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Determinacio do ion ferro em preparacdes farmacéuticas através da cromatografia planar e
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RESUMO: Os autores estudaram o comportamento cromatografico de preparagdes farmacéuticas
comerciais contendo o ion Fe (II). Utilizando celulose microcristalina/Propanol: acido cloridrico 4
N: acido acético concentrado: acido nitrico concentrado: cloroféormio (40: 5: 5: 10: 10), como
sistema cromatografico e alizarina como reagente de deteccao, Fe (II), Mn (II), Mg (1I), Cu (II), Zn
(IT) e Ca (IT) foram separados e identificados pela Cromatografia Planar. O Fe (II) foi determinado
pela reagdo com a ortofenantrolina, resultando em solu¢do adequada para quantificagdo
colorimétrica.

PALAVRAS-CHAVE: Cromatografia Planar; CCD; ion Fe (II), cations; preparagdes
farmacéuticas.

Introducio

O objetivo terap€utico de preparagdes farmacéuticas contendo o ion Fe (II) € o de proporcionar ao
organismo este ion em forma facilmente assimildvel, em concentragdes suficientes para corrigir a

anemia ferropriva e restabelecer os indices normais de armazenamento de Fe (II) corporal.6 0]
sulfato ferroso, como se sabe, ¢ a melhor forma absorvivel de Fe (II). Freqlientemente, encontramos
0 mesmo associado ao acido ascorbico, cuja agdo redutora facilita ainda mais o seu aproveitamento
e vitaminas do complexo B, fatores condicionantes ao aumento da taxa de hemoglobina em
pacientes anémicos. Mesmo quando ndo associado, encontramos o referido sal veiculado em

sorbitol, conhecido por incrementar a absorgio intestinal de vitaminas e nutrientes.’ Recentemente
a Cromatografia Planar tem vivenciado um renascimento na industria farmacéutica. Entre outras, a
principal vantagem da técnica € que os constituintes de amostras complexas podem ser separados,


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0100-4670&lng=en&nrm=iso
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-46701997000100012&lng=en&nrm=iso&tlng=pt#back
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-46701997000100012&lng=en&nrm=iso&tlng=pt#back
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-46701997000100012&lng=en&nrm=iso&tlng=pt#back

identificados e recuperados para analise posterior por outras técnicas microanaliticas.®

Progressos recentes em cromatografia planar foram apresentados e discutidos no encontro
promovido pela "Joint Pharmaceutical Analysis Group", juntamente com "Chromatographic

Society", em margo de 1995,3 aonde destacou- se que a Cromatografia em Camada Delgada ¢ o
método de escolha para estudos qualitativos, porque constituintes presentes em pequenas
quantidades, sdo detectados por esta técnica.

Considerando que as reagdes de identificagdo de principios ativos, sdo ensaios farmacopéicos

1,10,11

imprescindiveis tanto em matérias primas como em produtos acabados, verifica-se a

necessidade e a importancia de métodos especificos para a deteccao dos principios ativos minerais,

uma vez que o numero de preparagdes farmacéuticas multiminerais vem crescendo a cada dia.’

Material e método
Padrao

A) Foram utilizadas as seguintes solugdes padrdo aquosas na concentracdo de 0,1% (m/v) em

relagdo ao cation durante a fase qualitativa:z’7 sulfatos de Fe (II), Mn (II), Mg (IT), Cu (IT)e Zn(II),
fumarato ferroso, fosfato de calcio dibasico, molibdato de sodio, pantotenato de calcio, acido
ascorbico e sorbitol.

B) Durante a fase quantitativa foram utilizadas solucdes padrdao de sulfato ferroso e das amostras
numa concentracao de 0,04% (m/v) em relagdo ao cation.

Amostras
1 Amostras comerciais:

a) Drageas de trés formulacdes diferentes, Da, Db e Dc, contendo respectivamente 400, 525 e 10
mg de sulfato ferroso/dragea.

b) comprimidos (formulagdo d,Cd) contendo 18 mg de fumarato ferroso/comprimido.

