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It was described ;n this work a simple method for separatíon and identification
of choline chloride and Betaíne hydrochloride, when mixed ín pharmaceutical pre-
paration, using chromatography technique in ascendent papel'.

The Rf of both substances have been established, whether when mixed wíth
pharmaceutícal products whether separated in a simple water solution.

Satisfactory results are got in separation and identification of Betaíne and
Cholíne in above conditions.

INTRODUÇÃO

Identificar a betaina, quando pura, não
constitui problema. A literatura já registra
para isso alguns métodos 1,10. Constitui, po-
rém, uma problema a identificação da Betaí-
na em presença de Colina, principalmente em
produtos farmacêuticos.

Valendo-se do método estabelecido por
ApPLETONet alii 2 para determinação de Co-
lina, WALL et alii 11 determinaram espectro.
fotomêtricamente Betaína e outros compostos
quaternários nitrogenados.

Outros métodos para separar BetaÍna de
Colina têm sido indicados mas, além de tra-
balhosos, são demorados pois utilizam-se da
técnica de cromatografia em coluna 4,5,6, ca-
mada delgada hi-dimensional, ou eletroforese",

A Cromatografia em papel para separar
bases quaternárias de amônea já foi anterior-
mente usada por BREGOFFet alii 3.

SANDI8 descreve um reagente (ácido bro-
motálico) para a identificação de bases or-
gânicas como a Betaína, Colina e Nicotina-
mida e, especialmente, para diferenciá-Ias das

bases puncas como Cafeína, Teobromina e
Teofilina.

Neste trabalho procuramos estabelecer um
método rápido e prático, usando a técnica da
cromatografia em papel ascendente pois, além
de simples, pode ser executado num laborató-
rio modesto. Para a identificação tanto dá
BetaÍna como da Colina usamos o reagente
de Dragendorff modificado 6.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Material

Papel Whatmann n.o 1
Cuba cromatográfica
Micropipetas
Cloreto de Colina E Merck AG
Cloridrato de Betaina E Merck AG
Hidróxido de Amôneo
Subnitrato de Bismuto
Solvente - n-Butanol-Acido Acético-
Água (10:5:2)
Reagente de Dragenderff modificado com
referências.

Preparar as soluções como segue:

(1) Trabalho realizado na Seção de QUímica Bíoíógíca do Instituto Adolfo Lutz.
(2) Do Instituto Adolfo Lutz.
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a) Solução 1

Subnitrato de Bismuto
Ácido Acético Glacial
Água

Solução 2
Iodeto de Potássio
Água

Solução J

0.850 g
10 ml
40 ml

8 g
20 ml

Misture as soluções 1 e 2 e guarde
na geladeira em frasco escuro,

L) Reagente

Prepare no momento de ser usa-
do, o reagente de trabalho, da se-
guinte maneira:

Solução 3
Ácido Acético Glacial
Agua

10 ml
20 mI
50 ml

2. Método

Separação e identificação de Betaina P

Colina

a) Preparo da amostra

Transfira para um balão volumétrico de
50 ml uma quantidade de amostra do pro-
duto a ser analisado de maneira que cada
10 microlitros da solução contenham de 50
a 100 microgramas de BetaÍna e 50 a 100
microgramas de CIoreto de Colina.

Adicione cêrca de 25 ml de água e al-
gumas gôtas de NH40H N até acertar a um
pH entre 8 e 9, Complete o volume com
água, Hornogenize.

b) Cromatograjia

Transfira para tiras de papel WhatmanlJ
n." I, de 3x13 em, com linha de partida a
2 em da base e o fronte a I cm da altura,
10 microlitros da solução obtida em a. Se-
que ao ar.

Desenvolva a cromatograma de manei-
ra ascendente, usando como solvente a so-
lução n-Butanol-ácido acético-âgua (10:5-2).
O solvente deverá atingir o fronte depois de
2h30m a 3 horas, após o início do desen-
volvimento do cromatograma.

