0
mL. Adicionou-se 20,0 ml do diluente e levou-sebamho-maria mantido a 6 por 10
minutos. Esperou-se que a solucdo esfriasse dedrana para baldo volumétrico de 200,0
mL. Enxaguou-se o béquer com duas porgbes de 10,8enfiase movel A, transferindo os

enxagues para o baldo, e completou-se o volumeessm mesmo solvente. Homogeneizou-
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se e filtrou-se em membrana 0,45 pm diretamenteialo(concentracao 0,0525 mg/ml de

cada uma das vitaminas).
2.4.4. Preparo das solucdes placebo

Os comprimidos para os testes com placebo foranpapados pelo setor de
desenvolvimento farmacotécnico da industria fabteaconforme a formulagcdo e o processo

empregado no preparo do produto, excluindo-setasinas em estudo.

Em cada analise a solucdo placebo foi preparadaatk idéntico ao preparo das
amostras, exceto que ao invés de amostra, eragasamssa correspondente de placebo e
adicionadas as massas correspondentes das vitandioamalisadas no método em questéo.
Assim, no preparo do placebo de acetato de todgfesmu-se 937,9 mg de placebo, 10,5 mg
de nicotinamida, piridoxina, riboflavina e tiamiaed,1 mg de cianocobalamina. No preparo
do placebo de cianocobalamina pesou-se 937,9 mgladebo, 10,5 mg de nicotinamida,
piridoxina, riboflavina, tiamina e de acetato dedferol. Na andlise de nicotinamida,
piridoxina, riboflavina e tiamina pesou-se 937,9 gy placebo, 10,5 mg de acetato de

tocoferol e 0,1 mg de cianocobalamina.
2.5. Condi¢cbes Cromatograficas — analises por UPLC

As analises por UPLC foram realizadas em um crognafé modelo Acquity UPLC,
fabricado pela Waters Corporation, composto porgarenciador de solvente quaternario
modelo Acquity H Class, um gerenciado de amostradeto Sample Manager FTN e um
detector de arranjo de fotodiodo modelo DetectolARPEA. Os dados coletados foram
posteriormente processados com o Software Empowede8envolvido pela Waters

Corporation.

Na analise de determinagdo de acetato de tocaisml-se a coluna Acquity UPLC
BEH C18, fabricada pela Waters Corporation, der2m de diametro interno, 50 mm de
comprimento e empacotada com particulas de 1,7 @rdianetro. Como fase maovel foi
usada acetonitrita a um fluxo de 0,5 ml/min. O wrdude injecdo das amostras foi 1,0 pl e o
tempo de analise cromatogréfica gasto em cadamjieg de 2,5 minutos. O comprimento de
onda de leitura das analises cromatograficas f&8%5 nm a taxa de captura de dados 20
pps (pontos por segundo). A temperatura da colonméntida a 30C e o compartimento

das amostras refrigerado a°@
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Na analise de determinacdo de cianocobalamina anaousada foi a mesma
empregada na andlise de acetato de tocoferol. Gaseomovel foi usada uma mistura de
agua e metanol na proporgcéo de 80 para 20 a urm flax0,5 ml/min. O volume de injecdo
das amostras foi 4,0 uL e o tempo de analise cuogrédica necessario em cada injecéo foi
de 2,5 minutos. O comprimento de onda de leitusaathelises cromatograficas foi de 550,0
nm a uma taxa de captura de dados de 20 pps. Aetatupa da coluna foi mantida a¥De

o compartimento das amostras refrigerado %C10

Na andlise das vitaminas nicotinamida, piridoximitagflavina e tiamina foi empregada
outra coluna: Acquity UPLC BEH Amida, fabricada g&Vaters Corporation, de 2,1 mm de
didmetro interno, 50 mm de comprimento e empacotama particulas de 1,7 um de
diametro. A separacao foi alcancada adotando-sadiegite descrito a seguir: de 0,0 a 0,2
minutos a analise cromatografica mantém a propodgd®0 : 10 respectivamente entre as
fases A e B; de 0,2 a 2,0 minutos, faz um gradiiéméar até a proporcéo de 70 : 30; de 2,0 a
2,5 retorna a condicdo inicial em um gradienteadin®urante o gradiente o fluxo de fase

movel foi mantido a 0,5 ml/min. O preparo das faséseis A e B € descrito a seguir:

» Fase movel A: Preparou-se uma solu¢do misturan@onie acetonitrila com 100
ml de agua. Adicionou-se acetato de amoénio a eshac@® para obter uma
concentracdo de 0,01 mol/L. Ajustou-se o pH deskesdo para 9,0 com hidroxido de
amonio.

* Fase movel B: Preparou-se uma solucdo misturandard@le acetonitrila com 500
mL de &gua. Adicionou-se acetato de amoébnio a eshacd para se ter uma
concentracdo de 0,01 mol/L. Ajustou-se o pH deskedo para 9,0 com hidréxido de

amonio.

O volume de injecédo das amostras foi de 1,0 plemyperatura da coluna foi mantida
a 30°C e o compartimento das amostras refrigerado &C10 comprimento de onda de
deteccdo mais adequado para a quantificacdo da® quanponentes ativos foi de 265 nm, a

uma taxa de captura de dados de 20 pps.
2.6. Testes para validacdo das metodologias de teor dataminas
2.6.1. Adequacéao de sistema

A adequacéo de sistema consiste em verificar pardsnetros analiticos estabelecidos
como adequados para o método foram atendidos. lpémpéamente um teste de validacao,

mas um item de boas praticas laboratoriais quengatpie o sistema como um todo esta apto
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para o inicio dos testes (SHABIR, 2003). Para aesafiacdo foram injetadas cinco vezes as

solugdes padrao.
2.6.2. Especificidade

Para a avaliacdo da especificidade as solucdesiqaaimostra, placebo, diluente e
fase movel, foram injetadas e seus resultados camps Em paralelo foi realizada a
varredura espectral de cada uma das solu¢éesantbizo detector de arranjo de fotodiodos
na faixa de comprimento de 200 a 400 nm, para @sninas nicotinamida, piridoxina,
riboflavina, tiamina e acetato de tocoferol, e axd de 200 a 700 nm na analise de
cianocobalamina. Essa varredura foi feita parafigarise os picos sdo puros, confirmando

que eles séo atribuidos a um s6 componente.
2.6.3. Estabilidade das solucdes

Para o estudo de estabilidade as solucbes amalilicgpadrdo e da amostra foram
analisadas imediatamente apGs seu preparo e szatadiem intervalos de tempo de 6 em 6
horas até completar-se 18 horas decorridas degdeparo. A avaliacdo de estabilidade de
cada solucao analitica foi feita pela variacédo réssiltados encontrados das areas dos picos

cromatograficos, dada pela diferenca percentualedesnomento inicial.
2.6.4. Linearidade

O teste de linearidade do método foi planejado pam atendesse tanto a faixa
requerida para a avaliacdo do teor, quanto paeste tle uniformidade. Foram preparadas
solucbes dos padrdes de vitamina em concentragifesspondentes a 70%, 80%, 90%,
100%, 110%, 120% e 130% da concentracdo das vié@mita solucdo amostra. A
justificativa da escolha desses valores é que dewer pelo menos cinco niveis de
concentracdo entre 80% e 120% da concentracacdedtai solucdo amostra, requeridos para
a avaliacdo da linearidade de um método de team dbs niveis de concentracdo de 70% e
130%, para abrangerem os requerimentos de linearidee um teste de uniformidade
(KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007).

Para o preparo dos sete niveis de concentracam toraados 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5;
6,0 e 6,5 ml de cada solucéo padrdo estoque pgpaatevamente sete baldes de 50,0 ml (no
preparo dos niveis de concentracdo do método disearde nicotinamida, piridoxina,
riboflavina e tiamina, e do método de analise ddado de tocoferol) e sete balbes de 250,0
ml (no preparo dos niveis de concentracdo do métdedandlise de cianocobalamina), e o
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volume completado com o diluente descrito no pepas padroes. Cada solugcéo preparada
foi injetada em triplicata.

2.6.5. Precisao

A avaliacdo da precisdo dos métodos de rotina enabaoratorio requer o estudo da
repetibilidade e da precisdo intermediaria. Assis,resultados das andlises das amostras
feitas por analistas diferentes, e em dias difeegentlevem ser convergentes. Para cada
método, dois analistas, em dias diferentes, pregraraeis solu¢des amostras partindo do
mesmo material homogéneo. Os valores das aregsiatissforam usados para se calcular o
desvio padrao relativo (%) entre as preparacOespAtibilidade foi avaliada pelo desvio das
areas das multiplas preparagfes do mesmo analsfaanto que a precisdo intermediaria foi

avaliada pelo desvio das areas das preparacoemtosnalistas.
2.6.6. Exatidao

O preparo das amostras para a avaliacdo da exdiofato de modo semelhante ao
preparo das amostras descrita no item 2.4, serglcaquinvés de se pesar a amostra, a massa
do placebo e dos ativos era pesada separadamiatesterida para o baldo. Para a avaliacao
da exatiddo de cada método de analise foram pgsareve amostras: trés em cada um dos

niveis 80%, 100% e 120% da concentracao tedrica.

No preparo das amostras para avaliagdo da exatidd@anocobalamina, houve a
necessidade de uma adaptagédo: uma solucéo estequandcobalamina foi preparada e a
quantidade correspondente de ativo que deveripesaida foi transferida dessa solugcdo com
pipeta volumétrica. Isso foi necessario porquelanga disponivel ndo era sensivel para pesar
com exatidao a massa de ativo que deveria seffaratss (0,1050 mg de cianocobalamina).
Cada solucéo preparada foi injetada em triplica.

2.6.7. Robustez

Para a avaliacdo da robustez foram preparadas lagds® padrdo e amostra e
injetadas, respectivamente, cinco e duas vezes agla condicdo avaliada. A Quadro 6
resume as condi¢des que foram variadas e o quardm falteradas para cada método de

analise.
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Quadro 6 - Variacéo das condi¢cdes empregada na aiajédo da robustez.

Método/Ativo(s) Variacao Nivel da Variacao
Andlise de Nicotinamida, Fluxo da Fase Mével +2,0%
Piridoxina, Riboflavina e Composicéao da Fase Movel +1,0%
Tiamina Lote da Coluna Cromatografica 3 lotes diferentes
Temperatura da coluna +3,0°C
pH da Fase Movel 0,20 Unidades de pH
Andlise de Acetato de Fluxo da Fase Mével +2,0%
Tocoferol Lote da Coluna Cromatografica 3 lotes diferentes
Temperatura da coluna +3,0°C
Andlise de cianocobalamina  Fluxo da Fase Moével +2,0%
Composigdo da Fase Movel +1,0%
Lote da Coluna Cromatografica 3 lotes diferentes
Temperatura da coluna +3,0°C
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Determinacédo de Nicotinamida, Piridoxina, Riboflavha e Tiamina

Para estabelecer o procedimento de extracdo dawminds presentes na formulacdo
procurou-se um diluente no qual fossem solUveiag@s vitaminas que iam ser analisadas. A
melhor solubilidade foi alcan¢ada usando o dilugit#escrito no preparo das amostras (item

2.4.3). A eficiéncia da extracéo foi avaliada nogadimento de teste de extracao.