Obs.: Nas amostras comerciais analisadas, além de Fe (II) outros ions e vitaminas estdo presentes ;
uma das formulagdes, (Cd) contém 28 componentes. Em vista disso, preparamos a amostra
simulada que contém os principais elementos objeto desta analise.



2 Amostra stmulada (AS) ou formulacio padio (Fp)

sulfato ferroso 02000 g
culfate de manganés 00030 g
sulfato de cobre 00005 g
Fosfato tncalcico 00100 g
Lactoze 00200 g
Armido 0,0500 g
Estearate de magnésio 00060 g
Talzco 00060 g

3 Solugdes orais comerciais
SOa, SOb = contendo 125 mg de sulfato ferroso/mL

SOc = contendo 25 mg de sulfato ferroso/mL

4 Solucio oral padrio (S0 ou amostra stmulada, formulacio:

culfato ferroso 25z
sorbital 0,280 g
Jlr'agua desmineralizada .2 p. 20 ml.

Condic¢des cromatograficas
Adsorvente e preparo das camadas

Camada de celulose microcristalina, distendida em aparelho proprio, sobre placas de vidro de 20 x

20 cm, na espessura de 300y, secas ao ar ¢ ativadas por 10 minutos a 105°C.>*

Fases Maveis (FM)

1 n Butanol: HC12 N (1: 1)

2 n Butanol: HC1 6 N (1: 1) 3- n Butanol: HC1 10 N (1: 1)
4 n Butanol: HCI concentrado: etanol: agua (6: 5: 48: 1)
5 Etanol: HCI concentrado: agua (8: 1: 1)

6 HCI: metanol: dgua (1: 8: 1)

7 Acetona: 4gua: HCI concentrado (80: 5: 8)

8 Propanol: HCI 4N: acido acético concentrado: HNO; concentrado: cloroformio (30: 5: 5: 10: 10)

9 Metanol: HCI concentrado (9: 1)



Solu¢des reveladoras

1 Solugdo etanolica de alizarina a 0,08% (m/v), seguida de exposi¢do aos vapores de améonia’.
2 Solugao etandlica de acido fosfomolibdico a 5%.

Solugdes reagentes (determinacio espectrofotométrica)

Solucao de acido cloridrico a 0,1 N

Solugao de citrato de sodio a 5% (m/v)

Solugdo de ortofenantrolina a 0,25% (m/v)

Solugdo de 4cido ascorbico a 1% (m/v).

Preparo das amostras

A) Determinacao do peso médio das drageas e/ou comprimidos:

Foi feita uma amostragem das drageas e/ou comprimidos, de maneira a obter o peso médio;!! em

seguida, as amostras foram pulverizadas e homogeneizadas, e entdo tratadas com agua em agitador

magnético por 40 minutos e sedimentagdo da parte insolavel.”

B) As solugdes orais a, b e d foram preparadas por simples diluicao [1,6% (v/v) SOa, b e d ],
enquanto que a solu¢do oral ¢ (SOc) foi diluida a 8% (v/v).

Aplicacdo das amostras e solucdes-padrao

As amostras foram aplicadas na linha de partida localizada a 1,5 cm da borda inferior das
cromatoplacas e distanciadas 1,5 cm entre si em pistas previamente demarcadas.