Seque o papel em corrente de ar e re-
vele com o reagente de Dragendorff.
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A mancha vermelha que aparece ime-
diatamente a um Rf de 0,72 a 0,84 corres-
ponde à Clorcto Colina e a mancha amare-
lo-laranja que aparece após alguns minutos
e a um Rf de 0,36 a 0,50, corresponde à
Betaína.

RESULT ADOS E DISCUSSÃO

Qualldo se eromatografa separudamen-
te BetaÍna e Colina nas condições descritas,
obtém-se para BetaÍna um Rf de 0.54 e, para
Colina, o Rf de 0,84.

Ao se revelar o «romatograma da Be-
taína sem Colina, a mancha amarelo-laranja
aparece mais ràpidamente.

Para seleção do solvellte, foram testa-
das as seguintes misturas:

Butanol -- Etanol (1 :1)
Etanol - Ácido Acético (1: 1 )
Etanol --- ButanoI --- Amônea (10:4:2) e

(9 :5.2)
Etanol a 60 -- Acetona a 38% ~-- Ácido

Acético a 2% (10:5:2)
Metanol - Acetona (1: 1)
Etanol -- ~ Acetona - Amônea (10:5 :2)
Ftanol - Butanol - Ácido Acético (10:5:

2) e (10:10:2)
Butanol - Ácido Acético (100 rnl Butanol

- 30 ml Ácido Acético para 80 a 90 ml
água)

Acetona -- - Ácido Acético (2: 1)
Etanol --- Isopropanol (:1: 1) e (2:2)
Etanol - Isopropanol Amônea (3: 1 :1)
Etanol -- Isopropanol Ácido Acético

(3:1:1)
Etanol a 951'ó - Amônea (95:5)
Isobutanol - Ácido Acético --- Água (3: 1: 1)
Acetato de Etíla - Ácido Acético - Água
13:1:1)
Benzeno - - Cloroformio - Butanol 11:1:1)

e (2:1:1)
Benzenc -- - Clorofórmio (1: 1)
Butanol ._-- Clorofórmio -- Água (lU:5:2)
Butanol -- Ácido Acético -- Água (4: 1:5) ;

(4:4:1); (10:10:0,6) e (4:8:1).
De todos os solventes testados, conse-

gum-se separação precária com os segUlll-
tes:

Etanol Isopropanol -- Ácido Acético
(3:1:1)

Isobutanol - Ácido Acético - Água (3: I:
1).
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Com todos os outros, BetaÍna e Clorcto
de Colina sempre caminhavam juntos.

Variações de pH foram testadas, e a
separação da Colina da Betaína só foi pos-
sível quando a solução inicial S(~ apresentava
com pH entre 8 e 9.

Com êste método conseguimos separar
e identificar satisfatoriamente CIo reto de Co-
lina, e Cloridrato de BetaÍna, constantes da
Iorrnulaçâo de diversos preparados farma-
cêuticos xaroposos, que continham, além
destas substâncias, vitaminas do Complexo
11, Lisina, alguns, também, citrato de ferro
amoniacal.

Em xaropes contendo vitaminas do Com-
plexo B e sais de ferro e aos quais adicioná-
vamos Cloreto de Colina e Cloridrato de
Betaína, na quantidade de 0,05 gJ15 ml,
sempre conseguimos separar e identificar
aquelas substâncias.

CONCLUSÃO

Cloreto de Colina e Cloridrato de Bc-
taína podem ser perfeitamente separados e
identificados por cromatografia em papel,
desde que respeitadas as condições de pH,
tempo, e solvente descritas.

RESTJMO

É descrito um método simples para se-
paração c identificação de cloreto de Colina,
e de Cloridrato de Betaína.. quando em mis-
tura em produtos Iarmacêuticos, usando a
técnica da cromatografia em papel asce n-
dente.

Foram estabelecidos os Rf de ambas as
substâncias, quer quando em mistura em
produtos farmacêuticos, quer separadas, em
simples solução aquosa.

Conseguiram-se resultados satisfatórios
na separação e identificação da Betaina c
Colina nas condições e descritas.
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