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SEPARACAQO E IDENTIFICACAO DA BETAINA E COLINA EM
MISTURA, POR CROMATOGRAFIA EM PAPEL (&

SEPARATION AND IDENTIFICATION OF BETAINE AND CHOLINE
IN MIXTURE BY PAPER CHROMATOGRAPHY

WALDOMIRO PREGNOLATIO {2)
MyrNa SapiNo (2)
Ceey CHAHIN (2)

It was described 'n this work a simple method for separation and identification
of choline chloride and Betaine hydrochioride, when mixed in pharmaceutical pre-
paration, using chromatography technigue In ascendent paper.

The Rf of both substances have bheen established, whether when mixed with
pharmaceutical products whether separated in a simple water solution.

Satisfactory results are got in separation and identification of Betaine and

Choline in above conditions.

INTRODUGCAO

Identiicar a betaina, quando pura, nfe
constitui problema. A literatura ja registra
para isso alguns métodos ™ *®. Constitui, po-
rém, uwma problema a identificacio da Betai-
na em presenca de Colina, principalmente em
produtos farmacéuticos.

Valendo-se do métode  estabelecide por
APPLETON et ¢lii ® para determinagio de Co-
lina, Wazs et alii determinaram especiro-
fotométricamente Betaina e outros compostos
guaternirios nitrogenados.

Outros métodos para separar Betaina de
Colina t8m sido indicados mas, além de tra-
balhosos, sBo demorados pois utilizam-se da
téenica de cromatografia em coluna % 9, ca-
mada delgada bi-dimensional, on eletroforese®.

A Cromatografia em papel para separar
hases guaterndrias de aménea ji foi anterior-
menie usada por BRECOFF ef alil ®.

Sanp1® descreve um reagente (4cido bro-
motalico} para a identificacBo de bases or-
génicas como a Betaina, Colina e Nicotina-
mida e, especialmente, para diferencid-las das

bases phricas como Cafeina, Teobromina e
Teofilina.

Neste trabalho procuramos estabelecer mm
métode rapide e pritice, usando a téenica da
cromatografia em papel ascendente pois, além
de simples, pode ser execatado num laboraté-
rio modesto. Para a identificacie tanio da
Betaina como da Colina usames ¢ reagente
de Dragendorff modificado ®,

MATERIAL E METODOS

1. Material

Papel Whatmann n® 1
Cuba cromatogrifica
Micropipetas
Cloreto de Colina E Merck AG
Cloridrato de Betaina E Merck AG
Hidréxido de Amobneo
Subnitrate de Bismuto
Solvente — n-Butanol-Acido
Agna (10:5:2)
Reagente de Dragenderff medificado com
referéncias.

Preparar as solugbes como segue:

Acético-

{1) Trabatho realizado na Secfio de Quimica Biolégica do Institute Adolfo Lufz,

{(2) Do Institute Adolfo Lutz,
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a)  Selugio I

Subnitrato de Bismuto 0.850 ¢

Acido Acético Glacial 10 ml
Agua 40 ml
'  Solugio 2
Todeto de Potissic 8y
20 ml

Agua
Solugio 3

Misture as solugbes 1 e 2 ¢ guarde
na geladeira em frasco escuro.

By Reagente

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

Solugio 3 W owl
Acido Acétice Glacial 20 ol
50 mi

Agua
2. Método

Separagio « identifieagdo de Betaing ¢
Coline

aj} Preparo da amostra

Trapsfira para wm baldo volumétrico de
50 ml uma quantidade de amostra do pro-
duto a ser analisado de mancira que cada
L0 microlitros da soluciio contenham de 50
a 100 microgramas de Betaina e 50 a 100
wicrogramas de Cloreto de Colina.

Adicione cérea de 25 ml de dgua e al
sumas gotas de NH.OH N até acertar a um
pH entre 8§ e 6. Complete o volume com
dgua, Homogenize,

by Cromatografic

Transfira para tizas de papel Whatmann
n® 1, de 3x13 em, com linha de partida a
2 em da base e o fronte a 1 cm da alora,
10 microlitros da solugfo obtida em a. Se-
que a0 ar.

