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SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF VITAMIN B , (RIBOFLAVIN) IN PHARMA-
CEUTICAL FORMULATIONS USING FLOW INJECTION ANALYSIS. A flow injection spectro-
photometric procedure exploiting merging zones is proposed for determining vitamin B(ribofla-
vin) in pharmaceutical preparations. The determination is based on the red-colored complex for-
mation between vitamin B, and silver(l) which was measured at 520 nm. Vitamin Bwas deter-
mined in four pharmaceutical preparations in the 1.0 to 50.0 mg 1! concentration range, with a
detection limit of 0.5 mg L'X. The recovery from three samples ranged from 98.0 to 104.0 %. The
analytical frequency was 42 ht and r.s.d. were lower than 1% for solutions containing 10.0, 30.0
and 50.0 mg L vitamin B, (n= 10). The results obtained in commercial formulations using the
FIA procedure were in good agreement with those obtained by using a conventional fluorimetric
procedure (r=0.9998) and also with the label values (r= 0.9997).

Keywords: vitamin B,; flow injection spectrophotometry; pharmaceutical preparations.

INTRODUCAO com excitacdo em comprimento de onda de 444 nm e medida da
o B o o ) intensidade de fluorescéncia em 530 nm.

Vitaminas sd@o substancias essenciais ao metabolismo dos A maioria dos métodos de determinagéo de vitaminarB
seres vivos, sendo requeridas em quantidades diminutas e n&@ntrados na literatura, sdo por cromatografia liquida de alta
sdo sintetizadas pelos mesmos. A auséncia de vitamina Beficiéncid, fluorimetrid, amperometriy quimioluminescén-
(riboflavina) no organismo pode causar queda de cabelo, lecia®, espectrofotometrid e microbioldgicd

~ Za 7 ~ . . 1 e . . . . . .
sdes na pele, olhos, labios, boca, 6rgdos genitais entre dutras A analise, o conhecimento e a distribuicdo de vitaminas em

Dependendo da solubilidade, as vitaminas s&o classificadas eprodutos farmacéuticos tem-se constituido em um dos princi-
hidrossoltveis e lipossoltvéisAs vitaminas hidrossoltiveis s&0 pais problemas desde que iniciou-se a investigacio destes com-
aquelas que se dissolvem em agua, mas ndo em lipidios; algumgsstos. O maior interesse nestas andlises esta centrado nos

delas, porém, séo levemente soltiveis em certos solventes orgaprodutos naturais, na necessidade destes compostos em seres
cos. Dentre as vitaminas hidrossoluveis tem-se o acido ascorbiggumanos e seu emprego na indistria farmacéutica.

(vitamina C), acido nicotinico, riboflavina (vitaming)Btiamina O desenvolvimento de novos métodos de andlise para far-
(vitamina B)), piridoxina (vitamina B), acido pantoténico, biotina, macos, especialmente aqueles que apresentam em suas for-
acido folico e cianocobalamina (vitaminazB mulacgdes vitaminas, se deve ao fato de seu crescente uso na

A caréncia dessas vitaminas pode ser originada tanto pela faliadustria farmacéutica, sendo de extrema necessidade o de-
de alimentos (caso de populagbes pobres) ou de uma dieta mgénvolvimento de procedimentos rapidos, de baixo custo, pre-
equilibrada. No caso dos paises ditos desenvolvidos uma grandgsos e seletivos para a determinagéo destas vitaminas nesses
maioria também padece deste mal devido a alimentacéo inaderodutos, seja na forma livre ou na presenca de outras subs-
quada provocada, dentre outros fatores, pelo ritmo estressante gkncias, devido ao crescimento exagerado da demanda destes
vida moderna e também devido a ingestdo de doses excessivas 'ﬂ%dutos, ocasionado pelo aumento populacional em paises
medicamentos que inibem a ag&o das vitaminas no orgdrfismo em desenvolvimento e também os modismos de consumo re-

