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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi otimizar e validar um método para determinagdo de
vitamina B12 por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado ao detector eletroquimico, HPLC-
ED. Embora o detector eletroquimico apresente sensibilidade adequada para avaliar a concentracao
de B12 em alimentos fortificados, os resultados obtidos ndo foram satisfatorios. Foram avaliados a
composicdo da fase movel, pH da fase mdvel, o uso do detector eletroquimico no modo corrente
continua e modo pulsado, e concentracoes de B12. No modo pulsado, foi considerado diferentes

potenciais, tempo de amostragem e tabelas de eventos.
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ABSTRACT — The objective of this work was to optimize and validate a method for the determination
of vitamin B12 by high performance liquid chromatography coupled to the electrochemical detector,
HPLC-ED. Although the electrochemical detector has adequate sensitivity to measure the
concentration of B12 in fortified foods, the results obtained were not satisfactory. The composition of
the mobile phase, pH of the mobile phase, the use of the electrochemical detector in direct current
and pulsed mode, and B12 concentrations were evaluated. In the pulsed mode, different potentials,
sampling time and event tables were considered.
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1 INTRODUGAO

1.1 Vitamina B12

A vitamina B12 ou cianocobalamina faz parte de uma familia de compostos denominados
genericamente de cobalaminas, é hidrossollvel, ndo sintetizada pelo organismo humano, e esta
presente em alimentos de origem animal. Sua deficiéncia é muito frequente entre idosos,
vegetarianos, individuos que adotam uma baixa dieta protéica ou apresentam problemas de
absorcado gastrintestinal. A deficiéncia de vitamina B12 leva a transtornos hematoldgicos,
neurolégicos e cardiovasculares, principalmente, por interferir no metabolismo da homocisteina e nas
reacoes de metilacdo do organismo. Muitas vezes, a deficiéncia pode permanecer assintomatica por
longos periodos, desencadeando uma deficiéncia cronica que, se mantida, pode levar a
manifestacdes neuroldgicas irreversiveis (VILLOTA e HAWKWS, 2007; PAWLAK et al., 2013;
GREEN et al., 2017).

O termo cianocobalamina é atribuido as substancias compostas por um anel tetrapirrolico
circundando um atomo central de cobalto, um grupo nucleotidico na base 5,6-dimetilbenzimidazol e
numa ribose fosforilada esterificada com 1-amino, 2-propanol, Figura 1 (GREEN e MILLER, 2007).
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FIGURA 1: Férmula estrutural da vitamina B12 (GREEN E MILLER, 2007).

1.2 Cromatografia de alta eficiéncia e detector eletroquimico

Cromatografia € um termo aplicado a uma ampla variedade de técnicas de separagdo com
base na distribuicdo de uma amostra (soluto) entre uma fase que pode ser mével ou estacionaria. A
interacao entre o soluto e as fases é descrita pelo coeficiente de particao (K) ou distribuicdo (D), que
€ a razao entre a concentracao do soluto na fase estacionaria e a concentragdo do soluto na fase
mével. A fase mével pode ser um gas, liquido ou um fluido supercritico, e a fase estacionaria pode
ser um material liquido ou sélido. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) opera a pressdes
relativamente altas, € compativel com vérios detectores e permite a recuperacao da amostra. A
separagao dos componentes de uma mistura ocorre por adsorgao (liquido-sélido), particao (liquido —
solido), afinidade ou diferenca de peso molecular (KOVACS e CSAPO, 2015; COSKUN, 2016;
BRADLEY, 2017).

O detector eletroquimico € um instrumento bastante simples e barato quando comparado com
outros detectores para HPLC. Consiste basicamente de uma célula eletroquimica de fluxo, composta
por um eletrodo de trabalho e um eletrodo de referéncia. A selecdo do material do eletrodo, em
especial do eletrodo de trabalho, permite alta sensibilidade, baixo nivel de ruido, ampla faixa
dindmica e resposta seletiva. O material de um eletrodo de trabalho deve proporcionar boa
condutividade elétrica, baixo potencial para medigao eletroquimica e robustez mecéanica para os
produtos formados e fluxo constante, além de ser inerte ao eluente e suas impurezas, componentes
da amostra e espécies reativas que possam ser formadas por eletrélise do analito (MENDONZA et
al., 2015; SANTAMARIA et al., 2015).
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As reacgdes eletroquimicas envolvem espécies carregadas, cuja energia depende do potencial
da fase contendo as espécies, ou seja, a transferéncia de espécies carregadas (ions ou elétrons)
através da interface das duas fases adjacentes. A taxa do processo corresponde a diferenca de
potencial entre as fases. A reagao envolve processos como rea¢ao quimica, reorganizagao estrutural
e adsorgdo (SANTAMARIA et al., 2015; WEISS, 2016).