As primeiras analises cromatograficas feitas usanditura no modo de varredura
possibilitaram determinar o melhor comprimento deleode leitura para ser utilizado no
método em estudo. O comprimento de onda escolbiddef 265,0 nm porque a maioria das
vitaminas possuem um pico no espectro de absongianm a esse valor (nicotinamina —
261,7 nm, riboflavina — 267,7 nm e tiamina — 266B). A piridoxina absorve bem nesse
comprimento de onda apesar de apresentar um piabsdecdo 20 nm acima (em 283,1 nm).
A Figura 19 apresenta os espectros de cada umaitdasinas extraidos das andlises

cromatograficas, nos momentos de apice dos pieitasino modo de varredura.

As condicdes cromatograficas da separacdo para itasiivas nicotinamida,
piridoxina, riboflavina e tiamina foram escolhidapés uma série de testes de gradiente,
partindo da condicdo estabelecida no trabalho deeM/dWATERS, 2009). O tempo do

gradiente proposto €, contudo, duas vezes menav gueposto por Waters.

O fabricante da coluna garante que pela tecnokg@regada na sintese das particulas
de silica (Ethylene Bridged Hybrid (BEH) — part&sihibridas de ponte de etileno) é possivel
trabalhar a qualquer valor de pH dentro da faixd 2. Se assim néo fosse, ndo seria viavel o

uso de amida, molécula basica, como grupo ligaatslita.

A amida como ligante para a fase estacionaria @mocprincipais mecanismos de
retencdo para os analitos interacdes polares, oageaquadra na classificacdo de fase
estacionaria normal. Além das pontes de hidrogga@podem ser formadas, moléculas com
carga positiva também terdo forte interacdo comotsnciais elétricos negativos do oxigénio
e do nitrogénio dos grupos amidas. Uma relacadedinretre o numero de hidroxilas, amidas e
aminas nas moléculas de vitamina e o tempo de g@teda nicotinamida, piridoxina e
riboflavina foi observada. A nicotinamida € uma éwmlla pequena e possui apenas dois
hidrogénios de um grupo amida (que formam pontesidegénios menos forte que os

hidrogénios de grupos hidroxilas), e por isso fananos retida. A piridoxina possui trés
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hidroxilas, ao passo que a riboflavina possui guatdroxilas além de um hidrogénio de
grupo amida, o que justifica a riboflavina ter oamais retida que a piridoxina. A tiamina,
com carga efetiva positiva e, portanto, a moléowdés polar dentre as vitaminas analisadas,
foi a que ficou mais retida. Assim, a ordem degdlaiobservada das vitaminas € coerente

com suas estruturas moleculares e com a caraicizipsiar da fase estacionéria (amida).

O gradiente descrito no item 2.5 garantiu uma vgsa minima de 4,9 entre todos os
picos cromatograficos correspondentes as vitamanatisadas. A eluicdo por gradiente foi
necessaria, pois, se a fase mével fosse isocrtioaito polar as trés primeiras vitaminas
eluidas se aproximariam. Mas, por outro lado, fss@ mével fosse isocratica e mais apolar o
tempo de corrida, por causa da eluicdo retardadéiadana, seria muito estendido. Os
cromatogramas mostrando o tempo de retencédo deugadas vitaminas podem ser visto na
Figura 20, cujos valores estdo na ordem de 5 a&2@svmenor que 0s tempos encontrados na

maioria das literaturas consultadas.

N&o se observou nenhum interferente relevanteampds de retengcéo das vitaminas
nas analises cromatograficas do diluente e da &woldg placebo. As Figura 20 e Figura 21
mostram os cromatogramas das injecdes das solpadefo, amostra, placebo e diluente na
condicdo determinada. O tempo de analise cromdicgifai de 2,5 minutos, sendo que entre
as injecdes a coluna era reequilibrada por 1 minasgcondi¢des iniciais do gradiente para
que ndo houvesse variagdes nos tempos de reteasdatdminas entre multiplas andlises
cromatograficas. Estabelecidas as condicfes crgmddilwas tiveram inicio os testes de

validacéo.
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Figura 19 - Espectros extraidos das analises cromat@ficas em Arranjo de Fotodiodo referente as

vitaminas nicotinamida, piridoxina, riboflavina e tiamina.
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Figura 21 - Cromatogramas de varredura dos espectsodas analises cromatograficas nas condi¢des
definitivas do método de analise de nicotinamida,ipdoxina, riboflavina e tiamina.

3.2. Determinacéo de Acetato de Tocoferol

De acordo com Basf (BASF, 2003) o acetato de tocbéemuito solivel em metanol,
e 0 uso deste foi suficiente para solubilizar eparar a solucdo padrdo. No preparo das
amostras foi necessario o uso de 5,0 ml de 4g0eP@ para dispersar os excipientes antes da
extracdo do acetato de tocoferol com metanol. Aidd@, discutida mais adiante, demonstrou

que esse procedimento foi suficiente para a exdrdgd&amostra num nivel aceitavel.
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O comprimento de onda de detec¢cdo adotado no mdtmddeterminado pela
avaliacdo do espectro do pico. Foi adotado um dosop de maximo, 285,5 nm, para a
analise dessa vitamina, o que forneceu ao cronat@guma linha de base limpida com uma
otima relacdo sinal-ruido — cerca de 400. A FigPamostra o espectro do acetato de

tocoferol extraido do cromatograma que correu emegara de comprimentos de onda.

Para a determinagdo da condi¢cdo cromatogréaficagreilise de acetato de tocoferol,
partiu-se de uma forca de eluente proxima a adopadaWielinsky e colaboradores na
determinacao de mudltiplas vitaminas lipossolUveBELINSKI e OLSZANOWSKI, 1999).
Assim, testou-se a eluicdo com acetonitrila. Oltada foi satisfatorio e desnecessario testar
outra condi¢cdo. Injetaram-se as solugdes placebmestra e verificou-se que n&o havia
interferéncia no tempo de retencédo do acetato cefaml (1,9 minutos). As Figura 23 e
Figura 24 mostram o cromatogramas dessa condigéovdeada. Observou-se que as outras
vitaminas foram eluidas proximas ao volume mortas solu¢cdes amostra e placebo,
formando um pico bem maior que o pico de acetatdodeferol. Na solucdo padrdo é

observado, além do acetato de tocoferol, um pioaimo ao volume morto correspondente

ao diluente.
0.2&; Acetato de Tocoferol
0.151
2 010 \
0.05-
] AN 2855
000 -— ~___ 342.5

T T T T T T
300.00 320.00 340.00 360.00 380.00 400.00
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I T I T
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Figura 22 - Espectro extraidos das analises cromat@dicas em Arranjo de Fotodiodo referente ao acetat
de tocoferol.
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Figura 23 - Cromatogramas das andlises cromatogré&fas nas condi¢des definitivas do método de anéloe
acetato de tocoferol.
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Figura 24 - Cromatogramas de varredura dos espectsodas analises cromatograficas nas condicdes
definitivas do método de andlise de acetato de tdeool.

3.3.Determinagéo de Cianocobalamina

A agua, na qual a cianocobalamina é muito soldfe¢lusada como solvente para
preparar a solucéo padrao e extrair a cianocobatada preparacao farmacéutica. Tomou-se
a precaucao de usar somente vidrarias ambar, psidugdo de cianocobalamina em pH
ligeiramente acido ou neutro esta sujeita a degéadfotolitica (BASF, 2003).

54



Um ponto critico na determinacdo de cianocobalaréimabaixa quantidade em que
ela estd presente na formulacdo (0,105 mg por domngm). Demos preferéncia em
desenvolver a metodologia deteccdo no UV/VIS porusea metodologia mais acessivel.
Apenas se ndo conseguisse um sinal acima do litmitpiantificacdo € que partiriamos para a
deteccdo por fluorescéncia, por ser uma técnicas rsansivel para essa espécie. O
comprimento de onda de detec¢do adotado para ksean@omatograficas foi 550,0 nm por
que, apesar de nao ser o de maior absortividattngo espectro da cianocobalamina (como
se observa na Figura 25, as absor¢cbes em 277,2 36,4 nm sdo mais acentuadas que
aquela verificada em 550,0 nm) a interferéncia déas vitaminas, praticamente sem

absortividade nesse comprimento de onda, € menor.

A fase movel inicialmente usada foi composta deaggmetanol na proporcéo de 70 :
30, mesma fase movel empregada por Hua-Bin Li emtsabalho de quantificacdo de
vitamina B12 em meio de fermentacdo e em prepariagéawmcéutica (LI, CHEN e JIANG,
2000). Alguns ajustes foram feitos e o uso de &uaetanol na propor¢do de 80 para 20
mostrou-se mais adequado. Para melhorar a razalergido do pico de cianocobalamina o
volume de injecédo foi aumentado para 4,0 pl. Uma $ensibilidade foi alcancada nessas
condi¢cdes, apresentando uma razao sinal-ruido éedé8vio padrdo de mdultiplas injecbes da
solucdo padréo inferior a 2,0%. Os cromatogramasageanalises podem ser vistos nas
Figura 26 e Figura 27.

Apos 2,0 minutos do inicio da andalise cromatogeafa observada uma perturbacao
na base do cromatograma semelhante a um pico idvef® espectro extraido da analise
nesse tempo indicou que a perturbacdo € devidosargdo da riboflavina, e deve ser
resultado da fluorescéncia desse composto no corapto de onda em que o cromatograma
foi obtido. Outra perturbacdo presente em todosromatogramas (das solucbes padrao,

amostra, placebo e diluente) a 0,25 minutos eléio@ada com o diluente das injecdes.
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Figura 25 - Espectro extraido das andlises cromatogficas em Arranjo de Fotodiodo referente a
cianocobalamina.
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Figura 26 - Cromatogramas das analises cromatografas nas condicdes definitivas do método de analde
cianocobalamina.
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Figura 27 - Cromatogramas de varredura dos espectsodas analises cromatograficas nas condicdes
definitivas do método de andlise de cianocobalamina

3.4.Validacao das metodologias analiticas
3.4.1. Adequacao de Sistema

A avaliacdo de que o sistema esta adequado paniagio dos testes de validacao foi
obtida fazendo cinco injecbes consecutivas de satlacdo padrdo. Os resultados desses
testes mostram que ndo houve variacao significatvaempo de retencdo dos ativos; o
desvio da area dos picos cromatogréaficos de cadanivia foi menor que 1,50%, sendo
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considerado aceitavel até dois por centos. A ayd@dialos parametros cromatograficos, tais
como pratos teoricos, simetria do pico e resoldig@mam nos valores esperados para estudos
de desenvolvimento de metodologias analiticas pBLQ@J nas condicbes das analises.
Concluindo assim que o sistema esta adequado pario dos testes de validagdo. Os

resultados de adequacao de sistema se apresergdrab®da 4 a Tabela 9
3.4.2. Especificidade

N&o houve qualquer substancia nas injecbes dasdsslplacebo, diluente ou fase
movel que pudessem interferir na quantificacdoatasstras ou do padréo. A avaliacdo da
pureza do pico, usando o software Empower 2, mlaca sua homogeneidade espectral com
os parametro dBurity Angle(angulo de pureza — PA)Tdreshold(limiar — TH). Se PA for
menor que TH significa que o espectro € homogéneo tpda extensdo da banda
cromatografica. Essa pureza foi alcancada paratosipicos, sendo assim, € possivel atribuir

0 pico cromatografico a um Unico componente.