Riboflavina (7,8-dimetil-10-(1'-D-ribitil) isoaloxazindg um  gistrados atualmente, principalmente no caso das vitaminas
po cristalino amarelo-alaranjado, de sabor amargo e odor leveyue séo tidas como rejuvenescedoras e eliminadoras de certos
No estado anidro, € estavel a luz, entretanto, em solucbes alcgales. Assim, ja foram desenvolvidos procedimentos em flu-
linas, decompde-se rapidamente. Na presenca de oxigénio, y® para determinacéo das vitaminag?82 e Bs** em prepa-
riboflavina € transformada irreversivelmente pela luz emracges farmacéuticas.
lumiflavina, lumiocromo e compostos de menor importancia. Ela  Desenvolveu-se neste trabalho um sistema de andlises em
€ levemente soldvel em agua e em alcool, e insoldvel em ét&fuxo, com zonas coalescentes, para a determinacéo espectro-
etilico e cloroférmio, sendo seu ponto de fuséo igual &85 fotométrica de vitamina B (riboflavina) em complexos

A riboflavina é abundantemente distribuida em géneros alimultivitaminicos e farmacos.
menticios animais e vegetais, tais como figado, leite, rim, carne,
ovos, ostras, germe de trigo, nabos, beterraba e farelo dé arro’mARTE EXPERIMENTAL

A Farmacopéia Americana (USP-28)a A.0.A.C° recomen-
dam o método fluorimétrico para a determinacéo de vitamina B Instrumentacéo

Todas as medidas espectrofotométricas foram feitas em um
e-mail: bello@dq.ufscar.br espectrofotdmetro Femto, modelo 435 com uma célula de quartzo
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(caminho éptico 1,0 cm) conectado a um registrador Cole Parmébi transportado a célula de fluxo e a absorbancia foi monitorada

(Niles, IL, USA) modelo 12020000 de dois canais. O estudo daespectrofotometricamente a 520 nm.

efeito da temperatura na reacdo de complexacédo da riboflavina-

Ag(l) foi realizado usando-se um banho termostatizado Tecnal,

modelo TE 184. Para a propulsdo das solucdes de referéncia,

reagentes e amostras utilizou-se uma bomba peristaltica Ismatec ﬁ\
ﬁ

(Zurich, Suiga) modelo 7618-40 e tubos de bombeamento deSy
Tygon de 0,8 mm de didmetro interno. As amostras e solugdes dg 4
referéncia foram introduzidas no sistema FIA, utilizando-se um
comutador automatico Micronal modelo B352. Tubos de
polietileno e conectores de acrilico foram utilizados na montageng,
do mdédulo de analises. "
As medidas de fluorescén&¥amétodo comparativo) foram -
feitas com um espectrofluorimetro Hitachi, modelo F 4500 (Ja- L
pao), utilizando-s@\ey= 444 NM €Ape530 nm.

.

Figura 1. Diagrama de fluxos do sistema para determinag¢édo espec-
Reagentes e solucdes trofotométrica de riboflavina (vitamina g As trés pegas retangula-
res representam injetor comutador automatico, ondesolugbes de
Riboflavina (vitamina B), cloridrato de tiamina (vitamina referéncia ou de amostrd,,, alca de amostragem (50 cm, 250);
B.), cloridrato de piridoxina (vitamina dp e cianocobalamina tLrgnr: rgr?ggg:edgAagn’:l?S(tJlﬁse Teoa|1 Le)ntaelg(aKéﬁgl‘r:nrg;l Ef)qcl'azn S;Zeé(%ae
(vitamina B;) r~eagentes de~ grau biquEmiqo‘ fo_ram utilizados 4 rr?L min%; E, espectrofotémegtro a 520 nnX; confluéncia;B, re-
para preparacdo de solucOes de referéncia e interferentes. Qs 1 ciicoidal (100 cm, 0,8 mm d.i.|, descarte.
demais reagentes utilizados foram de grau analitico e agua de Y '
um sistema Milli-Q da Millipore (Redford, MA, USA-Modelo
UV Plus Ultra-baixo teor de solventes orgénicos dissolvidoS)RESULTADOS E DISCUSSAO
foi usada na preparagéo das solu¢Bes. Sacarose, glicose, lactose,
acido citrico, acido ascoérbico e amido foram adquiridos da A riboflavina reage com ifons Afaq) produzindo um com-
Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). Solugdo estoqueplexo vermelh& com forte absorcdo em 520 nme (5550 L

