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FLOW INJECTION SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF VITAMIN Bg
(PYRIDOXINE) IN PHARMACEUTICAL FORMULATIONS. A flow injection (FI)
spectrophotometric procedure is proposed for the determination of vitamin Bg (pyridoxine
hydrochloride) in pharmaceutical preparations. Powdered samples containing from 2.5 to 4.5 mg,
were previously dissolved in 0.1 mol L! phosphate buffer solution (pH 7.0) and a volume of 500
UL was injected directly into a carrier stream consisting of this same phosphate buffer solution,
flowing at 4.4 mL min™'. The stable blue indophenol dye produced in the oxidation of pyridoxine
hydrochloride by potassium hexacyanoferrate(III) and N,N-diethyl-p-phenylenediamine solution
was directly measured at 684 nm. Vitamin B6 was determined in five pharmaceutical preparations
in the 0.5 to 6.0 mg L! concentration range (calibration graph: A= -0.00499 + 0.11963 C; r=
0.9991, where A is the absorbance and C is the vitamin B, concentration in mg L'1), with a detection
limit of 0.02 mg L' (3 Spiani/slope). The recovery of this vitamin from three samples ranged from
97.5 to 103.3 %. The analytical frequency was 62 h'! and r.s.d. were less than 2% for solutions
containing 1.0 and 3.0 mg L' vitamin B¢ (n= 10). The results obtained for the determination of
vitamin B¢ in commercial formulations were in good agreement with those obtained by a

spectrophotometric procedure (r=0.9997) and also with the label values (r= 0.9998).

Keywords: vitamin Bg; flow injection spectrophotometry; pharmaceutical preparations.

INTRODUCAO

Vitamina Bg (cloridrato de piridoxina) € um p6 cristalino bran-
co, inodoro e relativamente estdvel ao ar e a luz. Suas solugdes
aquosas sdo mais estdveis em valores de pH menores que 5, tor-
nando-se menos estdveis em valores de pH maiores que 7, espe-
cialmente quando irradiadas com luz na regido do UV-Visivel',

Vitamina B¢ estd amplamente distribuida na natureza, sendo
as fontes de sua obtengdo o figado, farelo de cereais, levedura,
melago bruto de cana e germe de trigo. Essa vitamina consiste
de uma mistura de piridoxina, piridoxal e piridoxamina (Figura
1), que sdo normalmente interconvertidas no organismo. Des-
ses compostos, a piridoxina é a mais estdvel sendo normal-
mente usada nas preparagdes farmacéuticas na forma de sais
como cloridrato (Adermina), ascorbato, aspartato e piridofilina.
Sdo também utilizados vérios derivados andlogos da piridoxina,
tais como: (a) iodometilato de piridoxina, usado por via oral
ou parenteral; (b) piritinol (Encefabol), desprovido de ativida-
de neurotréfica; (c) 3-lauroil-4,5-dialcetilpiridoxina, indicada
para o tratamento de dermatoses e (d) piridoxilato, um precur-
sor da piridoxina. No organismo a piridoxina converte-se em
fosfato de piridoxal, que atua como coenzima de cerca de 60
enzimas, a maioria relacionada com o metabolismo de protei-
nas ¢ aminodcidos. Essa vitamina desempenha importante pa-
pel na sintese de neurotransmissores como a noradrenalina,
dopamina, serotonina e histamina. Participa também de rea-
¢Oes de degradacdo de aminodcidos, em que um dos produtos
finais € a acetil-coenzima A, necesséria 2 produgio de energia
e A sntese de protefnas, lipidios e acetilcolina'*.

O fosfato de piridoxal atua como coenzima na primeira eta-
pa da sintese de esfingosina, substincia que ocupa posigio
chave no metabolismo dos esfingolipidios, componentes essen-
ciais nas membranas celulares das bainhas de mielina. Uma
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Figura 1. Formas da vitamina Bs mais comuns encontradas®.

vez que os esfingolipidios tém renovagdo metabslica muito
répida, a preservacdo da integridade estrutural e funcional do
sistema nervoso requer a sintese constante de esfingosina, de-
pendente de vitamina Bg':2.

A caréncia de piridoxina determina alteragdes na pele e
mucosas, lesdes seborréicas da face, glossite, estomatite; no siste-
ma nervoso central e periférico, convulsdes, depressgo, neuropatia;
na hematopoese, anemia microcitica hopocrdomica, com reserva
normal ou aumentada de ferro (anemia siderobldstica)’?.