Dessa forma pode-se afirmar que o método é espratfimprindo todos os requisitos
estabelecidos nessa avaliacdo. Os resultados deifesgade incluindo a pureza dos picos

sao apresentados nas Tabela 10 a Tabela 15.
3.4.3. Estabilidade de Solugbes

A avaliagdo da estabilidade das solu¢des analifaiafeita previamente aos outros
testes para que o preparo das solugBes e as andlsaatograficas fossem programados
dentro de um tempo no qual as solucbes fossemeestadv estabilidade das solucdes foi
avaliada por um periodo de 18 horas para as viesmicotinamida, piridoxina, riboflavina,
tiamina e acetato de tocoferol, e por 24 horas pacé&nocobalamina. Os resultados s&o
mostrados nos Grafico 1 ao Grafico 6, construidoarér das Tabela 16 a Tabela 21.
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Gréfico 1 - Estabilidade das solugdes analiticas aécotinamida (% x horas)
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Gréfico 2 - Estabilidade das solucdes analiticas géridoxina (% x horas).
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Gréfico 3 - Estabilidade das solucgdes analiticas diboflavina (% x horas).
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Gréfico 4 - Estabilidade das solugdes analiticas diamina (% x horas).
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Gréfico 5 - Estabilidade das solucdes analiticas @eetato de tocoferol (% x horas).
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Gréfico 6 - Estabilidade das solucdes analiticas @&nocobalamina (% x horas).
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Pode-se concluir com esse estudo que, com exaecdolucdo padrdo da vitamina
tiamina, todas as outras sdo estaveis por 18 hbtas.como a analise de nicotinamida,
piridoxina, riboflavina e tiamina sdo simultaneaempo maximo que deve decorrer desde o
preparo das solucfes até o termino da sequénca nmeodo € de 6 horas, que corresponde
ao periodo em que o resultado de teor da tiaminsohgdo padrdo encontra-se dentro de
uma faixa de * 2,0% do valor inicial.

O Grafico 4 apresenta o comportamento decrescentaiva do teor de tiamina da
solucédo padrao, e com menos intensidade da soamastra, com o decorrer do tempo. A
degradacédo observada para a tiamina deve ter si@gionada porque o anel tiazolio da
tiamina decompde-se muito rdpido em solu¢des abk=lio pH das solu¢des padrédo e amostra
€ 9,0) (BASF, 2003). Washabaugh e colaboradorneslaaam a cinética da degradacao do
anel tiazolio da tiamina em uma faixa de pH del3 ae propuseram que a degradacédo em pH
bésico ocorre por meio da adi¢do nucleofilica doHmroxido ao carbono existente entre o
nitrogénio positivo e o heteroatomo de enxofre. siritura intermediaria formada %Té
instavel e o0 anel se rompe, formando uma estraiticica (2) (WASHABAUGH, YANG et
al., 1992). A Figura 28 apresenta o esquema dessenimerade degradacdo proposto por

Washabaugh e colaboradores.

.
R R. R j
L N HO- N | R N7
—— H —_—
S H
1 To 2

Figura 28 - Esquema da degradacao do anél tiazolimdiamina em pH basico. O equilibrio é deslocado pa
a direita.

As solucBes analiticas preparadas para a deter@winde acetato de tocoferol, e
aquelas preparadas para a determinacéo de ciateroatea demonstraram-se estaveis por um
periodo de respectivamente 18 e 24 horas, e ege®sstempos maximos que podem

decorrer desde o preparo das solucdes até o tédagmanalises cromatogréficas.
3.4.4. Linearidade

A linearidade do método foi avaliada para cadamiita pelo calculo do coeficiente

de correlacéo linear, equacdo da reta e seus ossflo método dos minimos quadrados.
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Nas Tabela 22 a Tabela 39 se apresentam os resuliad analises cromatogréficas para o
teste de linearidade. Os resultados da regress@ar le seus residuos sdo apresentados nos
Gréfico 7 ao Gréfico 18.
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Grafico 7 - Equacéo da reta obtida pela regressédaiear - Nicotinamida
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Gréfico 8 - Distribui¢éo dos erros residuais - Nictinamida
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Gréafico 9 - Equacao da reta obtida pela regressaaikear - Piridoxina.
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Gréfico 10 - Distribuigdo dos erros residuais - Pidoxina.
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Gréfico 11 - Equacgéo da reta obtida pela regressamear - Riboflavina.
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Gréafico 12 - Distribuigdo dos erros residuais - Ribflavina.
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Grafico 13 - Equacéo da reta obtida pela regressamear - Tiamina.
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Grafico 14 - Distribuicdo dos erros residuais - Tianma.

65



Areas (UA)

Erro residual

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

60% 70% 80% 90% 100% 110% 120% 130% 140%
Concentragéo (%)

Gréfico 15 - Equacgéo da reta obtida pela regressamear - Acetato de Tocoferol.
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Gréfico 16 - Distribuicdo dos erros residuais - Adato de Tocoferol.
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Gréfico 17 - Equagéo da reta obtida pela regressamear - Cianocobalamina.
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Gréafico 18 - Distribuicdo dos erros residuais - Cinocobalamina.

Os coeficientes de correlacao linear (R) encongrgora as respostas de todas as
vitaminas foram superiores a 0,998. Segundo KasakéiAZAKEVICH e LOBRUTTO,
2007), um valor de R acima de 0,990 é suficienta damonstrar a linearidade de um método

para a determinac¢ao do teor de produto farmacéutico
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O desvio padrao relativo residual é aceitavel sesgmtar um valor menor que 2,0%.
A Tabela 1 mostra a diferenca residual percentaatatia analise cromatografica para cada
ativo e os resultados dos desvios padrao relasismlual. Para todos os componentes foram

encontrados valores dentro do limite aceitavel,8&02

Tabela 1 - Analise do desvio padréo relativo (DPR)esidual.

Composto Nicotinam.  Piridox.  Riboflav. Tiamina Ac. Tocof. Cianocob.
98,78% 99,73%  98,40%  99,61%  100,32%  101,39%
99,08% 100,09% 98,67%  99,72%  100,31%  101,83%
98,99% 100,16% 98,66%  99,79%  100,33% 98,87%

101,62%  100,37% 102,93% 100,68%  99,93% 99,12%
99,48% 101,63% 99,47%  99,93%  100,35%  101,86%
98,93% 100,88% 98,81%  99,07%  100,29% 99,45%
99,98% 99,36%  98,86%  100,14%  99,59% 98,56%
98,84% 100,63% 98,99%  99,00% 99,34% 100,33%

100,52%  102,34% 100,63% 100,58% 100,32%  100,10%
99,03% 99,97%  99,08%  99,09% 99,76% 99,78%
99,61% 100,79%  99,72%  99,94% 99,58% 99,62%
99,15% 99,96%  99,23%  99,26% 99,73% 101,99%

101,12%  101,24% 101,26% 101,07% 100,70%  101,06%

101,03%  101,68% 100,98% 101,27%  99,75% 101,74%

100,69%  101,35% 100,63% 100,67%  99,85% 100,19%
99,28% 99,37%  99,22%  98,98% 99,66% 100,99%
98,62% 98,38%  98,52%  97,87% 99,89% 100,67%
98,75% 98,19%  98,62%  97,87% 99,66% 99,42%

100,13% 99,91%  100,20% 100,42%  100,06% 99,15%

101,46%  101,15% 101,55% 101,65%  99,76% 99,84%

101,71%  100,63% 102,69% 101,70%  99,99% 99,50%

Desvio residual percentual por injecdo para cada ativo

DPR (%)

1,05% 1,04% 1,37% 1,08% 0,35% 1,07%
Residual

3.4.5. Precisao

Os resultados para o teste de precisao estdo stima Tabela 2, que mostra o
desvio padrao relativo das preparacdes de cadstanalo desvio de todas as preparacoes
para a mesma vitamina. Os resultados de cadaamdiao relatados nas Tabela 40 a Tabela
57.
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Tabela 2 - Resultados das precisdes - Desvio padid® multiplas preparagdes.

Analito Pre_ciséo Pre_ciséo Precis_f?}o_
Analista 1* Analista 2* Intermediaria*
Nicotinamida 1,19 0,61 0,90
Piridoxina 1,13 0,63 0,88
Riboflavina 1,15 0,81 0,98
Tiamina 1,10 0,72 0,91
Acetato de Tocoferol 0,42 1,05 0,74
Cianocobalamina 1,10 0,95 1,03

*Desvio padréo relativo (%) das multiplas preparacdes

Todos os desvios foram menores que 2,0%. Desvigedhaomo este sdo dificeis de
serem alcancados quando o tratamento da amodtiia e procedimentos mais complexos,

como extracdo liquido-liquido ou derivatizacoes.
3.4.6. Exatidao

Para avaliar a exatiddo determinou-se a eficiémdaextracdo dos ativos no
procedimento de preparo das amostras. Os valorésodeencontrados para cada nivel de
concentracdo preparado sdo mostrados nas Tabeld &Bela 63. Os resultados das médias
em cada nivel estdo resumidos na Tabela 3 e apadesmos Grafico 19 ao Grafico 24. Os
limites maximo e minimo das barras delimitam a&egle + 2,0% relativo ao valor tedrico do
nivel. Também sdo apresentados os valores maximonano obtidos na avaliacdo de

exatidao.

Tabela 3 - Recuperacao das vitaminas no teste de @gao.

Analito Nivel

80% 100% 120%
Nicotinamida 100,3 100,0 100,5
Piridoxina 99,1 99,1 99,4
Riboflavina 100,0 100,3 100,9
Tiamina 100,4 100,8 101,3
Acetato de Tocoferol 100,4 99,4 99,5
Cianocobalamina 100,2 100,3 99,9
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Grafico 19 - Representagao grafica dos valores dacuperacao - nicotinamida.
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Grafico 20 - Representacao gréafica dos valores dacuperacao - piridoxina.
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Grafico 21 - Representacgao gréafica dos valores dacuperacao - riboflavina.
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Grafico 22 - Representagao grafica dos valores dacuperacao - tiamina.
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Grafico 23 - Representagao grafica dos valores dacuperacao - acetato de tocoferol.
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Grafico 24 - Representagao grafica dos valores dacuperacao - cianocobalamina.