Padronizacio

Foram elaboradas duas curvas de calibragdo: uma, direta, a qual ndo passou pelo processo
cromatografico com solugdes-padrao de sulfato ferroso nas concentragdes de 1 a 5 mg. mL!, além
do teste em branco (B) ou seja, sem conter o ion Fe (II). Todos os ensaios foram realizados em
triplicata (Tabela 1).
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Tabela 1- Dados experimentais obtidos das curvas de calibragio de
solupdes contendo o complexo ferro-1, 10 - fenantrolina utihizando
a espectrofotometnia na regidio do wisivel

ion Fe (IT)
Farza de concentracio 0-5pg ml10- 5 Lz SR Ly
Wolume final (extracio) Sml
Mimero de solupées 10
A de lettura 510 nm
Equacdes de regressio
y=athx
{a) - 0,00043 (-0,00067*
(b) 00362 ( 0,0336)*
Coeficiente de regressiio 0,9994 (09987 )*

*Dz walores entre parénteses se referem ds curvas de calibracio cromatografadas
(para os complexos formados apds CCOLN.

A outra curva-padrao obtida foi denominada curva-padrdo cromatografada aonde solugdes padrao
em concentragdes de 1 a 5 microgramas em 5 microlitros foram aplicadas em camadas de celulose
microcristalina e em triplicata. Portanto em placas demarcadas com 7 pistas, aplicou- se a cada uma

das primeiras 5 pistas, 5 mL de solu¢do-padrao de 1 a 5 mg. 5 mL™!. Uma pista foi deixada para o
branco e a ultima, contendo o padrao foi revelada com alizarina (Figura 2), mantendo-se as demais
protegidas pela superposi¢dao de uma placa de vidro (Tabela 1).
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1 2 3 4 5 B Fe(1I)

FIGUEAL 1 - Escquematizacio da curva-padriio cromatografada 1,2, 5, 4 e &
Solucdo padrio (1) de sulfato ferroso contendo, respectivamente, 1, 2,
3, 4e5uzdeFe (). 5 UL, B =branco e Fe(Il): solucio-padrio
[2 pg 5 pL-l).
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FIGUEA 2: Esquematizacio do método apresentado no presente trabalho para
separacio e postenior quantficacio do Fe (I0) em medicamentos.

Quantificaciao do ion Fe (II)

A localizagdo e retirada do cation isolado por cromatografia foi a base para a quantificacdo, e foi
realizada pela aplicacdo do agente revelador alizarina (1). Além da demarcagdo anterior (vertical)
nesta fase, tragaram-se duas linhas horizontais a 2 ¢ 4,5 cm acima e paralelas a linha de partida. Esta

faixa € correspondente ao valor de R . x100 do Fe (II) sem interferéncia de outros componentes, nas

condigdes experimentais. A alizarina foi aplicada sempre na ultima pista a direita da cromatoplaca,
contendo uma duplicata do padrio (Figura 2). Esta pista era revelada isoladamente, apos
superposi¢ao de outra placa de vidro no restante da cromatoplaca contendo as amostras e o padrao.
Isso permitiu a manutencdo da integridade do adsorvente contendo o Fe (II) separado de outros
principios ativos e também do padrio para ser comparado quantitativamente.

Transferiu-se a parte da camada demarcada contendo o cation diretamente para tubos de centrifuga
com tampa, com capacidade para 15 mL e, apos tratamento adequado, efetuou-se a quantificagdao

colorimétrica.” A cada um dos tubos, adicionou-se, 3 mL de HCI 0,1 N, seguindo-se de
homogeneizacao em agitador e repouso de 30 minutos.

Em seguida adicionou-se na seguinte ordem, 0,5 mL de solucdo de acido ascorbico a 1% (m/v) e 0,5
mL de ortofenantrolina a 0,25% (m/v), 1 mL de solucao de citrato de sédio a 25%, tendo-se o
cuidado de homogeneizar a mistura apos cada adicdo. Apds repouso de 30 minutos, centrifugou-se
por 5 minutos a 2.000 rpm, transferindo-se o liquido sobrenadante a cubetas de 1 cm, procedendo-se
a leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 510 nm.
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Resultados e discussao

As formulagdes apresentadas foram primeiramente ensaiadas para fins qualitativos, isto &,
separacdo e identificagdo de ions terapeuticamente ativos. Cuidou-se, nesta fase, de separar também
acido ascorbico e sorbitol, uma vez que a presenca dos mesmos ¢ freqliente nas formulagdes
multiminerais. Portanto, em virtude das consideragdes acima, apresentamos a tabela seguinte:

Analisando a Tabela 2, verificamos que a melhor separagdo do Fe (II) dos demais ions ocorreu com
a fase movel 8 [propanol: HCI 4 N: acido acético glacial: HNO, concentrado: cloroférmio (30: 5: 5:

10: 10)]. As cromatoplacas foram desenvolvidas num percurso de 10 cm e precedidas de lavagem
com a fase mdvel 9 [metanol: HCI concentrado (9: 1)] num percurso de aproximadamente 13 cm,
para prevenir possivel contaminacdo. As condigdes citadas acima permitiram a separa¢do do acido

ascorbico, cujo valor de R, x 100 = 51 (cor violeta com revelador 1 e azul com revelador 2),

confirmando a nao interferéncia do mesmo, principalmente considerando-se concentragdo versus
dimensdo das manchas. Nas condi¢des experimentais as formulagdes solidas analisadas (Da e Db)
em que o acido ascoérbico encontra-se em concentragdes correspondentes a 2,26% e 3,82% da
concentragdo de Fe (II) e 11,25% e 19,04% de sulfato ferroso, respectivamente. Mesmo na
formulacdo Cd em que a concentragdo do Fe (II) é muito menor do que as anteriores e também
menor do que a do 4cido ascérbico, ndo houve dificuldade na separagdo e identificacdo,
principalmente considerando- se que o ion ferroso estd presente como fumarato, confirmando assim
a especificidade do sistema cromatografico citado para cations, o que torna- se um fato promissor

uma vez que algumas formulagdes recentemente langadas,”> contendo o fumarato ferroso, estdo

sendo largamente estudadas® com a finalidade de redugéo de efeitos secundarios relacionados com a
quantidade de Fe (II) ingerido. (Figura 3, Tabela 3):

Tabela 2 - Valores de F.zx 100 dos prncipais cations contidos nas formulagdes

estudadas, utiizando celulose mucrocnstaling e diferentes fases mdvets.
Lcente revelador 1

FM Catons Egx 100
Fe(Il, In{ID) Mg (1) Cu{lly Zn(Il) Ca (1T
1 32 35 34 45 63 -
2 27 28 24 38 68 41
3 65 31 25 55 75 -
- 16 18 15 55 89 -
5 25 25 24 43 89 -
6 It 45 - 81 It pp
7 If 41 - - If PR
8 32 14 pp 19 £2 10

e = ponto de partida; If = linha de frente.
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FIGUEA = - Eepresentacfio esquematizada de diversas cromatoplacas obtidas
cotn a uthzagio do sistema cromatografics: celulose microcnstaina’propansl:
HZ14D: acido acetico concentrade: HNOs concentrade: cloreférmio. Agente

revelador: alizarna 0,05% (miv).

Tabela 3 - Valores de F5x 100 e cores das manchas das solugdes padrio dos ions
envolvidos e os medicamentos selecionados em cromatoplacas de celulose
ticrocnstalina / Fase MWével (FID &

=P e Medicamento WValor de Rgx 100 Eevelador 1 Eevelador 2

Fe (I} 32 wolacea atn
Ca (1) 11 roxa (ext)* -
Zn (1T} 56 olacea -
Cu (II) 15 VETT. V10 -
Da 11 roxa (ext)® arr
32 wolacea
Db 11 roxa (ext)* -
23 wolacea arn
Cd 11 roxa (ext)® -
31 wolacea arm
55 olacea
Fp 12 roxa (ext)* -
16 VETN. Vo -
a2 wiolacea atn
a0 a2 olacea arn
SO 23 olacea arn
SO 32 wolacea arr
S Cp a2 wolacea atn

toxa(ext) = a cor desaparece rapidamente;, verm. vio. = vermelho violdcea, 3P = solucdo padrio,
Da e Db = drdgeas das formualactes g e b Od = comprirddos da formalacio d, 50a , 508, Soc
g S0 = solugBes orais das formulagbes g, B c e p.