Existem vdrios procedimentos para a determinagdo de vi-
tamina Bg descritos na literatura323, destacando-se os bioana-
liticos, microbiolégicos € quimicos. Os procedimentos bioa-
naliticos e microbiolégicos sdo trabalhosos e consomem lon-
gos tempos de anilise>*, enquanto que os métodos quimicos
apresentam maior precisdo e menor tempo de execugfio>®. Os
procedimentos quimicos mais empregados incluem a
cromatografia gasosa’, cromatografia liquida de alta eficién-
cia (CLAE)®*-!1 espectrofotometria no UV-visivel!2-!4,
potenciometria'>!6, espectrofluorimetria'”!8, espectrofotome-
tria em sistema por injecio em fluxo!®*? ¢ volumetria?!. A
AOAC?? recomenda o método microbiolégico como método
de anidlise desta vitamina. A Farmacopéia Americana (USP-
23)3, recomenda a CLAE como método para determinagio
de vitamina B¢ na forma de cloridrato de piridoxina em
drigeas, comprimidos e injetdveis.

Recentemente nosso grupo de pesquisa desenvolveu dois
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procedimentos em sistemas por injegdo em fluxo para determi-
nagio de vitamina B; em formulaqoes farmacéuticas com de-
tecgdo espectrofotométrlca ¢ turbidimétrica®.

Em continuidade a esses estudos, um procedlmento em flu-
xo com detecgdo espectrofométrica € proposto para a determi-
nagdo direta de vitamina Bg (cloridrato de piridoxina) em for-
mulagdes farmacéuticas, sem a necessidade prévia de separar
essa vitamina por extragdo por solventes ou outro procedimen-
to de separagdo. O produto da reacgiio de oxidagdo do cloridrato
de piridoxina com N,N- d1et11 -p-fenilenediamina e hexaciano-
ferrato (III) de potéssxo foi diretamente medido em 684 nm
(Figura 2) e os sinais transientes obtidos relacionados com sua
concentracdo em diversas amostras.
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Figura 2. Reacdo do cloridrato de piridoxina com o N,N-dietil-p-feni-
lenediamina e hexacianoferrato(Ill) de potdssio produzindo um com-
posto indofendlico de coloragcdo azul intenso com absor¢do molecular
mdxima em 684 nm.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacdo

Todas as medidas espectrofotométricas foram feitas em um
espectrofotdmetro da Femto, Modelo 435 com uma célula de
quartzo (caminho 6ptico de 1,0 cm) conectado a um registra-
dor da Cole Parmer (Niles, IL, USA), modelo 12020000 de
dois canais. O efeito da temperatura sobre a reagdo de oxida-
¢do da piridoxina foi estudado usando-se um banho termostdtico
da Tecnal, modelo TE 184. Para propulsdo das solugbes das
amostras e reagentes utilizou-se uma bomba peristiltica da
Ismatec (Zurique, Suica), modelo 7618-40. O sistema empre-
gado foi construfdo empregando-se tubos de Tygon de 0,8 mm
de didmetro interno. As amostras e solugdes de referéncia fo-
ram introduzidas no sistema FIA, utilizando-se um comutador
automitico da Micronal, modelo B352 e tubos de silicone e
conectores de acrflico foram utilizados na montagem de todo o
sistema de injecdo em fluxo (Figura 3).

Reagentes e solucdes
Cloridrato de tiamina (vitamina B;), riboflavina (vitamina B,),

cloridrato de piridoxina (vitamina Bg), cianocobalamina (vitami-
na Bj;) e vitamina E de grau bioquimico foram utilizados na
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Figura 3. Diagrama do sistema de injecdo em fluxo usado na deter-
minagdo espectrofotométrica de vitamina Bg, onde S, solucdes de
referéncia ou amostra; L, alga de amostragem (100 cm, 500 uL); C,
solucdo transportadora (tampdo fosfato pH 7,0); R;, hexacianofer-
rato (IlI) de potdssio 0,5% m/v; R; N,N-dietil-p-fenilenediamina
0,1% m/v; D, espectrofotdometro (A=684 nm); By e B,, reatores re-
acionais (100 cm); W, descarte.

