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RESUMO

As técnicas de separação cromatográfica são procedimentos de vários estágios nos quais os componentes de uma amostra são distribuídos entre duas fases uma das quais é estacionária e outra móvel. Dentre as técnicas utilizadas para identificação de compostos que contenham lipídios como fosfatidilserina, fosfatidilcolina, lipídios catiônicos entre outros, a cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de fácil desempenho com eficiência e baixo custo. O objetivo deste trabalho foi realizar a identificação de dois compostos lipídicos, a fosfatidilserina e fosfatidilcolina, com preparo de amostras e padrões na concentração de 1mg/ml cada, inseridas em placa de sílica gel e eluída em solvente apropriado e revelada em solução reveladora conforme preparo no método da Farmacopeia Americana.Com base no resultado é possível verificar que as amostras são identificadas conforme com a solução padrão avaliando-se seus RF’s (Fator de Retenção). Essa análise pode ser aplicada no controle de qualidade de matérias primas que contenham compostos lipídicos como 
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1. INTRODUÇÃO
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Os lipídios constituem uma classe de compostos com estrutura variada caracterizados por sua baixa solubilidade em água. Exercem diversas funções biológicas como: componentes de uma membrana, isolantes térmicos e reservas de energia; eles próprios ou seus derivados têm a função de vitaminas e hormônios.2
Dentre os componentes lipídicos, os fosfolipídios, são os que desempenham papel importante como anti-inflamatório na resposta imune dos neonatos. Também estão envolvidos na sinalização neuronal e parecem atenuar os efeitos das doenças relacionadas à idade.3
	Atualmente, no centro das atenções como componentes vitais das vacinas de mRNA da COVID-19, as LNPs (Nanopartículas lipídicas) desempenham um papel fundamental na proteção e transporte eficazes do mRNA para as células. Os lipossomas, uma versão inicial dos LNPs, são uma plataforma versátil de entrega de nanomedicina. Os fosfolipídios são a classe de lipídios mais prevalente envolvendo LNPs, fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolaminas (PE), fosfatidilgliceróis (PG) e fosfatidilserina (PS) os constituintes fosfolipídicos mais comuns.4
Para a determinação de lipídios a utilização de métodos que consiga diferenciar os diversos tipos de fosfolipídios em único composto requer critérios específicos, considerando que tais diferenças podem influenciar os resultados. Importante conhecer as características físico químicas dos compostos para a escolha da técnica a ser aplicada. 
A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de adsorção líquido–sólido. Nesse caso, a separação dos componentes da mistura ocorre em função da migração diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente fixo em superfície plana por meio de uma fase móvel (um líquido ou misturas de líquidos). A técnica consiste em aplicar uma camada fina do adsorvente finamente pulverizado (geralmente sílica gel, às vezes adicionados de material fluorescente à luz ultravioleta) sobre uma placa lisa e plana que pode ser de vidro ou alumínio. Alguns microlitros de solução da amostra a ser analisada são aplicados próximos a uma das bordas da placa, com ajuda de um capilar de vidro, e imersa alguns milímetros em um eluente mantido em recipiente fechado. O eluente, por força da capilaridade, percorre a fase fixa em movimento ascendente, carreando consigo os componentes da amostra. Diferentes compostos ascendem a diferentes alturas dependendo de suas estruturas moleculares, sendo o parâmetro mais importante a ser considerado em CCD é o fator de retenção (Rf) Figura 1, o qual é a razão entre a distância percorrida pela substância em questão e a distância percorrida pela fase móvel. Os valores ideais para Rf estão entre 0,4 e 0,6.1
Neste contexto, esse trabalho teve como objetivo avaliar a identificação com avaliação qualitativa da amostra de fosfolipídios através da técnica de Cromatografia por Camada delgada devido à importância neste parâmetro que garante uma qualidade do material.

Figura 1 : Deslocamento da substância em uma placa de CCD para cálculo do Rf.
Fonte: Química Métodos Cromatográficos.1
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2. METODOLOGIA

	Para obtenção das placas de CCD, as amostras foram preparadas conforme descrito no método Farmacopeia Americana5, exceto para o diluente das amostras, pois fora utilizado um solvente orgânico com maior grau de solubilidade. A amostra foi revelada em solução reveladora a base de sulfato de cobre.
A fase móvel foi composta de: clorofórmio, metanol, água (65:25:4, v/v/v). A Solução reveladora foi preparada diluindo-se  80 ml de ácido ortofosfórico em 600mL de água em balão de 1L, adicionando-se 100g de sulfato de cobre anidro, agitando-se por 10minutos até total dissolução, após o qual foi completado a volume com água.
Preparou-se as amostras na concentração de 1mg/mL, a qual foi solubilizada com Isopropanol/nheptano na razão 80:20. Foi aplicado o volume de 20 µL da amostra em cromatoplaca de sílica gel 20cm x 20cm, após eluição, secou-se o solvente, umedeceu-se a placa com spray de solução reveladora, e foi colocado para secar em estufa a 170°C por 10 min até o aparecimento de pontos marrons que indicaram a presença do fosfolipídio conforme sequência apresentada na Figura 2.


Figura 2 : Sequência analítica.
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

	O estudo foi realizado para demonstrar como a técnica de cromatografia CCD pode ser bem aplicada em identificações de compostos de base lipídica, tendo seus critérios de aceitação conformes e identificados pela solução padrão. Tal qual demonstrado na Figura 3, a amostra considerada como padrão e a amostra testada corresponde aos produtos em avaliação foram a: fosfatidilcolina e a fosfatidilserina. Dependendo da amostra testada, caso algum outro fosfolipídio estiver presente o mesmo poderá ser identificado e ou quantificado pela eluição dos seus componentes e cálculo dos seus devidos RF’s.

Figura 3: Análise CCD para PS padrão(a); PS amostra(c); PC padrão(b) e PC amostra(d).
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS

	A técnica de CCD demonstra que pode ser uma excelente alternativa para identificação de compostos lipídicos, podendo ainda ser uma forma de quantificação da presença de outros lipídios não desejados na composição da molécula. Esta é uma análise rápida de baixo custo e que atende a diversas demandas analíticas. É possível ainda a combinação desta técnica com a cromatografia líquida de alta eficiência e a ressonância magnética nuclear, as quais tornariam resultados mais precisos, além da detecção de traços referentes a impurezas nos compostos.
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