Considerando que o grau de recuperacdo aceito esdté 98,0% e 102,0%
(KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007) pode-se concluir goemétodo é exato nas condi¢des

propostas.
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3.4.7. Robustez das metodologias analiticas

O estudo da robustez de metodologia analitica fangjado para confrontar os
resultados de teor e dos principais parametros atagraficos contra as variacbes das
condicbes originais do método que podem ter maifluéncia nos resultados. Assim, a
variagdo do fluxo da fase movel, da composicdo ase fmével, do lote da coluna
cromatografica, da temperatura da coluna e do pkaga movel, quando aplicaveis, foram
escolhido para essa avaliacdo. Os parametros @vslfaram: o desvio padrao relativo das
injecdes da solucdo padrao, a eficiéncia da sef@ar@gimero de pratos tedricos), a simetria
do pico, o fator capacidade, e tempo de retencéo,variacdo do teor das amostras. Os
resultados estdo reportados nas Tabela 64 a T@betamostram que ndo houve desvios
significativos nesses parametros, o que significa @ método € robusto frente as variacdes

propostas.
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4. CONCLUSOES

 Foram estabelecidos trés métodos para a deterrninded 6 vitaminas
presentes em comprimido de polivitaminico — niamida (10,5 mg),
piridoxina (10,5 mg), riboflavina (10,5 mg), tiamin10,5 mg), acetato de
tocoferol (10,5 mg) e cianocobalamina (10,5 ng).

* Nos trés métodos foi usada coluna de UPLC, comnhmaas particulas de
silica na ordem de 1,7 um que possibilitou querddisies fossem feitas em
tempo 5 a 10 vezes inferior aos comumente encadrad literatura, 2,5
minutos para as analises de acetato de tocofemarecobalamina e 2,5
minutos para a analise em uma Unica analise crgmidica das outras 4
vitaminas.

 Os baixos tempos de analise cromatografica dos dogtalesenvolvidos
representam economia de reagente e solvente.

* As fases moveis usadas nos métodos desenvolvidas esnstituidas por
solventes e tampdes compativeis com a deteccaespectrometria de massa,
pelo que torna as condi¢gbes cromatogréaficas congimttom essa tecnologia.

* As metodologias foram individualmente validadas eesultados demonstram
gue os métodos sdo confiaveis para as aplicacéengidas.

A simplicidade do processo faz com que ele sejatandesejavel para
laboratorios de controle de qualidade de industfi@asnacéuticas que
manipulem este tipo de formulacéo.

* O problema do baixo nivel de vitamina B12 na folgéb foi solucionado
pelo emprego de um método especifico e otimizaqmasd essa analise.

* Dado o interesse regional e buscando maior aprgé@mantre a universidade
e o setor produtivo, este trabalho visou atendea demanda especifica da
industria farmacéutica local, contribuindo paraesehvolvimento do estado de

Goias.
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6. ANEXOS

Tabela 4 - Resultados de adequacéo do sistema - Nicamida.

Parametro Especificagdo Resultado
Desvio Padréo Relativo (DPR) £2,0% 0,85
Eficiéncia da Separagédo (N° de Pratos Tedricos) 22000 4168,26
Fator de Cauda (Simetria do Pico) entre 0,8 e 2,0 1,22
Resolucéo 220 4,95
K’ (Fator de Capacidade) 21,0 1,19
Tempo de Retencao informativo 0,37
Tabela 5 - Resultados de adequacéo do sistema - gokina.
Parametro Especificagdo Resultado
Desvio Padréo Relativo (DPR) <2,0% 1,11
Eficiéncia da Separagédo (N° de Pratos Tedricos) 22000 3651,65
Fator de Cauda (Simetria do Pico) entre 0,8 e 2,0 1,86
Resolucao =220 4,95
K’ (Fator de Capacidade) 21,0 1,99
Tempo de Retencao informativo 0,51
Tabela 6 - Resultados de adequacao do sistema - filagina.
Parametro Especificacdo Resultado
Desvio Padrédo Relativo (DPR) £2,0% 0,83
Eficiéncia da Separagédo (N° de Pratos Tedricos) 22000 4413,96
Fator de Cauda (Simetria do Pico) entre 0,8 e 2,0 1,24
Resolucao =220 6,21
K’ (Fator de Capacidade) =210 34
Tempo de Retencao informativo 0,67
Tabela 7 - Resultados de adequacéo do sistema - tiam
Parémetro Especificagdo  Resultado
Desvio Padréo Relativo (DPR) <2,0% 1,49
Eficiéncia da Separacgédo (N° de Pratos Tedricos) 2 2000 5569,64
Fator de Cauda (Simetria do Pico) entre 0,8 e 2,0 1,8
Resolucao =220 15,18
K’ (Fator de Capacidade) =210 9,53
Tempo de Retencao informativo 1,79
Tabela 8 - Resultados de adequacéo do sistema - atetde tocoferol.
Parémetro Especificagdo  Resultado
Desvio Padréo Relativo (DPR) <2,0% 0,43
Eficiéncia da Separacdo (N° de Pratos Teéricos) 22000 7979,2
Fator de Cauda (Simetria do Pico) entre 0,8 e 2,0 1,08
Resolucéo 220 n/a
K’ (Fator de Capacidade) 21,0 9,89
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Tempo de Retencao informativo 1,85

Tabela 9 - Resultados de adequacéo do sistema - @aabalamina.

Parametro Especificagdo Resultado
Desvio Padréo Relativo (DPR) <2,0% 1,48
Eficiéncia da Separacdo (N° de Pratos Teéricos) 22000 4312,13
Fator de Cauda (Simetria do Pico) entre 0,8 e 2,0 1,24
Sinal Ruido =>10,0 67,72
K’ (Fator de Capacidade) 21,0 5,55
Tempo de Retencao informativo 1,11

Tabela 10 - Resultados de especificidade/seletividad Nicotinamida.

Concentragao E=100-1
Solucéo Especificacéo Corrigida (%) (%) PA TH

Padrao 100% PA<TH 100,00% - 2,307 3,805

Fase movel E de 98 % a 102% 0,00% 100,00% - -

Solugéo diluente  E de 98 % a 102% 0,00% 100,00% - -
Solugédo amostra PA<TH 100,50% - 0,879 2,206

Solucgéo placebo 98% a 102% 0,00% 100,00% - -
Legenda: E = Especificidade ; | = Interferéncia ; PA = Purity Angle , TH = Threshold , - = ndo aplicavel

Tabela 11 - Resultados de especificidade/seletividad piridoxina.

Concentragao E=100-1
Solucéo Especificacdo Corrigida (%) (%) PA TH

Padrédo 100% PA<TH 100,00% - 1,269 2,115

Fase movel E de 98 % a 102% 0,00% 100,00% - -

Solucéo diluente  E de 98 % a 102% 0,00% 100,00% - -
Solugédo amostra PA<TH 98,56% - 1,047 1,374

Solucgéo placebo 98% a 102% 0,00% 100,00% - -
Legenda: E = Especificidade ; | = Interferéncia ; PA = Purity Angle , TH = Threshold , - = ndo aplicavel

Tabela 12 - Resultados de especificidade/seletividaeriboflavina.

Concentracdo E=100-1
Solucéo Especificacéo Corrigida (%) (%) PA TH

Padrdo 100% PA<TH 100,00% - 0,947 1,833

Fase movel E de 98 % a 102% 0,00% 100,00% - -

Solucéo diluente  E de 98 % a 102% 0,00% 100,00% - -
Solugédo amostra PA<TH 100,75% - 0,88 1,124

Solugéo placebo 98% a 102% 0,00% 100,00% - -
Legenda: E = Especificidade ; | = Interferéncia ; PA = Purity Angle , TH = Threshold , - = ndo aplicavel

Tabela 13 - Resultados de especificidade/seletividadtiamina.

Concentracdo E=100-1
Solucéo Especificacéo Corrigida (%) (%) PA TH
Padréo 100% PA<TH 100,00% - 1,579 7,945
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Fase movel E de 98 % a 102%

0,00% 100,00% -
Solugéo diluente  E de 98 % a 102% 0,00% 100,00% -
Solugcédo amostra PA<TH 100,43% - 2,19 6,691
Solugéo placebo 98% a 102% 0,00% 100,00% -
Legenda: E = Especificidade ; | = Interferéncia ; PA = Purity Angle , TH = Threshold , - = ndo aplicavel

Tabela 14 - Resultados de especificidade/seletividae acetato de tocoferol.

Concentragao E=100-1
Solucéo Especificacdo Corrigida (%) (%) PA TH
Padrédo 100% PA <TH 100,00% - 2,697 3,521
Fase movel E de 98 % a 102% 0,00% 100,00% - -
Solucéo diluente  E de 98 % a 102% 0,00% 100,00% - -
Solugédo amostra PA<TH 105,50% - 1,979 3,068
Solucgéo placebo 98% a 102% 0,00% 100,00% - -
Legenda: E = Especificidade ; | = Interferéncia ; PA = Purity Angle , TH = Threshold , - = ndo aplicavel
Tabela 15 - Resultados de especificidade/seletividae cianocobalamina.
Concentracdo E=100-1
Solucéo Especificacdo Corrigida (%) (%) PA TH
Padrdo 100% PA<TH 100,00% - 1,705 2,232
Fase movel E de 98 % a 102% 0,00% 100,00% - -
Solucéo diluente  E de 98 % a 102% 0,00% 100,00% - -
Solugédo amostra PA <TH 97,37% - 3,095 4,342
Solugéo placebo 98% a 102% 0,00% 100,00% - -
Legenda: E = Especificidade ; | = Interferéncia ; PA = Purity Angle , TH = Threshold , - = ndo aplicavel

Tabela 16 - Estabiliadade da solucéo - variagcdo daspostas (%) em funcéo do tempo — nicotinamida

Tempo (H) 0 6 12 18
Padréo 0,00 0,43% 0,55% 0,02%
Amostra 0,00% 0,56% 0,47% 1,29%

Tabela 17 - Estabiliadade da solucgéo - variacdo daspostas (%) em funcdo do tempo - piridoxina

Tempo (H) 0 6 12 18
Padréo 0,006 0,61% 0,10% 0,00%
Amostra 0,009 -0,21% 0,36% -0,22%

Tabela 18 - Estabiliadade da solugéo - variagcdo daspostas (%) em funcéo do tempo - riboflavina

Tempo (H) 0 6 12 18
Padrédo 0,00 0,93% 0,05% -0,16%
Amostra 0,000 050% 051% 0,91%

Tabela 19 - Estabiliadade da solucgéo - variacdo daspostas (%) em fun¢do do tempo - tiamina.