preparagdo de solugdes de referéncia e interferentes. Todos os
outros reagentes utilizados foram de grau analitico e d4gua de um
sistema Milli-Q da Millipore (Redford, MA, USA), Modelo UV
Plus Ultra-baixo teor de solventes organicos dissolvidos foi usa-
da na preparagdo das solugdes. Acido ascérbico, 4cido citrico,
amido, glicose, lactose, sacarina, sacarose, sulfatos de cobre(l),
ferro(I), magnésio(Il), manganés(Il) e zinco(Il) foram adquiri-
dos da Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA) Solug#o es-
toque de cloridrato de plndoxma 50 mg L foi preparada em
tampdo fosfato 0,1 mol Lt (pH 7 ,0). Solugdes de referéncia de
vitamina B¢ de 0,5 a 6,0 mg L foram preparadas diariamente
em tampio fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) por diluigdo da solugiio
estoque. As solugdes de cloridrato de piridoxina preparadas fo-
ram protegidas da luz, sendo assim acondicionadas em frascos
de cor ambar. Essas solugdes sdo estdveis por aproximadamente
36 horas. Prepararam-se diariamente solugdes de hexacianofer-
rato (IIT) de potdssio 0,5% m/v e N,N-dietil-p-fenilenediamina
0,1% m/v pela dissolugfio de 1,0 g e 0,2 g desses reagentes,
respectivamente em dois béqueres distintos de 100 mL contendo
em cada um 50 mL de tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 7,0),
sendo a seguir transferidos para baldes de 200 mL, completan-
do-se os volumes com a mesma solugdo tampdo.

Preparagiio das amostras

Vitamina B¢ foi determinada em amostras de formulagoes
farmacéuticas em drigeas e injetdvel adquiridas em farmécias
locais e comercializadas como Citoneurim (Merck S.A. Indds-
trias Quimicas, Rio de Janeiro, RJ), Complexo B (Cristélia
Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP), Com-
plexo B (Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A., Rio de Janei-
ro, RJ) e Doxal (A Nova Quimica Laboratério S.A., Sdo
Bernardo do Campo, SP).

a) Amostras solidas (drigeas)

Dez comprimidos de cada amostra foram masserados € uma
massa acuradamente medida entre 25-100 mg foi transferida
para um béquer de 100 mL contendo 25 mL de tampdo fosfato
0,1 mol L'! (pH 7,0) e agitados a seguir até completa dissolu-
¢do das amostras. As solugbes foram filtradas em papel de fil-
tro Whatman n® 1, o filtrado foi transferido para um baldo
volumétrico de 50 mL e o volume completado com tampio
fosfato 0,1 mol L*! (pH 7,0).

b) Ameostras liquidas (injetaveis)

Um volume de 2 mL de amostra contido em uma ampola (so-
lugdo injetdvel), foi pipetado e transferido para um baldo de 50
mL € 0 volume completado a seguir com tamp3ao fosfato 0,1 mol
L' (pH 7,0).
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Sistema de injecio de fluxo

A Figura 3 apresenta o esquema do sistema de inje¢cio em
fluxo utilizado com detecgao espectrofotométrica na posigdo
de andlise. A solugdo de vitamina Bg foi introduzida no fluxo
transportador através de uma alga de amostragem de 100 cm
(L, 500 uL). As solucdes de hexac1an0ferrato(III) de potéssio
0,5% m/v a uma vazio de 1,4 mL min' e de N,N- dletll -p-
fenilenediamina 0,1% m/v a uma vazio de 2,5 mL min™! foram
introduzidas no fluxo transportador através das respectivas
confluéncias C; e Cy, reagem com a vitamina B¢ (cloridrato de
piridoxina) produzindo um composto indofendlico de colora-
¢do azul intenso com absor¢io maxima em 684 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito da concentracio de N,N-dietil-p-fenilenediamina

Estudou-se o efeito da concentragdo de N,N-dietil-p-fenile-
nediamina, nas concentragdes de 0,001; 0,01; 0,1; 0,25 ¢ 0,5%
m/v em hexacianoferrato(III) de potédssio 0,5% m/v sobre o
sinal analitico, nas condigbes experimentais descritas na legen-
da da Figura 3. A maior sensibilidade e melhor estabilidade da
linha base foram obtidas em solugdo de N,N-dietil-p-fenilene-
diamina 0,1% m/v. Assim, em todo esse trabalho utilizou-se
esse reagente nessa concentrago.

Efeito da concentragio de K;Fe(CN)g

Estudou-se também o efeito da concentragdo de hexaciano-
ferrato (III) de potéssio nas concentragdes de 0,001; 0,01; 0,05;
0,1 e 0,5% m/v, mantendo-se constante a concentragdo de N,N-
dietil-p-fenilenediamina em 0,1% m/v. O melhor sinal analiti-
co encontrado sem a interferéncia dessa solugdo foi obtido em
solugdo de hexacianoferrato(IIT) de potédssio 0,5% m/v. Conse-
giientemente, usou-se esta concentragio em todo o desenvolvi-
mento deste trabalho.