de riboflavina 50 mg t foi preparada em KN§0,1mol L2, mol* cml) no intervalo de pH entre 6,5 e 7,1. Esse complexo
Solucdes de referéncia de vitamina @ 1,0 a 40,0 mgt 1:1 formado nessas condiges de pH e%C2ibssui uma cons-
foram preparadas diariamente em KN@1mol L por dilui- tante de estabilidade da ordem dé&,lfidicando uma alta afi-

céo da solugdo estoque. As solugdes de riboflavina preparadasdade dessa vitamina pelo cation pt§tsendo assim essa
foram protegidas da luz, sendo assim acondicionadas em fraseagdo explorada no presente trabalho.
cos de cor ambar. Preparou-se semanalmente solucao de nitra-
to de prata 0,25 mol'l, abrigando-a da luz por acondiciona- Efeito da concentragédo de AgN@
mento em frasco ambar.
Estudou-se a influéncia da concentracdo de nitrato de prata
Preparacdo das amostras nas concentragbes de 0,01; 0,05; 0,1; 0,15; 0,20; 0,25 e 0,30
mol L' sobre o sinal analitico, nas condi¢bes experimentais des-
Vitamina B, foi determinada em amostras de comprimidos critas na Figura 1. As melhores sensibilidade e estabilidade da
adquiridos em farmacias locais, comercializadas como Comlinha base foram obtidas em AghN®,25 mol 1. Assim, em
plexo B (Roche Quimicos e Farmacéuticos SA, Rio de Janeiraodo esse trabalho utilizou-se esse reagente nessa concentracéo.
RJ), Complexo B cristalia injetavel (Cristalia Produtos Quimi-
cos Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP), Clusivol (Laboratériosgfeito do comprimento da alca de amostragem
Wyeth-Whitehall Ltda, Sdo Paulo, SP) e Dayvit (Aché Labora-
térios Farmacéuticos S. A, Guarulhos, SP ). Estudou-se o efeito do comprimento da alca de amostragem
No caso de amostras s6lidas (drageas), dez comprimidos di#e 25 a 150 cm (volumes de 125 a 780 para solugbes de
cada amostra foram macerados, e uma massa entre 100 a 3@Feréncia de vitamina Bde 20, 30 e 40 mgte vazéo cons-
mg foi transferida para um béquer de 100 mL contendo 25 mltante de 4,4 mL mih e concentragdo de AgN®,25 mol L1,
de KNG; 0,1mol L e agitado a seguir até completa dissolugdoObservaram-se que os sinais analiticos obtidos aumentaram
da amostra. As solugbes foram filtradas em papel de filtrqpara alcas de até 50 cm (2pl), permanecendo constante
Whatman f 1, o filtrado foi transferido para um baldo de 50 para as algas de amostragem com volumes superiores. Assim
mL e o volume completado com KN®,1mol L. selecionou-se essa alga de amostragem para o desenvolvimento
No caso de amostras liquidas (injetaveisha aliquota de desse trabalho, afim de ndo diminuir a freqiéncia analitica do
300 uL da amostra foi transferida para um baldo de 25 mL eprocedimento FIA.
0 volume foi completado com KN(D,1mol [
O procedimento fluorimétrico proposto pela Farmacopéiagfeito da vazao do transportador
Brasileird® foi empregado para a determinacdo dos teores de

vitamina B, nas quatro amostras comerciais. Estudou-se o efeito da vazao de 1,4; 2,5; 3,6; 4,4 e 5,0 mL
min’ da solugéo transportadora de nitrato de potassio 0,1 mol
Sistema de anélises por injecdo em fluxo L' em cada canal. O sinal analitico aumentou até a vazdo de

4,4 mL min, permanecendo constante nas vazfes maiores.