Tempo (H) 0 6 12 18
Padréo 0,00% -1,43% -4,06% -6,17%
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Amostra 0,00%0 -0,45% -0,59% -0,80%

Tabela 20 - Estabiliadade da solugéo - variacdo daspostas (%) em funcdo do tempo - acetato de tocobér

Tempo (H) 0 6 12 18
Padréao 0,00% -0,66% 0,46% 0,56%
Amostra 0,00 0,02% -0,13% 0,27%

Tabela 21 - Estabiliadade da solugéo - variacdo daspostas (%) em funcéo do tempo — cianocobalamina.

Tempo (H) 0 6 12 18 24
Padréo 0,00% -056% 0,61% -0,33% 0,55%
Amostra 0,000 -0,40% -0,30% -0,13% 0,41%

Tabela 22 - Demonstrativo das areas obtidas nos diémtes niveis de concentragdo para o teste de
linearidade - nicotinamida.

% Concentracéo (mg/mL) Areas (uUA) Média Areas (UA)

80799

70% 0,037 81039 80936
80969
94958

80% 0,042 92963 93457
92450
105084

90% 0,047 103878 104869
105644
115624

100% 0,053 116297 115894
115760
129843

110% 0,058 129726 129621
129293
139049

120% 0,063 138129 138496
138309
151916

130% 0,068 153932 153383
154302

Tabela 23 - Regressao linear dos dados da linearidad Nicotinamida.

Parametro Especificacdo Valor
a - intercepto informativo 220,4
b coeficiente angular informativo 116533
Equacdo da Reta informativo y = 116533x + 220,4
R coeficiente de
correlacao > 0,99 0,9990
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Tabela 24 - Demonstrativo das somas dos residuos par teste de linearidade - Nicotinamida.

Conc. (%) Area prevista (UA) Residuos (uA) Residuos (%)

81793 -994 -1,22%

70% 81793 -754 -0,92%
81793 -824 -1,01%

93447 1511 1,62%

80% 93447 -484 -0,52%
93447 -997 -1,07%

105100 -16 -0,02%

90% 105100 -1222 -1,16%
105100 544 0,52%

116753 -1129 -0,97%

100% 116753 -456 -0,39%
116753 -993 -0,85%

128407 1436 1,12%

110% 128407 1319 1,03%
128407 886 0,69%

140060 -1011 -0,72%

120% 140060 -1931 -1,38%
140060 -1751 -1,25%

151713 203 0,13%

130% 151713 2219 1,46%
151713 2589 1,71%

Soma Residual -1855 -3,19%

Tabela 25 - Demonstrativo das areas obtidas nos diémtes niveis de concentragdo para o teste de
linearidade - Piridorina

% Concentracéo (mg/mL) Areas (uUA) Média Areas (UA)

39249

70% 0,037 39387 39351
39418
45813

80% 0,042 46389 46082
46044
51603

90% 0,047 52264 52340
53152
58207

100% 0,053 58682 58364
58204
65318

110% 0,058 65601 65435
65386
70358

120% 0,063 69658 69847
69524
77025

130% 0,068 77982 77529
77580
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Tabela 26 - Regressao linear dos dados da linearidad Piridoxina.

Parametro Especificacdo Valor
a - intercepto informativo -4679,9
b coeficiente angular informativo 62905
Equacao da Reta informativo y = 62905x + -4679,9
R coeficiente de
correlacdo > 0,99 0,9995

Tabela 27 - Demonstrativo das somas dos residuos par teste de linearidade - Piridoxina.

Conc. (%) Area prevista (UA) Residuos (uUA) Residuos (%)
39353 -104 -0,27%
70% 39353 34 0,09%
39353 65 0,16%
45644 169 0,37%
80% 45644 745 1,63%
45644 400 0,88%
51934 -331 -0,64%
90% 51934 330 0,63%
51934 1218 2,34%
58225 -18 -0,03%
100% 58225 457 0,79%
58225 -21 -0,04%
64515 803 1,24%
110% 64515 1086 1,68%
64515 871 1,35%
70806 -448 -0,63%
120% 70806 -1148 -1,62%
70806 -1282 -1,81%
77096 -71 -0,09%
130% 77096 886 1,15%
77096 484 0,63%
Soma Residual 4125 7,82%

Tabela 28 - Demonstrativo das areas obtidas nos diémtes niveis de concentragdo para o teste de
linearidade - Riboflavina.

% Concentragdo (mg/mL) Areas (UA) Média Areas (UA)

339571

70% 0,037 340498 340178
340466
406165

80% 0,042 392512 396194
389904
439042

90% 0,047 439642 441866
446913
489112

100% 0,053 492244 490390
489813
550007

0,058 548468 548345

110%
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546561

588056
120% 0,063 583916 585482
584474

643498
130% 0,068 652115 651702
659493

Tabela 29 - Regressao linear dos dados da linearidad Riboflavina.

Parametro Especificagédo Valor
a - intercepto informativo -1552,7
b coeficiente angular informativo 495189
Equacdo da Reta informativo y = 495189x + -1552,7
R coeficiente de
correlacdo > 0,99 0,9980

Tabela 30 - Demonstrativo das somas dos residuos par teste de linearidade - Riboflavina.

Conc. (%) Area prevista (UA) Residuos (uA) Residuos (%)

345079 -5508 -1,60%

70% 345079 -4581 -1,33%
345079 -4613 -1,34%

394598 11567 2,93%

80% 394598 -2086 -0,53%
394598 -4694 -1,19%

444117 -5075 -1,14%

90% 444117 -4475 -1,01%
444117 2796 0,63%

493636 -4524 -0,92%

100% 493636 -1392 -0,28%
493636 -3823 -0,77%

543155 6852 1,26%

110% 543155 5313 0,98%
543155 3406 0,63%

592674 -4618 -0,78%

120% 592674 -8758 -1,48%
592674 -8200 -1,38%

642192 1306 0,20%

130% 642192 9923 1,55%
642192 17301 2,69%

Soma Residual -3883 -2,87%

Tabela 31 - Demonstrativo das areas obtidas nos diémtes niveis de concentragdo para o teste de
linearidade - Tiamina.

% Concentragéo (mg/mL) Areas (UA) Média Areas (UA)
90078
70% 0,037 90179 90166
90242
80% 104925
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0,042 104138 104102
103244
118157
90% 0,047 116815 117885
118684
130587
100% 0,053 131701 131032
130808
147124
110% 0,058 147418 147027
146539
157725
120% 0,063 155953 156544
155955
173865
130% 0,068 175979 175304
176068
Tabela 32 - Regresséo linear dos dados da linearidad Tiamina.
Parametro Especificagédo Valor
a - intercepto informativo -6051,3
b coeficiente angular informativo 137831
Equacdo da Reta informativo y =137831x + -6051,3
R coeficiente de
correlacdo > 0,99 0,9993

Tabela 33 - Demonstrativo das somas dos residuos par teste de linearidade - Tiamina.

Conc. (%) Area prevista (UA) Residuos (uUA) Residuos (%)
90431 -353 -0,39%
70% 90431 -252 -0,28%
90431 -189 -0,21%
104214 711 0,68%
80% 104214 -76 -0,07%
104214 -970 -0,93%
117997 160 0,14%
90% 117997 -1182 -1,00%
117997 687 0,58%
131780 -1193 -0,91%
100% 131780 -79 -0,06%
131780 -972 -0,74%
145563 1561 1,07%
110% 145563 1855 1,27%
145563 976 0,67%
159346 -1621 -1,02%
120% 159346 -3393 -2,13%
159346 -3391 -2,13%
173130 735 0,42%
130% 173130 2849 1,65%
173130 2938 1,70%
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Soma Residual -1199 -1,68%

Tabela 34 - Demonstrativo das areas obtidas nos diémtes niveis de concentragdo para o teste de
linearidade - Acetato de Tocoferol.

% Concentragéo (mg/mL) Areas (UA) Média Areas (UA)

35020

70% 0,074 35016 35020
35024
40007

80% 0,084 40177 40112
40152
44977

90% 0,095 44866 45050
45308
50168

100% 0,105 50078 50134
50155
55805

110% 0,116 55279 55473
55335
60336

120% 0,126 60474 60382
60337
65711

130% 0,137 65512 65628
65661

Tabela 35 - Regressao linear dos dados da linearidad Acetato de Tocoferol.

Parametro Especificacdo Valor
a - intercepto informativo -981,9
b coeficiente angular informativo 51271
Equacao da Reta informativo y =51271x +-981,9
R coeficiente de
correlacdo > 0,99 0,9998

Tabela 36 - Demonstrativo das somas dos residuos par teste de linearidade - Acetato de Tocoferol.

Conc. (%) Area prevista (UA) Residuos (uUA) Residuos (%)
34908 112 0,32%
70% 34908 108 0,31%
34908 116 0,33%
40035 -28 -0,07%
80% 40035 142 0,35%
40035 117 0,29%
45162 -185 -0,41%
90% 45162 -296 -0,66%
45162 146 0,32%
100% 50289 -121 -0,24%
50289 -211 -0,42%
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50289 -134 -0,27%

55416 389 0,70%
110% 55416 -137 -0,25%
55416 -81 -0,15%
60543 -207 -0,34%
120% 60543 -69 -0,11%
60543 -206 -0,34%
65670 41 0,06%
130% 65670 -158 -0,24%
65670 -9 -0,01%
Soma Residual -674 -0,81%

Tabela 37 - Demonstrativo das areas obtidas nos diémtes niveis de concentragdo para o teste de
linearidade - Cianocobalamina.

% Concentragéo (mg/mL) Areas (UA) Média Areas (UA)

9534

70% 0,00294 9576 9469
9297
10593

80% 0,00336 10886 10702
10628
11798

90% 0,00378 12010 11930
11982
13224

100% 0,00420 13203 13315
13517
14691

110% 0,00462 14790 14682
14565
15977

120% 0,00504 15926 15877
15728
16958

130% 0,00546 17077 17018
17018

Tabela 38 - Regressao linear dos dados da linearidad Cianocobalamina.

Parametro Especificagédo Valor
a - intercepto informativo 420,4 (3,00%)
b coeficiente angular informativo 12833
Equacdo da Reta informativo y =12833x +420,4
R coeficiente de
correlacdo > 0,99 0,9986

Tabela 39 - Demonstrativo das somas dos residuos par teste de linearidade - Cianocobalamina.

Conc. (%) Area prevista (UA) Residuos (uA) Residuos (%)
9404 130 1,39%
70% ’
° 9404 172 1,83%
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9404 -107 -1,13%

10687 -94 -0,88%

80% 10687 199 1,86%
10687 -59 -0,55%

11970 -172 -1,44%

90% 11970 40 0,33%
11970 12 0,10%

13254 -30 -0,22%

100% 13254 -51 -0,38%
13254 263 1,99%

14537 154 1,06%

110% 14537 253 1,74%
14537 28 0,19%

15820 157 0,99%

120% 15820 106 0,67%
15820 -92 -0,58%

17104 -146 -0,85%

130% 17104 -27 -0,16%
17104 -86 -0,50%

Soma Residual 653 5,46%

Tabela 40 - Resultados de precisao - repetibilidadeNicotinamida (1° dia - Analista 1).