O detector eletroquimico opera no modo corrente continua (DC), pulsado (PAD) e varredura
(SCAN). O modo DC opera com aplicacéo de um potencial continuo e pode fornecer uma conversao
eletroquimica incompleta do analito. O modo PAD promove a completa conversao eletroquimica dos
analitos, gera sinais mais intensos, mas pode aumentar o sinal ruido. O modo SCAN otimiza o
potencial de trabalho com a construgé@o de varredura voltamograma, que plota potencial (E) em volts
versus corrente (I) em nanoamperes (WATERS CORPORATION).

A deteccao no modo PAD permite a regeneracao do eletrodo de trabalho com uma frequéncia
de 0,5 a 3,0 Hz pela aplicagdo de mudancas de potenciais. As mudancgas de potenciais sdo Uteis em
aplicagbes em que o eletrodo é incrustado devido a adsor¢do de produtos de reagao insoluvel
(WATERS CORPORATION). As etapas de potenciais que sdo aplicaveis na detecgdo PAD estao
apresentadas na Figura 2.
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Onde: E1, #: periodo de detecgdo. ts € o tempo de amostragem e deve ser < que 60 ms do valor t. A diferenca t — s
corresponde ao tempo de estabilizagao.

E2, t: periodo de limpeza. Ocorre formagéo de uma monocamada do metal oxidado no eletrodo de trabalho devido
ao alto potencial positivo.

Es,t3: periodo de condicionamento A monocamada do metal oxidado é eletroquimicamente reduzido pela aplicagéao
do potencial negativo, renovando a superficie do eletrodo.

FIGURA 2: Etapas de potenciais aplicaveis na deteccao eletroquimica no modo PAD (WATERS
CORPORATION)

2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES E SOLUCOES

O padrao de cianocobalamina (B12) foi fornecido pela Sigma (USA), produto V2876, CAS 68-
19-9. A concentracdo da solucdo padrao foi confirmada com a leitura em espectrofotdmetro nos
4
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comprimentos de onda de 278 nm, 361 nm e 548 nm e uso dos coeficientes de absor¢do de 115,
207 e 63 unidades de absorbancia, respectivamente (STROHECKER e HENNING, 1967).

Todos os reagentes utilizados no estudo foram de grau analitico ou superior. Agua deionizada
foi purificada utilizando um sistema de osmose reversa (Gekara, Sao Paulo, Brasil).

2.2 SISTEMA CROMATOGRAFICO

No estudo foi utilizado um sistema cromatografico composto por bomba modelo E2695 e
detector eletroquimico modelo 2465 munido de célula de fluxo composto de eletrodo de trabalho CU
WE e eletrodo de referéncia HYREF (Waters, Milford, USA). A separacao ocorreu em coluna de RP
18 Lichrospher (C18, 5um, 125 x 4, Merck, Alemanha).

2.3 ADEQUACAO DO SISTEMA CROMATOGRAFICO

Foram realizados testes com variacées na fase mével, detector no modo DC com varios
potenciais; detector no modo pulsado com diferentes potenciais, tempo de amostragem e tabelas de
eventos, e concentragdes de B12.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 FASE MOVEL

As composicdes de fase moveis avaliadas estao apresentadas na Tabela 1. As fases moéveis
testadas apresentaram alteragbes quanto a adigdo e concentracdo de trietilamina e &acido
heptanosulfénico sédico, pH e modificador organico. Foram avaliadas a fase moével, condi¢gdes do
detector eletroquimico e concentragbes de B12, conforme descricdo de Marszalt et al. (2005) e
Lebiedzinska et al. (2007), e variagbes nas condi¢des descritas. Também foi avaliada a fase mével
utilizada na avaliagdo de B12 com uso do detector DAD (detector de arranjo de diodos) por
apresentar resolucao satisfatéria (MAEDA et al., 1989).

TABELA 1: Composicao das fases moéveis avaliadas.