A Figura 1 mostra o esquema do sistema de analises pdendo assim, fixou-se uma vazédo de 4,4 mLhpara a solu-
injecdo em fluxo com zonas coalescentes utilizado. Na posic&o&o transportadora de KN®,1 mol L. Estudo preliminar do
de injecdo, a amostra {L250 uL) e o reagente @, 250 pL; efeito da concentragéo do transportador KkN@riando de 0,02
AgNO; 0,25 mol 'Y foram injetados simultaneamente no trans- a 1,0 mol L}, mostrou que a melhor concentracdo de KN
portador KNQ 0,1mol L'! a uma vaz&do de 4,4 mL mirem a de 0,1 mol . Concentracdes menores de 0,1 md| leva-
cada canal, confluindo no ponto X. O complexo riboflavina-Ag(l) ram a um aumento da instabilidade da linha base e concentra-
formado no reator B (0,8 mm de di e 100 cm de comprimentox;8es superiores, a um aumento do efeito Schlieren.
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Efeito do comprimento da bobina reacional glicose, lactose, acido citrico, acido ascérbico, amido e as

vitaminas B (cloridrato de tiamina), B (cloridrato de
Estudou-se o efeito do comprimento da bobina de reacédo dgiridoxina) e B, (cianocobalamina) sobre o sinal analitico do

50, 100, 150, 200, 250 e 300 cm sobre o sinal analitico. Obseprocedimento FIA proposto. Desses compostos investigados

vou-se que para os comprimentos de 100, 150 e 200 c¢cm Qsas razdes de concentragdes de 10:1; 1:1 e 1:10, somente o

sinais transientes obtidos foram praticamente constantes négcido ascérbico causou alguma interferéncia negativa em con-

havendo perda significativa da absorbancia (sinal analitico)centracdes iguais ou superiores daquela da vitaminaNB

Para os comprimentos de 50, 250 e 300 cm os sinais transientegtanto, a concentragéo de acido ascérbico nos produtos far-

obtidos foram inferiores aos sinais analitico obtidos com amacéuticos analisados estavam sempre numa concentracado

bobina reacional de 100 cm. Assim, selecionou-se a bobina dferior aquela de vitamina B nédo interferindo assim nas

reacdo de 100 cm de comprimento. Nos comprimentos menodeterminages quantitativas.

res que 100 cm, o rendimento da reacdo de complexacéo foi A Tabela 1 apresenta os resultados encontrados de adicéo

muito inferior aquele obtido no comprimento de reator de 100e recuperacéo de solucées de referéncia de riboflavina (vita-

cm. Por outro lado, comprimentos de 250 e 300 cm, levaram @&ina B,) em formulages farmacéuticas nas concentracdes de

um aumento acentuado da dispersdo da zona de amostra. 10,0; 20,0 e 30,0 mg-L A recuperacdo de vitamina,B
variou de 98,0 a 104,0 %, indicando assim auséncia de inter-

Curva analitica feréncia das matrizes dessas amostras ensaiadas. Esses resul-
tados sédo confirmados com os teores de vitaminaddicor-

A curva analitica foi obtida por injecbes sucessivas emdantes encontrados utilizando-se o procedimento fluorimétrico

triplicata de volumes de solugdes de referéncia de riboflavina o proposto.

nas concentracdes de 1,0 a 50,0 migelm nitrato de potéssio

0,1 mol L'}, vazdo de 4,4 mL mihda solugéo transportadora L 5 . . .

(nitrato de potassio 0,1 mof?), alca de amostragem de 50 cm Tabela 1.Testes de adi¢do e recuperagao _da r!b_oflavma (V|tfi-

(250 uL) e bobina de reagdo de 100 cm. A curva analitica ob-Min& B;) em amostras de complexos multivitaminicos para trés

tida pode ser descrita pela equagdo: A = -0,0013 + 6,73x10 diferentes concentracées.