Desenvolva a cromatograma de manei-
ra ascendente, usando como solvente a so-
lugdo n-Butanol-deido acético-dgua {10:5-2).
O solvente deverd atingir o fronte depoils de
2h30m a 3 horas, apés o infcic do desen-
volvimento do cromatograma.

Seque o papel em corrente de ar e re-
vele com o reagente de Dragendorif.
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A mancha vermelha gque aparece ime.
diatamente a um Rf de 0.72 a (.84 corres.
ponde & Clorete Colina ¢ a mancha amare-
lo-laranja que aparece apos alguns minntos
e a um Ri de 0,36 a 0.50, corresponde 3
Betaiua.

RESULTADOS E DISCUSSAC

Quando se cromatografa sepuradamen-
le Betaina e Colina nas condicbes descritas,
obtém-se para Betaina win R de 0,54 e, para
Colina, o Rf de 0,84,

Ao se revelar o cromalograma da Be.
taina sem Colina, a meancha amarelo-laranja
aparece mals rapidamente.

Para selecho do solveute, foram testa.
das as seguintes wisturas;

Butanol —- Etanol (1:1)
FEtano! — Acido Acético (1:1)

Etanol - - Butanol - Amdnea {103:4:2) e
(9:5.2)

Etanol & 60 — Acetona a 389 Acido
Acético a 29 (10:5:2)

Metanol — Acetona (1:1)

Kianol ~- Acetona — Amdnea (10:5:2)

Ftanol — Butanol — Acido Acético (10:5:

2) e (10:10:2)
Butanel — Acido Acético {100 ml Butanol
- 30 ml Acido Acético para 80 a 90 ml

Ggua)
Acetona - Acido Acético {2:1)

Etanol - lsopropanol (3:1} e (2:2)

Etanol — Isopropano! - Aménea (3:1:1)

Eranel —- Isopropanei --  Acido  Acético
{3:1:1)

Etanel 2 95% - Ambnea (95:5}

[sobutanol — Acido Acético ~— Agua (3:1:1}

Acetato de Erila — Aeide Acético - Agua

(3:1:1)

Benzene - - Cloroférmio
e (2:1:1)

- Butanol {1:1:1)

Henzeno —- Cloveféruie (1:1)
Butanol - Cloreférmio — Agua (10:5:2)
Butanol —— Acido Acético — Agua (4:1:5):

(4:4:1Y; (10:10:0,6) e {4:8:1).

De todos os solventes testados, conse-

guittse separagio preciaria com os seguin

tes:

Franol - Actdo Acétice
{3:1:1)

Isobuianol — Acido Acético — Agua (3:1:
i}.

sopropanol
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Com todos os outros, Betaina ¢ Cloreto
de Colina sempre caminhavam juntos.

Variagoes de pH foram testadas, ¢ a
separagio da Colina da Betaina 36 foi pos
sivel quande a solugio inicial sc apresentava
eom pH entre 8 & 9,

Com éste mweétodo conseguimos separar
e identificar satisfatoriamente Cloreto de Co-
lina, ¢ Cloridrato de Beiafna, constanies da
formulagio de diversos preparados farma-
céulicos xaroposos, que continham, aléms
destas substfincias, vitaminas do  Complexo
B, Lisina, alguns, também, ditrato de ferro
amoniacal, )

¥m xaropes contendo vitaminas do Com-
plexo B e sais de ferro e aos guais adiciona-
vamos Cloreto de Colina e Cloridrato de
Betaina, na quantidade de 0,05 g/15 ml,

sempre conseguimes separar o identificar
aquelas substincias.
CONCLUSACG

Cloreto de Colina e Cloridraio de Be
taina podem ser perfeitamente separados e
identificados por cromatografia em papel,
desde que respeifadas as condigbes de pH,
tempo, ¢ solvente deseritas,

RIWSUIMO

E descrito um método simples para se-
paracio o identificagBo de cloreto de Colina,
e de Cloridvate de Betaing, quando em mis-
tura em produtos fzrmacfidices, usando o
téenica da cromategralia em papel  ascen-
dente,

Foram estabelecidos vs Bf de ambas as
substincias, quer gquando em mistura em
produtns farmacuticos, guer separadas, em
simples solugho arquosa.

Conseguiram-se  resuitados  satisfatdrios
na separacio e identificagio da Betaina e

Colina nas condighes e descritas.
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