Fase movel Composicao

’ 94 mM NazHPOQ4, 10,8 mM trietilamina aquoso, pH 3,5 com HzPO. : acetonitrila
(90 : 10, v/v)

94 mM NazHPOs4, 4,5 mM acido heptanosulfénico sédico, 35,9 mM trietilamina,
100 mL de acetonitrila, pH 2,8 com HzPO4

3 94 mM NazHPO4, 4,5 mM acido heptanosulfénico sédico, 35,9 mM trietilamina,
100 mL de acetonitrila, pH 3,0 com HzPO4

94 mM NazHPO4, 1,1 mM acido heptanosulfénico sddico, 8,5 mM trietilamina
aquoso, pH 3,5 com H3zPOy : acetonitrila (90:10, v/v)

94 mM NazHPO4, 1,1 mM acido heptanosulfénico sddico, 8,5 mM trietilamina
aquoso, pH 3,1 com HsPO. : acetonitrila (90:10, v/v)
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94 mM NazHPO, aquoso : metanol (90:10, v/v), 8,5 mM trietilamina, pH 3,0
6 com HsPOg4

3.2 DETECTOR MODO DC, CORRENTE CONTINUA

As condig¢des testadas no modo DC estdo apresentadas na Tabela 2, e os cromatogramas
que apresentaram resposta promissoras correspondem as Figuras 3 a 6. Os cromatogramas
apresentaram ruido baixo, linha de base estavel, pressdo adequada, mas nao foi possivel visualizar
0 pico cromatografico que correspondesse a B12, embora tenha sido avaliado concentragdes entre
0,0612 pg mL™" a 8,028 ug mL'. Foram avaliadas variagdes na fase mével (composicdo e pH),
condi¢des do detector eletroquimico e concentragdes de B12, conforme descricdo de Marszalt et al.
(2005), Lebiedzinska et al (2007) e Kreft et al. (2012), que utilizaram eletrodo de grafite.

TABELA 2: Condigdes cromatograficas e concentragdes de B12 avaliadas com o detector no modo

DC - corrente continua

Temperatura

Condigé,o_ nge detector e Constante Range Potencial B12 )

cromatografica | movel coluna (<C) tempo (s) (nA) (Ec, Vv) (ng mL7)
1 1 30 1,0 20 0,30 0,408
2 1 30 1,0 20 0,40 0,408
3 1 30 1,0 20 0,50 0,408
4 1 30 1,0 20 0,60 0,408
5 1 30 1,0 20 0,70 0,408
6 1 30 1,0 20 0,90 0,408
7 2 30 1,0 20 0,30 0,408
8 5 30 1,0 20 0,20 0,0612
9 6 25 1,0 20 0,96 0,1605
10 6 25 1,0 20 1,60 0,1605
11 6 25 1,0 20 -1,30 0,1605
12 6 25 1,0 20 0,34 0,1605
13 6 25 1,0 20 0,40 0,1605
14 6 25 1,0 20 0,35 0,1605
15 6 25 1,0 20 0,64 0,1605
16 6 25 1,0 20 1,30 0,1605
17 6 25 1,0 20 -0,96 0,1605
18 6 25 1,0 20 -0,75 0,105
19 6 25 1,0 20 -0,72 0,1605
20 6 25 1,0 20 -0,85 0,1605
21 6 25 1,0 20 -0,73 0,1605
22 6 25 1,0 20 -0,71 0,1605
23 6 25 1,0 20 -0,72 0,321
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24 6 25 1,0 20 -0,71 0,321
25 6 25 1,0 20 -0,70 0,321
26 6 25 1,0 20 0,34 0,321
27 6 25 1,0 20 -0,69 0,321
28 6 25 1,0 20 -0,69 8,028
s, segundo; pA, micro amper; Ec, potencial; v, volts
e
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FIGURA 6:"Condigéao cromatogréfica 26

3.3 DETECTOR MODO PAD, MODO PULSO

As condicOes testadas no modo PAD estdo apresentadas na Tabela 3, sendo que foram
obtidos no modo positivo (+) e constante de tempo 1,0 segundo. Os cromatogramas que
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apresentaram as melhores respostas estdo apresentados nas Figuras 7 a 10. Embora tenha sido
observado nivel de ruido e sinal adequado n&o foi observado o sinal de B12.

TABELA 3: Condigdes cromatograficas e concentragdes de B12 avaliadas com o detector no modo
PAD - pulsado