[B2], onde A é a absorbéncia e ;jBa concentra¢do de Riboflavina (mg L)
riboflavina em mg [}, apresentou uma linearidade no intervalo
de concentragédo dessa vitamina de 1,0 a 50,0 thee lum Amostra  Adicionado Recuperado Recuperacdo (%)
limite de deteccdo de 0,5 mg'(trés vezes o sinal do branco/ (n=5)
inclinacdo da curva analitica). A frequiéncia analitica foi 42 h Complexo B 10.0 10.0 1000
e 0s sinais transientes em triplicata obtidos para as solucdes d&:ristélia)* 20 O 19 8 99 O
referéncia de riboflavina e aqueles em triplicata para as solu- 30 'O 29 ’9 99 '6
¢Bes de amostras sdo apresentados na Figura 2. Complexo B 10’ 0 9,8 gé 0
(Roche) 20,0 19,7 98,5
30,0 29,9 99,6
- [ Clusivol 10,0 10,4 104,0
|I 20,0 20,5 102,5
30,0 30,4 101,3
él | Dayvit 10,0 10,3 103,0
. ' 20,0 20,8 104,0
F | s 30,0 31,1 103,6
H ¢ "
E ' Aplicacdes
A Tabela 2 apresenta os teores de vitamip&montrados
| J em quatro formulacdes farmacéuticas comerciais empregando-
el R ARAN AL se um método oficia?, o procedimento proposto e também os
- == TEMPD / min valores rotulados.
Os resultados encontrados utilizando-se o procedimento es-

pectrofotométrico em FIA estdo em boa concordancia com
Figura 2. Sinais transientes obtidos em triplicata. Solucdes de referén-aque|es resultados encontrados usando-se o método da
cia de riboflavina nas concentragdes de 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0;farmacopéia brasileifa (r=0,9998) ou o teor declarado pelo
40,0 e 50,0 mg t, solugdes de amostras em triplica®, Complexo B fapicante (r=0,9997) e dentro de um intervalo de erro relativo
injetavel (Cristalia); B, Complexo B (Roche)C, Clusivol (Wyeth- —qjiayel mostrando assim a importancia do procedimento FIA
Whitehall) eD, Dayvit (Aché)) e solugBes de referéncia em triplicata. desenvolvvido Como mostrado, esse procedimento apresenta
boa exatidao e precisédo, alta freqiiéncia analitica e baixo con-
sumo de reagentes, podendo assim ser adaptado em laborat6ri-
os de analise de rotina desses produtos farmacéuticos.
Estudou-se a repetibilidade do procedimento proposto para
concentragBes de 10, 30 e 50 m‘@ de vitamina B, obtendo- CONCLUSOES
se desvios padrédo relativos menores que 1% para as concentra-

Estudo da repetibilidade

¢Bes estudadas (n=10). Os estudos realizados neste trabalho evidenciaram a viabili-

dade do emprego do método espectrofotométrico em fluxo para
Estudo da seletividade e de adic&o/recuperacéo da determinacdo da riboflavina ap6s reacao de complexagdo com
riboflavina em amostras comerciais a prata (Ag(l)) em nitrato de potassio 0,1 mal. L

Os resultados obtidos empregando o método FIA proposto
Estudou-se o efeito da adicdo de algumas substancias gestdo de acordo com os resultados obtidos usando o método re-
ralmente presentes nas amostras comerciais como sacarosmmendado da farmacopéia brasileira e também com os teores
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Tabela 2 Determinagéo de riboflavina em complexos multivitaminicos usando o método fluorimétrico e espectrofotométrico por
injecdo em fluxo.

Amostra Riboflavina (mg/g) Erro Relativo(%) CV (%)
(mg/mL)*
Rotulado Fluorescéncia FMA E; E>

Complexo B* 2,00 1,990,07 2,0%0,02 +2,5 +3,0 1,1
(cristélia)

Complexo B 8,32 8,1£0,05 8,2%0,04 -0,6 +1,0 0,7
(Roche)

Clusivol 2,54 2,530,08 2,640,02 +3,9 +5,2 0,9
Dayvit 1,77 1,7%0,03 1,7&0,08 +0,6 +1,7 0,6

+n=3, nivel de confianca 95%
E, = erro relativo entre o método FIA e o valor rotulado;
E, = erro relativo aos métodos FIA e fluorescéncia

rotulados. Este método FIA apresentou precisdo satisfatéria com 5. Official Methods of Analysis of the AOAQ4* ed.,
boa reprodutibilidade e sensibilidade e uma freqiiéncia analitica  Association of Official Analytical Chemists, Inc.,

de 42 h, empregando apenas um volume de @EQla solucéo Arlington, 1984, p. 868,869.

de amostra. 6. Munoz, A.; Ortiz, R.; Murcia, M. A.Food Chem 1994
49, 203.
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