Com relagéo ao sorbitol, geralmente veiculado ao sal ferroso nas solugdes orais, apresentou um R,

x 100 de aproximadamente 92, apresentou cor azul com o revelador 2, comprovando-se, a ndo
interferéncia do mesmo em nossas analises.

Determinacao do Fe (IT) em preparacdes farmacéuticas

Trabalhou-se com aliquotas correspondentes a 2 microgramas de Fe (II), tanto para o padrdo como
os medicamentos, pois essa concentragao foi ideal em relagdo ao tamanho das manchas dos ions nas
cromatoplacas. A parte III da Tabela 4 foi elaborada seguindo recomendagdo dos ultimos cddigos
americanos, entre os quais USP 23? ed., no capitulo Espectrofotometria: "em ensaios colorimétricos
que indicam a preparagdo e uso de uma curva-padrio, € admissivel e de preferéncia, ndo se utilizar
de uma curva-padrdo, mas comparar a amostra diretamente contra a mesma quantidade do Padrdo

de Referéncia e aplicando-se o mesmo tratamento".!! Em vista disso, as amostras foram
cromatografadas juntamente com o branco (faixa delimitada na camada sem amostra) e o padrao.
As concentracdes foram calculadas em funcdo da curva-padrao direta, da curva-padrao
cromatografada e da formula C, = C, x A A/Ap , em que C, = concentragdo da amostra, C, =

concentragdo do padrdo (2 microgramas em 5 microlitros), A , = absorbéncia da amostra ¢ Ap =

absorbancia do padrdo, devidamente descontada a absorbancia do branco.

Tabela 4 - Concentracio de Fe (II) calculada em funciio da curva-padrio
direta ( 1), Curva Padrio cromatogratada { I1) e da férmula
Cya=Cpxrh /Ay (III)nas condigdes experimentais

Amostra . Z 1L
[Fe D] % [Fe ] % [Fe @I %
Da 1,92 5859 2,12 106,1 2,05 1029
Di 1,97 88,6 2,18 1090 2,12 10538
Fp 1,88 545 2,09 1045 2,02 1015
S0k 1,94 973 2,15 1075 2,03 1014
SOb 1,89 5845 2,09 1045 1,97 985
e 1,8 545 2,09 1045 1,97 985
SC0p 1,92 559 2,12 106,1 2,03 1015

Conclusao

Sabendo-se que as monografias oficiais estabelecem que o teor permitido de FeSO,.7H,0 ¢ de 95%

a 110% para comprimidos e de 94% a 106% para solugdes orais e sabendo-se também que os
nossos ensaios foram elaborados em fun¢do da quantidade de Fe (II) no sulfato ferroso rotulado nas
preparagdes farmacéuticas, verificamos que todas as formulagdes estudadas encontram-se dentro
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destes padrdoes oficiais, concluindo-se que a associacdo da cromatografia planar e
espectrofotometria nas condi¢des citadas ¢ perfeitamente adequada a analise de preparagdes
farmacéuticas contendo Fe (II) como principio(s) ativo(s).
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ABSTRACT: The authors have studied the chromatographic behavior of pharmaceutical
preparations obtained from commercial sources containing the ferrous ion. Using microcrystalline
cellulose , propanol: 4 N, H Cl, acetic acid, nitric acid, chloroform mixture (40: 5: 5: 10: 10) as

chromatographic system and and Alyzarin as the detection reagent Fe (II), Mn (II), Mg (II), Zn (II)
and Ca (II) were separated and identificated by Planar Chromatography. Fe (II) cation was
determined by reaction with 1, 10-Phenanthroline, resulting in an appropriate solution for
colorimetric quantitation.
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