Temp. | Range Potencial eventos B12
Cond. | F.M. o s ]
(C) | (MA) E() t (ms) Time | Even. | (HgmL?)
E1: 40,35 | 300
1 4 o5 20 | E2:+0,60 | 150 80 - - 0,408
E3:-0,30 | 150
0,00 | Auto0
0,01 0,35
0,20 0,35
E1:-0,90 | 200 0,30 0,90
) 4 25 10 | E2: 40,60 | 350 | 100 | 0,31 2,00 0,408
E3:-0,90 | 200 032 | -2,00
0,33 0,60
034 | -0,90
0,44 | -0,90
0,00 Auto 0
010 | -1,20
020 | -1,20
E1:-0,20 | 400 0,40 | -1,20
3 4 25 10 | E2:+0,40 | 200 | 100 | 0,41 0,73 0,408
E3:-1,00 | 200 042 | -0,73
0,43 0,40
0,44 | -0,40
0,50 0,40
0,00 | Auto0
0,01 | -1,20-
0,15 1,20
E1:40,35 | 400 030 | -1,20
4 4 o5 10 | E2:+0,60 | 200 | 60 | 0,31 2,00 0,408
E3:-0,90 | 200 0,32 2,00
033 | -0,65
0,34 1,20
0,40 1,20
0,00 | AuooO
0,01 0,73
0,20 0,73
E1:+0,73 | 400 0,40 0,35
5 4 25 50 | E2:+0,60 | 200 | 100 | 0,41 1,30 0,408
E3:-0,75 | 200 042 | -1,30
0,43 0,60
044 | -0,73
050 | -0,73
E1:+0,20 | 400 0,00 0,30
6 5 25 10 | B2 4060 | 200 | %9 |o20 | 030 0,408
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E3:-0,30 | 200 040 | 035
041 | -1,30
042 | -1,30
043 | 0,60
044 | -0,30
0,55 | -0,30
0,00 | 0,30
020 | 030
E1:+0,20 | 400 O
7 | 5 | 25 10 | E2:40,60 | 200 | 60 |2 : 0,408
E3:-0,30 | 200 042 | -1.30
: 043 | 0,60
044 | -0,30
0,55 | 035
0,00 | 0,30
020 | 030
oo | 2| S8 | 82
8 | 5 | 25 10 | E2:+0,60 200 | & : 0,408
=105 | 200 042 | -1,30
: 043 | 0,60
044 | -0,30
0,55 | 035
0,00 Auto 0
010 | 2,00
E1:-0,90 | 600 020 | 030
o | 5 | 25 10 | E2:40,60 | 200 | 100 |0,30 | -0,60 | 0,0612
E3:-1,30 | 200 032 | -1,30
0,33 | -1,30
043 | 030
0,00 Auto 0
020 | 035
E1:+0,48 | 300 050 | ous 0,0417
10 | 6 | 25 20 | E2:+0068 | 200 | 60 | : :
E3:-068 | 200 082 | 038
: 0,50 | 068
051 | -0,68
0,60 | -0.68
0,00 | -0,15
0,20 | -0,30
E1:-0,34 | 300 030 | -0.90
11 | 6 | 25 20 E2:0 | 200 | 60 |033 0 0,0417
E3:-0,94 | 200 035 | -0,34
0,50 | -0,90
0,70 | -0.15
0,00 | -0,15
E1:-0,34 | 300 ol B
12 | 6 | 25 20 | E2:+097 | 200 | 40 |© : 0,0417
E3:-0,34 | 200 0,40 1 0,70
: 0,50 | -0,15
070 | -0,34
E1:+0,07 | 400 0,01 | -1,30
13 | 6 | 25 20 | £t 0% | s00 | 60 | 000 ; 0,1605
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ES3:-1,30 200 0,30 0,97
0,40 0,97
0,50 1,64
0,70 -1,30
0,00 -0,34
E1:-0,96 | 300 o2 | o
14 6 25 20 E2:-0,15 200 40 ’ ’ 0,1605
E3:+0.34 | 200 035 | -0,9
’ 0,40 -0,50
0,50 0,34
0,00 0
0,30 0,10
E1:+0,15 | 400 o | e
15 6 25 20 E2: +0,34 200 100 ’ ’ 0,1605
E3:-0,96 | 200 050 1 030
’ 0,60 0,10
0,70 -0,30
0,80 -0,34
0,00 -0,30
0,30 -0,60
E1:-0,85 | 400 O B
16 6 25 20 E2:-0,30 200 40 ’ ’ 0,1605
E3:-0.85 | 200 045 | -0.85
’ 0,60 0,45
0,70 0,45
0,80 -0,30
Cond., condicao; F.M., fase mével; nA, nano amper; E, potencial; v, volts; t, tempo; ms, milivolts; ts, tempo em segundos.
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FIGURA 10: Condicado cromatografica 15
4 CONCLUSAO

As condigcbes cromatograficas testadas nao permitiram evidenciar o pico cromatografico
correspondente & B12. O resultado nao satisfatério pode ser devido ao uso do eletrodo de cobre,
disponivel para a condugéao do estudo.
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