Efeito do comprimento da al¢a de amostragem

Estudou-se o efeito do comprimento da al¢a de amostragem
de 25 a 150 cm (volumes de 125 a 750 ML) para solucdes
padrao de vitamina B¢ 0,5; 2,0 ¢ 5,0 mg L'! e vazdo de 4,4 mL
min!. Observou-se que o sinal analitico aumenta até a alga de
100 cm (500 pL), permanecendo constante com as alcas de
maior volume. Assim, adotou-se uma alga de amostragem de
100 cm (500 pL) para o desenvolvimento desse trabalho.

Efeito das vazdes

Estudou-se inicialmente o efeito da vazdo de 1,4; 2,5; 3,6 ¢
4,4 mL min"!' da solugdo transportadora (tampdo fosfato 0,1
mol L! (pH 7,0)), fixando-se as vazdes dos reagentes N,N-
dietil-p-fenilenediamina 0,1% m/v e hexacianoferrato(III) de
potéssio 0,5% m/v em 2,5 mL min"'. Observou-se um aumento
significativo do sinal analitico até a vazdo de 4,4 mL min’! da
solugdo transportadora. Sendo assim optou-se em trabalhar com
essa vazdo.

O efeito da vazdo de 1,0; 1,4; 2,5; 3,6 e 4,4 mL min! da
solugdio de hexacianoferrato(III) de potissio 0,5% m/v sobre o
sinal analitico para uma vazdo do reaFente N,N-dietil-p-fenile-
nediamina 0,1% m/v de 2,5 mL min™ e da solugdo transporta-
dora em 4,4 mL min’!, foi também investigado. O maior sinal
analitico foi alcang:ado em uma vazio de 1,4 mL min’!, sendo
entdio selecionado.

Finalmente foi investigado o efeito da vazdo de 1,4; 2,5;
3,6 ¢ 4,4 mL min" do reagente N,N-dietil-p-fenilenediamina
0,1% m/v sobre o sinal analitico. Nesse estudo fixou-se a va-
zdo do reagente hexacianoferrato(IIT) de potdssio 0,5% m/v em
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14 mL min’! e da solugo trans lportadora (tampdo fosfato 0,1
mol L! (pH 7)) em 4,4 mL min" Houve um aumento do sinal
analitico até uma vazio de 2,5 mL min’!, diminuindo em vazdes
superiores. Desta maneira utilizou-se a vazdo de 2,5 mL min’!
para a solugdo de N,N-dietil-p-fenilenediamina 0,1% m/v em
todo este trabatho.

Efeito dos comprimentos das bobinas reacionais

Estudou-se o efeito dos comprimentos das bobinas reacio-
nais (bobinas B; e B;) de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 cm
(volumes de 250 a 1500 pL), sobre o sinal analitico obtido.
Observou-se que para os comprimentos de 50, 150, 200, 250 e
300 cm os sinais transientes obtidos foram inferiores aos sinais
obtidos com as bobinas reacionais de 100 cm. Assim, selecio-
nou-se bobinas de 100 cm (500 uL) de comprimento.

Curva analitica

A curva analitica foi obtida por inje¢des sucessivas em
triplicata de volumes de solug¢des de referéncia de cloridrato de
piridoxina nas concentragoes variando de 0,5 a 6,0 mg L' em
tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0), vazdes de 4,4; 1,4 ¢ 2,5
mL mm para a solugdo transportadora (tampao fosfato 0,1
mol L! (pH 7,0)), solucdo de hexacianoferrato(IIl) de potdssio
0,5% m/v e N,N-dietil-p-fenilenediamina 0,1% m/v, respectiva-
mente, algca de amostragem de 100 cm e bobinas reacionais de
100 cm. Observou-se que o método apresentou boa linearidade,
naquele intervalo de concentragio de cloridrato dc piridoxina
estudado, com um limite de detecgdo de 0,02 mg L' (tr8s vezes
o sinal do branco/mclma?ao da curva analitica), limite de de-
terminagdo de 0,5 mg L™ e freqiiéncia analitica de 62 h™!. Os
sinais transientes obtidos para aquelas solu¢es de referéncia
de cloridrato de piridoxina e solugdes de amostras sdo apresen-
tados na Figura 4.
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Figura 4. Sinais transientes obtidos em triplicata. SolucGes de refe-
réncia de cloridrato de piridoxina nas concentracées de 0,5; 1,0; 2,0;
3,0; 4,0; 5,0; e 6,0 mg L, solugbes de amostras em triplicata (A,
Cristdlia injetdvel; B, Cristdlia em pé; C, Complexo B da Roche; D,
Citoneurim e E, Doxal) e solugbes de referéncia em triplicata. As
condigées do sistema de inje¢do em fluxo sdo as mesmas especificadas
na legenda da figura 3.
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Tabela 1. Resultados de adi¢@o e recuperagdo de vitamina B¢ (Cloridrato de Piridoxina) em trés concentragdes padrdo diferentes.