Preparacéo Leitura Area (UA) Area Média (UA)

1 114666

1 114671
2 114676
1 115300

2 115166
2 115032
1 114065

3 5 114719 114392

4 1 114894 115016
2 115137
1 113902

5 5 113426 113664

6 1 116681 117661
2 118640

Desvio Padrao Relativo (DPR) 1,19%

Tabela 41 - Resultados de preciséo - repetibilidadeNicotinamida (2° dia - Analista 2).

Preparacéo Leitura Area (UA) Area Média (UA)

7 1 115278 115610
2 115942
1 115557

8 115872
2 116186

9 1 114724 114740
2 114755
1 114487

10 5 113650 114069
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115606

11 L 114897
2 114188
12 L 115040 115715
2 116390
Desvio Padréo Relativo (DPR) 0,61%
Tabela 42 - Resultados de precisdo intermediaria -idbtinamida.
Preparacio Area Média Preparacio Area Média
parag Corrigida (uA) parag Corrigida (uA)
1 114671 7 115610
2 115166 8 115872
3 114392 9 114740
4 115016 10 114069
5 113664 11 114897
6 117661 12 115715
Desvio Padrao Relativo (DPR) 0,90%

Tabela 43 - Resultados de precisao - repetibilidadePiridoxina (1° dia - Analista 1).

Preparacgao Leitura Area (UA) Area Média (uA)

1 58198

1 5 58235 58217

2 1 59303 58757
2 58210
1 57670

3 5 58013 57842

4 L 58086 58103
2 58119
1 57445

5 5 57173 57309

6 L 08631 59154
2 59677

Desvio Padréo Relativo (DPR) 1,13%

Tabela 44 - Resultados de precisao - repetibilidadePiridoxina (2° dia - Analista 2).

Preparacgao Leitura Area (uUA) Area Média (uA)

1 58586

7 58243
2 57900
1 57931

8 5 58268 58100

9 1 57531 57537
2 57542
1 57588

10 5 57135 57362
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57988

11 L 57594
2 57199
12 1 57703 58063
2 58422
Desvio Padréo Relativo (DPR) 0,63%
Tabela 45 - Resultados de precisdo intermediaria -iftloxina.
Preparacio Area Média Preparacio Area Média
parag Corrigida (uA) parag Corrigida (uA)
1 58217 7 58243
2 58757 8 58100
3 57842 9 57537
4 58103 10 57362
5 57309 11 57594
6 59154 12 58063
Desvio Padrao Relativo (DPR) 0,95%

Tabela 46 - Resultados de preciséo - repetibilidadeRiboflavina (1° dia - Analista 1).

Preparacgao Leitura Area (UA) Area Média (uA)

1 487739

1 2 488074 487907

2 1 490399 489812
2 489224
1 485081

3 5 488060 486571

4 L 488793 489066
2 489338
1 484470

5 5 482871 483671

6 1 495718 500176
2 504634

Desvio Padréo Relativo (DPR) 1,15%

Tabela 47 - Resultados de precisao - repetibilidadeRiboflavina (2° dia - Analista 2).

Preparacgao Leitura Area (uUA) Area Média (uA)
7 ; jggiig 490981
8 : ppovdi 492761
9 ; j;?gig 483317
10 . patpe 484845
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491266

11 L 488243
2 485219
12 1 488966 492224
2 495482
Desvio Padrédo Relativo (DPR) 0,81%
Tabela 48 - Resultados de precisédo intermediaria -iBoflavina.
Preparacio Area Média Preparacio Area Média
parag Corrigida (uA) parag Corrigida (uA)
1 487907 7 490981
2 489812 8 492761
3 486571 9 483317
4 489066 10 484845
5 483671 11 488243
6 500176 12 492224
Desvio Padrao Relativo (DPR) 0,95%

Tabela 49 - Resultados de precisao - repetibilidadeTiamina (1° dia - Analista 1).

Preparacgao Leitura Area (UA) Area Média (uA)

1 133228

1 5 133313 133271

2 1 133922 133755
2 133587
1 132296

3 5 133098 132697

4 L 133579 133707
2 133835
1 131839

5 5 131095 131467

6 1 134650 135919
2 137187

Desvio Padréo Relativo (DPR) 1,10%

Tabela 50 - Resultados de precisao - repetibilidadeTiamina (2° dia - Analista 2).

Preparacgao Leitura Area (uUA) Area Média (uA)
I
1 e
9 ; 12?3?3 132153
10 . oo 131134
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133202

11 L 132070
2 130937
12 1 132435 133220
2 134005
Desvio Padrédo Relativo (DPR)) 0,72%
Tabela 51 - Resultados de precisdo intermediaria - dimina.
Preparacio Area Média Preparacio Area Média
parag Corrigida (uA) parag Corrigida (uA)
1 133271 7 133029
2 133755 8 133783
3 132697 9 132153
4 133707 10 131134
5 131467 11 132070
6 135919 12 133220
Desvio Padrao Relativo (DPR) 0,96%

Tabela 52 - Resultados de preciséo - repetibilidadeAcetato de Tocoferol (1° dia - Analista 1).

Preparacgao Leitura Area (UA) Area Média (uA)

1 52076

1 5 52335 52206

2 1 52318 52103
2 51888
1 52192

3 5 59511 52352

4 L 52294 52094
2 51894
1 52889

5 2 52468 52679

6 1 52487 52318
2 52149

Desvio Padréo Relativo (DPR) 0,42%

Tabela 53 - Resultados de precisao - repetibilidadeAcetato de Tocoferol (2° dia - Analista 2).

Preparacgao Leitura Area (uUA) Area Média (uA)
7 ; 221;8 51810
8 : e 51140
I
10 . e 51108
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51336

11 L 51704
2 52071
12 1 52626 52295
2 51963
Desvio Padréo Relativo (DPR) 1,05%
Tabela 54 - Resultados de precisdo intermediaria -o&tato de Tocoferol.
Preparacio Area Média Preparacio Area Média
parag Corrigida (uA) parag Corrigida (uA)
1 52206 7 51810
2 52103 8 51140
3 52352 9 52363
4 52094 10 51108
5 52679 11 51704
6 52318 12 52295
Desvio Padrao Relativo (DPR) 0,94%

Tabela 55 - Resultados de preciséo - repetibilidadeCianocobalamina (1° dia - Analista 1).

Preparacgao Leitura Area (UA) Area Média (uA)

1 12996

1 5 12986 12991

2 1 12743 12764
2 12785
1 13006

3 5 13189 13098

4 L 13053 13112
2 13171
1 12849

5 2 13174 13012

6 1 12912 12826
2 12740

Desvio Padréo Relativo (DPR) 1,10%

Tabela 56 - Resultados de precisao - repetibilidadeCianocobalamina (2° dia - Analista 2).

Preparacgao Leitura Area (uUA) Area Média (uA)
7 ; Eggg 12896
8 : ppany 12799
9 ; iggg? 13163
10 . ppoe 12999
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13011

11 L 13008
2 13004
12 1 13085 12929
2 12772
Desvio Padréo Relativo (DPR) 0,95%
Tabela 57 - Resultados de preciséo intermediaria -i@hocobalamina.
Preparacio Area Média Preparacio Area Média
parag Corrigida (uA) parag Corrigida (uA)
1 12991 7 12896
2 12764 8 12799
3 13098 9 13163
4 13112 10 12999
5 13012 11 13008
6 12826 12 12929
Desvio Padrao Relativo (DPR) 0,98%

Tabela 58 - Exatiddo (grau de recuperacéo) - nicotamida.

80% 100% 120%

Replicata Conc. Conc. Conc.
(%) (%) (%)
79,74 100,85 120,02
Al 80,79 100,33 119,62

80,57 101,26 120,09
78,71 99,08 120,26
A2 79,78 99,71 120,11
81,58 99,57 120,31
80,32 99,45 121,69

A3 80,29 100,04 121,86

80,49 99,97 121,37

Média 80,25 100,03 120,59

Minimo 78,71 99,08 119,62

Maximo 81,58 101,26 121,86
Exatidao 98,0 a

102,0% 100,32 100,03 100,49

Tabela 59 - Exatid&o (grau de recuperacao) - piridara.

80% 100% 120%
Replicata Conc. Conc. Conc.
(%) (%) (%)
78,54 100,07 119,09
Al 79,69 99,82 118,85

79,40 100,68 119,13
79,25 98,25 119,32
A2 78,72 98,79 119,04
80,07 98,66 118,90
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79,12 98,27 120,14
A3 79,05 98,98 119,15
79,30 98,67 119,55
Média 79,24 99,13 119,24
Minimo 78,54 98,25 118,85
Maximo 80,07 100,68 120,14
Exatiddo 98,0 a
102,0% 99,05 99,13 99,37
Tabela 60 - Exatid&o (grau de recuperacao) - ribofldana.
80% 100% 120%
Replicata Conc. Conc. Conc.
(%) (%) (%)
79,55 101,02 120,53
Al 80,57 100,58 120,18
80,34 101,48 120,54
78,54 99,22 120,75
A2 79,46 100,00 120,58
80,87 99,91 120,83
80,02 99,64 121,80
A3 80,13 100,31 122,08
80,31 100,49 122,27
Média 79,98 100,30 121,06
Minimo 78,54 99,22 120,18
Maximo 80,87 101,48 122,27
Exatiddo 98,0 a
102,0% 99,97 100,30 100,88
Tabela 61 - Exatiddo (grau de recuperacao) - tiamina
80% 100% 120%
Replicata Conc. Conc. Conc.
(%) (%) (%)
80,09 101,93 121,59
Al 80,84 101,42 121,25
80,90 101,37 121,61
79,23 99,94 121,89
A2 79,90 100,58 121,60
80,63 100,40 121,55
80,51 100,32 121,16
A3 80,39 100,82 121,77
80,50 100,76 121,54
Média 80,33 100,84 121,55
Minimo 79,23 99,94 121,16
Maximo 80,90 101,93 121,89
Exatiddo 98,0 a
102,0% 100,41 100,84 101,29
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Tabela 62 - Exatid&o (grau de recuperagao) - acetatte tocoferol.

80% 100% 120%
Replicata Conc. Conc. Conc.
(%) (%) (%)
80,14 99,65 119,25
Al 80,70 98,72 119,55

80,24 99,29 119,90
80,54 99,75 118,49
A2 80,33 98,94 119,70
79,99 100,07 118,95
81,20 99,27 119,21

A3 79,95 99,92 120,34

79,93 98,84 118,81

Média 80,34 99,38 119,35

Minimo 79,93 98,72 118,49

Maximo 81,20 100,07 120,34
Exatiddo 98,0 a

102,0% 100,42 99,38 99,46

Tabela 63 - Exatid&o (grau de recuperacao) - cianobalamina.

80% 100% 120%
Replicata Conc. Conc. Conc.
(%) (%) (%)
80,59 99,74 119,12
Al 81,57 100,86 118,67

79,47 101,36 122,34
78,99 99,56 119,68
A2 79,46 100,07 121,83
81,48 100,90 119,90
81,08 101,91 118,94

A3 79,37 99,25 119,47

79,30 98,85 119,35

Média 80,15 100,28 119,92

Minimo 78,99 98,85 118,67

Maximo 81,57 101,91 122,34
Exatiddo 98,0 a

102,0% 100,18 100,28 99,94

Tabela 64 - Robustez - Resultados da varia¢éo no flo da fase mével (mL/min) - Nicotinamida.

Parémetro Especificacdo Tipo 0,49 0,50* 0,51

Desvio Padrao Relativo <2,0% P 0,46 1,34 0,56
L P 3627,93 3537,37 3210,92

N° de Pratos T > 2000 ' ' '
© rratos Teoricos A 337460 3177,79 3232,62

Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 P 1,28 1,29 1,29

A 1,26 1,24 1,24

K’ (Fator de Capacidade) 21,0 P 1,24 1,20 1,15

A 1,23 1,19 1,14

Tempo de Retencao informativo P 0,38 0,37 0,37

A 0,38 0,37 0,36




entre 98,34% e

102.34% A 100,67 100,34 100,78

Teor da Amostra (%)

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 65 - Robustez - Resultados da variagdo na cpasicédo da fase mével - Nicotinamida.

Parémetro Especificacdo Tipo +1,0% FaseA Normal* -1,0% FaseA
Desvio Padrdo Relativo <2,0% P 0,69 1,34 0,52
. P 3275,91 3537,37 3595,79
0 >
N° de Pratos Teoricos 2000 A 3106.71 3177.79 3615.18
. . , P 1,30 1,29 1,28
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 1.26 1.24 126
, . P 1,21 1,20 1,18
>
K’'(Fator de Capacidade) =1,0 A 1.20 1.19 118
~ . . P 0,38 0,37 0,37
Tempo de Retencao informativo A 0.37 0.37 0.37
0,
Teor da Amostra (%) entre 98,34%e 100,68 100,34 99,88

102,34%

Legenda: P - Solugdo padréo , A - Solugdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 66 - Robustez - Resultados da variagdo deeliéntes lotes de coluna - Nicotinamida.

Parémetro Especificacéo Tipo Coluna02 Coluna01* Coluna 03
Desvio Padrédo Relativo <2,0% P 0,31 1,34 0,25
L P 3669,02 3537,37 3934,55
o >
N° de Pratos Tedricos = 2000 A 3994.61 3177.79 4006.03
. . . P 1,28 1,29 1,30
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 1.26 1.24 138
, . P 1,16 1,20 1,14
>
K’ (Fator de Capacidade) >21,0 A 116 119 113
~ . : P 0,37 0,37 0,36
Tempo de Retencéo informativo A 0.37 0.37 0.36
0,
Teor da Amostra (%) entre 98,34%e 5 99,81 100,34 100,41

102,34%

Legenda: P - Solugdo padréo , A - Solugdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 67 - Robustez - Variagdo na temperatura da tima - Nicotinamida.

Parametro Especificacao Tipo 27°C_ 30°C* 33°C
Desvio Padrdo Relativo <2,0% P 0,81 1,34 0,83
N° de Pratos Teéricos 22000 Z 23%22 2?3;% 232222
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 z 1;2 1;2 132
K’(Fator de Capacidade) 21,0 Z 1?8 1?8 iig
Tempo de Retencéo informativo z 82; 82; 82;
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Teor da Amostra (%)

entre 98,34% e
102,34%

100,66

100,34

100,97

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 68 - Robustez - Resultados da variacéo no mt fase movel - Nicotinamida.

Parémetro Especificagao Tipo 8,80 9,00 9,20
Desvio Padrdo Relativo <2,0% P 0,34 1,34 0,38
. P 3195,20 3537,37 3949,49
o >
N° de Pratos Teoricos = 2000 A 3030.60 3177.79 3843.93
. . . P 1,34 1,29 1,29
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 129 1.24 1.26
, . P 1,22 1,20 1,17
>
K’ (Fator de Capacidade) 21,0 A 121 1.19 116
~ . . P 0,38 0,37 0,37
Tempo de Retencao informativo A 0.38 0.37 0.37
0,
Teor da Amostra (%) entre 98,34% e A 100,74 100,34 100,89

102,34%

Legenda: P - Solugdo padréo , A - Solugdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 69 - Robustez - Resultados da varia¢do no flo da fase mével (mL/min) - Piridoxina.

Parémetro Especificacdo Tipo 0,49 0,50* 0,51
Desvio Padrédo Relativo <2,0% P 0,74 1,08 0,6
N° de Pratos Tedricos = 2000 P 3577,65 35393 3480,13
A 3502,22 3456,47 3447.,8
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 P L7 1,67 L7
A 1,68 1,64 1,64
K’ (Fator de Capacidade) 21,0 P 2,15 2,09 2,02
A 2,14 2,07 2,01
Tempo de Retencéo informativo P 0,54 0,52 0,51
A 0,53 0,52 0,51
o entre 96,64% e
Teor da Amostra (%) 100,64% A 99,2 98,64 98,31
Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método
Tabela 70 - Robustez - Variagdo na composi¢do da éamodvel - Piridoxina.
Parémetro Especificacdo Tipo +1%FaseA Normal* -1%FaseA
Desvio Padréo Relativo <2,0% P 1,72 1,08 0,68
L P 3578,02  3539,30 3509,55
o >
N° de Pratos Teoricos > 2000 A 3520.60 345647 3437.71
. . . P 1,77 1,67 1,80
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 1.64 1.64 1,68
, . P 2,13 2,09 2,04
>
K’ (Fator de Capacidade) =210 A 211 207 203
~ . . P 0,53 0,52 0,52
Tempo de Retencao informativo A 0.53 0.52 0.52
0,
Teor da Amostra (%) entre 96,64%e 5 98,00 98,64 99,00

100,64%
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Legenda: P - Solugdo padréo , A - Solugdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 71 - Robustez - Variagao de diferentes lotele coluna - Piridoxina.

Parémetro Especificacdo Tipo  Coluna02 Coluna01* Coluna 03
Desvio Padréo Relativo <2,0% P 0,36 1,08 0,65
L P 3509,53 3539,30 3467,62
o >
N° de Pratos Tedricos 2000 A 346470 3456 47 3398.86
. . : P 1,74 1,67 1,74
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 1.70 1.64 1.66
, . P 2,01 2,09 1,94
>
K’ (Fator de Capacidade) >21,0 A 201 207 1.94
~ . . P 0,51 0,52 0,50
Tempo de Retencéo informativo A 0.51 0.52 0.50
0,
Teor da Amostra (%) entre 96,64%e 98,86 98,64 98,39

100,64%

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 72 - Robustez - Variagdo na temperatura da bma - Piridoxina.

Parémetro Especificacdo Tipo 27 °C 30 °C* 33°C
Desvio Padrdo Relativo <2,0% P 0,84 1,08 0,83
s P 3573,57 3539,30 3568,08
o >
N° de Pratos Tedricos = 2000 A 354304 345647 3547.74
. . : P 1,72 1,67 1,75
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 1,59 1.64 1,63
, . P 2,09 2,09 2,08
>
K’ (Fator de Capacidade) =210 A 208 207 207
~ . . P 0,52 0,52 0,52
Tempo de Retencao informativo A 0.52 0.52 0.52
0,
Teor da Amostra (%) entre 96,64% e A 98,29 98,64 98,22

100,64%

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 73 - Robustez - Resultados da variagdo no gtd fase moével - Piridoxina.

Parametro Especificagdo Tipo 8,8 9,0* 9,2
Desvio Padrao Relativo <2,0% P 0,42 1,08 0,78
L P 3558,77 3539,30 3545,79
o >
N° de Pratos Teoricos = 2000 A 350512 345647 3467 57
. . . P 1,71 1,67 1,78
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 1.69 1.64 1.64
, . P 2,15 2,09 2,01
>
K’ (Fator de Capacidade) =210 A 213 2.07 1.99
~ . . P 0,54 0,52 0,51
Tempo de Retencao informativo A 0.53 0.52 0.51
0,
Teor da Amostra (%) enre 96.64%e A 9839  oge4 99,04

100,64%

Legenda: P - Solugdo padréo , A - Solugdo amostra , * - Condicao original do método
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Tabela 74 - Robustez - Resultados da varia¢éo no flo da fase mével (mL/min) - Riboflavina.

Parémetro Especificacéo Tipo 0,49 0,50* 0,51

Desvio Padrao Relativo <2,0% P 0,50 1,38 0,57
.. P 4154,84 4103,95 4008,46

N° de Pratos Teoricos = 2000 ' ’ ’
! A 384465 3787,21 376987

Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 P 1,24 1,24 1,23

A 1,24 1,23 1,23

K’ (Fator de Capacidade) 21,0 P 3,54 3,45 3,36

A 3,562 3,43 3,34

Tempo de Retencao informativo P 0.77 0,76 0,74

A 0,77 0,75 0,74

entre 98,46% e
102,46%

>

Teor da Amostra (%) 100,58 100,46 100,90

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 75 - Robustez - Variagdo na composicdo da éamovel - Riboflavina.

Parémetro Especificagdo Tipo +1%FaseA Normal* -1%FaseA
Desvio Padrédo Relativo <2,0% P 0,70 1,38 0,79
L P 4117,76  4103,95 4040,03
0 >
N° de Pratos Tedricos 2000 A 384561 378721 3816.68
. . . P 1,23 1,24 1,25
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 1.22 123 1.5
, . P 3,63 3,45 3,29
>
K’ (Fator de Capacidade) =210 A 3.61 3.43 3.27
~ . . P 0,79 0,76 0,73
Tempo de Retencao informativo A 0.79 0.75 0.73
0,
Teor da Amostra (%) entre 98,46% e A 100,64 100,46 99,34

102,46%

Legenda: P - Solugdo padréo , A - Solugdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 76 - Robustez - Variagdo de diferentes lotele coluna - Riboflavina.

Parémetro Especificacdo Tipo  Coluna02 Coluna01* Coluna 03
Desvio Padrédo Relativo <2,0% P 0,27 1,38 0,29
s P 4037,71 4103,95 3970,70
0 >
N° de Pratos Teoricos 2000 A 3863.67 3787 21 375311
. . : P 1,24 1,24 1,25
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 1,24 1,23 1.25
, . P 3,25 3,45 2,97
>
K’ (Fator de Capacidade) >21,0 A 3.03 3.43 205
~ . . P 0,72 0,76 0,67
Tempo de Retencéo informativo A 0.72 0.75 0.67
0,
Teor da Amostra (%) entre 98,46%e 99,66 100,46 99,89

102,46%

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 77 - Robustez - Variagdo na temperatura da bma - Riboflavina.