Cloridrato de Piridoxina

(mg L)
Amostra Adicionado Recuperado Recuperacio(%)
Complexo B (Cristédlia-injetavel) 2,0 2,0 100,0
40 39 97,5
6,0 5.9 98,3
Complexo B (Cristélia -p6) 2,0 2,0 100,0
4,0 4,1 102,5
6,0 6,2 103,3
Complexo B(Roche) 2,0 2,0 100,0
4,0 4,1 102,5
6,0 6,1 101,7
Citoneurim 2,0 2,0 100,0
4,0 39 97,5
6,0 59 98,3
Doxal 2,0 2,0 100,0
4,0 4,0 100,0
6,0 6,1 101,7
n=5

Tabela 2. Determinagdo de cloridrato de piridoxina em formulagdes farmacéuticas usando o método espectrofotométrico e

espectrofotométrico por inje¢do em fluxo.

Amostra Cloridrato de Piridoxina Erro (Y
(mg/drigea) ou (mg/mL)* Relativo(%) (%)
Rotulado Espectrofotométrico FIA* E, E,

Complexo B 50 49,814 50,2£1,1 +0,4 +0,8 0,5
Cristélia (injetdvel)
Complexo B 2 2,1%0,5 2,120,2 +5,0 0,0 0,2
Cristalia(p6)
Complexo B 2 2,1£0,2 2,1+0,3 +5,0 0,0 0,3
Roche
Citoneurim 200 201,6%1,2 198,7+1,3 -0,7 -1.5 0,2
Doxal 80 79,940,2 80,4+0,3 +0,5 +0,6 0.8

*n=3, nivel de confian¢a 95%
E; = erro relativo entre o método FIA e o valor rotulado
E; = erro relativo entre os métodos FIA e espectrofotométrico

Estudos de seletividade e de adicio e recuperacio

Estudou-se o efeito de algumas substancias geralmente presen-
tes nas amostras comerciais como cloridrato de tiamina (vitamina
B1), riboflavina (vitamina Bj), cianocobalamina (vitamina B,j),
vitamina E, 4cido ascérbico, 4cido citrico, amido, glicose, lactose,
sacarina, sacarose e sulfatos de cobre(l), ferro(II), magnésio(ll),
manganés(II) e zinco(Il) sobre o sinal analitico. Desses compos-
tos investigados, somente as solugdes de vitamina By; e vitamina
E causaram alguma interferéncia positiva no procedimento FIA
desenvolvido quando inseridas em concentragdes dez vezes supe-
rior a concentragdo de vitamina B¢. No entanto, essas vitaminas
estdo presentes nos formulagdes farmac€uticas em concentragdes
muito menores (aproximadamente 10 vezes menores) que a do
analito de interesse, ndo causando assim qualquer interferéncia no
procedimento FIA proposto.

A Tabela 1 apresenta os resultados encontrados de adigdo
de padrdes de vitamina B¢ em formulagbes farmacéuticas para
trés concentrages (2,0; 4,0 e 6,0 mg L") de solugdes de refe-
réncia desta vitamina. A recuperagdo de vitamina B¢ variou de
97,5 a 103,3, indicando assim auséncia de interferéncias das
matrizes dessas amostras ensaiadas.
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Aplicacao

A Tabela 2 apresenta os teores de vitamina Bg encontrados
em cinco formulagdes farmac€uticas comerciais empregando-
se um método oficial®®, o procedimento em fluxo proposto e
também os valores rotulados.

Os resultados encontrados utilizando-se o procedimento
espectrofotométrico em FIA estdo em boa concordincia com
aqueles resultados encontrados usando-se o método da
farmacopéia americana® (r=0,9997) ou teor declarado pelo fa-
bricante (r=0,9998) e dentro de um intervalo de erro aceitdvel,
mostrando adequabilidade do procedimento desenvolvido, que
pode ser adaptado em laboratérios de andlise de rotina.
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