Parémetro Especificacdo Tipo 27 °C 30 °C* 33°C
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Desvio Padréo Relativo <2,0% P 0,80 1,38 0,98
N° de Pratos Teoricos = 2000 Z ggggig g%g?gi g;;gig
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 z 1;2 1;2 1;3
K’(Fator de Capacidade) 21,0 Z 222 222 222
Tempo de Retencao informativo z 8;2 8;2 8;2
Teor da Amostra (%) entre 98,46% e A 100,81 100,46 100,84

102,46%

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 78 - Robustez - Resultados da variacéo no ptd fase movel - Riboflavina.

Parametro Especificagdo Tipo 8,8 9,0* 9,2
Desvio Padréo Relativo <2,0% P 0,36 1,38 0,38
- P 4177,92 4103,95 4032,36
o >
N° de Pratos Tedricos = 2000 A 3027.32 378721 3801 34
. . : P 1,22 1,24 1,25
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 122 123 1.24
, . P 3,82 3,45 3,14
>
K’ (Fator de Capacidade) =210 A 3.79 3.43 3.11
x . . P 0,82 0,76 0,70
Tempo de Retencéo informativo A 0.82 0.75 0.70
0,
Teor da Amostra (%) enre 98.46%€ A 10119 10046 100,86

102,46%

Legenda: P - Solugdo padréo , A - Solugdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 79 - Robustez - Resultados da varia¢éo no flo da fase mével (mL/min) - Tiamina.

Parémetro Especificacdo Tipo 0,49 0,50* 0,51
Desvio Padrédo Relativo <2,0% P 0,5 1,44 0,68
N° de Pratos Teoricos = 2000 P 5590,04  5493,11 5352,94
A 5667,16 5565,72 5443,92
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 P 1.8 L75 L7
A 1,76 1,72 1,71
. . P 10,06 9,85 9,65
K'(Fator de C dad 21,0 ' ' '
(Fator de Capacidade) A 1005 983 9,63
Tempo de Retencéo informativo P 1,88 1,84 1,81
A 1,88 1,84 1,81
0,
Teor da Amostra (%) enre 99.44%e A 19155 101,44 101,38

103,44%

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 80 - Robustez - Variagdo na composicao da éamdvel - Tiamina.

Parémetro Especificacdo Tipo +1%FaseA Normal* -1%FaseA
Desvio Padrdo Relativo <2,0% P 0,82 1,44 0,65
N° de Pratos Teéricos = 2000 P 5875,98  5493,11 5179,85
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A 592553  5565,72 5189,93
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 Z i;i 1;2 i;g
K’(Fator de Capacidade) 21,0 z 181? ggg ggi
Tempo de Retencéo informativo Z 138 122 i;g
Teor da Amostra (%) entre 99,44% e 5 101,40 101,44 101,82

103,44%

Legenda: P - Solugdo padréo , A - Solugdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 81 - Robustez - Variagdo de diferentes lotée coluna - Tiamina.

Parémetro Especificacdo Tipo Coluna02 Coluna01* Coluna 03
Desvio Padréo Relativo <2,0% P 0,41 1,44 0,30
s P 5120,13 5493,11 4433,99
o >
N° de Pratos Tedricos > 2000 A 518227 5565.72 4505.48
. . : P 1,80 1,75 1,80
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 1.80 1,72 1.75
, . P 9,46 9,85 8,95
>
K’ (Fator de Capacidade) >21,0 A 9.44 0.83 8.94
~ . . P 1,78 1,84 1,69
Tempo de Retencéo informativo A 1.77 1.84 1.69
0,
Teor da Amostra (%) entre 99.44%e 101,93 101,44 101,43

103,44%

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 82 - Robustez - Variagdo na temperatura da tma - Tiamina.

Parémetro Especificacdo Tipo 27 °C 30 °C* 33°C
Desvio Padrdo Relativo <2,0% P 0,86 1,44 1,01
. P 5491,14 5493,11 5460,56
0 >
N° de Pratos Teoricos 2000 A 5572.67 556572 5567.63
. . . P 1,77 1,75 1,77
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 171 172 172
, . P 9,88 9,85 9,87
>
K’ (Fator de Capacidade) 1,0 A 0.87 0.83 0.85
~ . . P 1,85 1,84 1,85
Tempo de Retencao informativo A 185 1.84 1.85
0,
Teor da Amostra (%) entre 99,44% e A 101,89 101,44 102,07

103,44%

Legenda: P - Solugdo padréo , A - Solugdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 83 - Robustez - Resultados da variacdo no gt fase mével - Tiamina.

Parametro Especificagdo Tipo 8,8 9,0 9,2
Desvio Padrao Relativo <2,0% P 0,39 1,44 0,57
- P 6286,55 5493,11 4906,43
o >
N° de Pratos Teoéricos 2000 A 640482 5565 72 498359
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 =] 1,78 1,75 1,76
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A 1,71 1,72 1,69
. . P 10,51 9,85 9,29
>
K’ (Fator de Capacidade) =210 A 1047 0.83 9.26
~ . . P 1,96 1,84 1,75
Tempo de Retencao informativo A 1.95 184 1.74
0,
Teor da Amostra (%) entre 99,44% e A 101,77 101,44 102,66

103,44%

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 84 - Robustez - Variagdo no fluxo da fase mei(mL/min) - Acetato de Tocoferol.

Parémetro Especificagédo Tipo 0,49 0,50* 0,51
Desvio Padrédo Relativo <2,0% P 0,36 0,47 0,3
Ne° de Pratos Teoricos 22000 P 8259,15 7986,79 8217,53
A 8456,84 83254 8415,37
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 P 1,07 1,07 1,08
A 1,04 1,05 1,06
K’ (Fator de Capacidade) 21,0 P 10,14 9,89 9.7
A 10,17 9,9 9,72
" . . P 1,9 1,85 1,82
T de Ret f t ' ' '
empo de Retengéo informativo A 189 185 182
0,
Teor da Amostra (%) entre 97,01% e A 105,06 99,01 105,36

101,01%

Legenda: P - Solugdo padréo , A - Solugdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 85 - Robustez - Variagdo de lotes de colunéeetato de Tocoferol.

Parémetro Especificacdo Tipo Coluna02 Coluna01* Coluna 03
Desvio Padrédo Relativo <2,0% P 0,26 0,47 0,11
L P 8569,34 7986,79 8583,11
Y 2
N° de Pratos Tedricos 2000 A 8760.40 8325 40 8735 81
. . : P 1,08 1,07 1,08
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 1.05 1.05 1.06
, . P 11,03 9,89 10,53
>
K’ (Fator de Capacidade) >21,0 A 11.07 9.90 1053
~ . : P 2,04 1,85 1,96
Tempo de Retencéo informativo A 2.05 185 1,96
0,
Teor da Amostra (%) entre 97,01%e 105,45 99,01 105,46

101,01%

Legenda: P - Solugdo padréo , A - Solugdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 86 - Robustez - Variagdo na temperatura da bma - Acetato de Tocoferol.

Parémetro Especificacdo Tipo 27 °C 30 °C* 33°C
Desvio Padrdo Relativo <2,0% P 0,60 0,47 0,63
, . P 9319,04 7986,79 9790,00
o] >
N° de Pratos Teoricos = 2000 A 9595.73 832540 9932.60
. . . P 1,06 1,07 1,04
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 1,02 1,05 1,01
K’ (Fator de Capacidade) =210 P 10,05 9,89 10,08
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A 10,07 9,90 10,10
~ . . P 1,88 1,85 1,88
Tempo de Retencao informativo A 188 185 1.89
0,
Teor da Amostra (%) entre 97,01% e A 105,50 99,01 106,06

101,01%

Legenda: P - Solugdo padréo , A - Solugdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 87 - Robustez - Variagéo no fluxo da fase méi(mL/min) - Cianocobalamina.

Parémetro Especificacéo Tipo 0,49 0,50* 0,51
Desvio Padréo Relativo <2,0% P 0,47 1,14 1,38
N° de Pratos Tedricos = 2000 P 3929,99  4145,39 3861,78
A 3690,22 3871,34 3884,87
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 P 1,23 1,16 1,22
A 1,22 1,25 1,17
, . P 5,87 57 5,6
K’ (Fator de C dad 21,0 ' ’ '
(Fator de Capacidade) A 5.83 5.69 5.61
Tempo de Retencéo informativo P 1,17 1,14 L.12
A 1,16 1,14 1,12
0,
Teor da Amostra (%) entre 96,29% e A 97,9 98,29 97,4

100,29%

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 88 - Robustez - Variagdo na composicdo da éamodvel - Cianocobalamina.

Parametro Especificacdo Tipo 81:19 80:20* 79:21
Desvio Padréo Relativo <2,0% P 1,72 1,14 0,99
N° de Pratos Teoricos 22000 Z j;:j;ﬁ 431513471?2491 ggggég
. . : 1,17 1,16 1,24
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 z 1.20 1,25 1,20
K’ (Fator de Capacidade) 21,0 Z ;ig :;g jgg
Tempo de Retencéo informativo z 123 113 822

entre 96,29% e
100,29%

>

Teor da Amostra (%) 97,85 98,29 97,28

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 89 - Robustez - Variacdo de diferentes lotele coluna - Cianocobalamina.

Parémetro Especificacdo Tipo Coluna02 Coluna01* Coluna 03
Desvio Padrdo Relativo <2,0% P 1,36 1,14 2,09
. P 3360,66 4145,39 3116,24
Y 2
N° de Pratos Tedricos 2000 A 3208.54 3871.34 3128 48
. . . P 1,22 1,16 1,29
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 1.20 125 1.29
, . P 3,75 5,70 3,47
>
K’ (Fator de Capacidade) 21,0 A 3.74 5.60 3.48
Tempo de Retencao informativo P 0,81 1,14 0,76
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A 0,81 1,14 0,76

entre 96,29% e

Teor da Amostra (%) 100.29%

A 97,39 98,29 98,64

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método

Tabela 90 - Robustez - Variagdo na temperatura da bma - Cianocobalamina.

Parémetro Especificacdo Tipo 27 °C 30 °C* 33°C
Desvio Padrdo Relativo <2,0% P 1,29 1,14 0,64
L P 3363,96 4145,39 3142,97
o >
N° de Pratos Tedricos = 2000 A 312148 387134 3050.74
. . i P 1,22 1,16 1,21
Simetria do Pico entre 0,8 e 2,0 A 119 1.25 1.19
, . P 5,72 5,70 5,65
>
K’ (Fator de Capacidade) =210 A 571 5.60 5.65
~ . . P 1,14 1,14 1,13
Tempo de Retencao informativo A 1.14 1.14 113
0,
Teor da Amostra (%) entre 96,29% e A 97,15 98,29 97,23

100,29%

Legenda: P - Solucdo padréo , A - Solugcdo amostra , * - Condicao original do método
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