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RESUMO

A Cromatografia em Camada Delgada (TLC) é bastante adequada para a
analise de plantas medicinais. A flexibilidade insuperavel, devido a um grande
numero de paradmetros que podem influenciar o resultado da cromatografia, é
uma das vantagens inerentes do método. Por outro lado, sem a padronizagéo e
a definicdo precisa desses parametros, os resultados da TLC s&o dificeis de
reproduzir. Na forma como sdo atualmente apresentados na Farmacopéia
Européia (Ph. Eur.), os recursos de ultima geracdo da moderna TLC sao
amplamente ignorados.

O trabalho a seguir € uma tentativa de destacar os possiveis melhoramentos nas
descrigbes gerais do método, assim como nas monografias individuais. O
enfoque é na otimizagao e padronizagao dos detalhes experimentais que podem
ajudar a aumentar a reprodutibilidade do método. Com base nas discussodes
tedricas dos parametros individuais e varios exemplos praticos, as vantagens da
HPTLC (TLC de alto desempenho) séo ilustradas e a necessidade de uma
abordagem padronizada da metodologia da TLC em novas monografias da

farmacopéia é explicada.

Palavras chave: derivatizagéo, |documentagao| padronizagdo, cromatografia em

camada delgada de alto desempenho, metodologia, desenvolvimento da placa,

|aplicagéo da amostral padronizacdo, cromatografia de camada delgada.
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INTRODUGAO

A TLC tem sido tradicionalmente e amplamente usada para a analise de plantas
medicinais, sendo incluida como um método de identificagdo em monografias de
drogas herbaceas na maioria das farmacopéias em todo o mundo.

As descri¢gbes gerais do método da TLC s&do geralmente inespecificas e deixam
muita margem para decisdes individuais. Desse modo, os resultados obtidos
com tais métodos podem variar consideravelmente e pode ser dificil julgar. A
reprodutibilidade obtida com analises por TLC geralmente ndo é satisfatoria
devido aos varios parametros que influenciam o resultado da cromatografia
serem negligenciados. Ha consideravel resisténcia contra qualquer
modernizagao da metodologia. Consequentemente, a tendéncia geral observada
€ considerar a TLC como uma técnica desatualizada e antiga, que deve ser
substituida pela “mais confiavel” Cromatografia Liquida de Alto Desempenho
(HPLC) ou outras técnicas cromatograficas.

Ainda assim, a TLC oferece uma série de vantagens que nao devem ser
subestimadas. Nao s6 para a identificagdo de drogas herbaceas, mas também
para o teste de estabilidade de extratos e produtos acabados, assim como
durante o controle em processo na fabricacdo, a possibilidade de apresentar o
resultado cromatografico na forma de imagem nao pode ser substituida [1]. A
rapida analise e baixo custo por amostra sao beneficios adicionais.

Um requisito principal para aumentar o reconhecimento e a aceitacdo da TLC
como um método analitico competitivo e de ponta é a implementagao
consequente de uma metodologia moderna padronizada, que deve ser aplicada
as novas monografias. Este trabalho apresenta aspectos fundamentais da TLC e
consideragdes praticas, essenciais para alcangar a meta. Ele deve ser

considerado como um convite para a discuss&o construtiva do tépico.



ESTADO DA TLC NAS FARMACOPEIAS

Na Ph. Eur., a TLC é mencionada como uma ferramenta primaria para a
identificacdo como parte das monografias sobre todas as plantas medicinais, a
maioria dos extratos e varias drogas sintéticas. Para esta ultima, é observada a
tendéncia de eliminar a TLC nas monografias novas e revisadas, particularmente
como uma ferramenta para a detec¢cédo de impurezas.

Embora a se¢do do método geral descreva a TLC em um nivel mais avangado
do que qualquer outra farmacopéia, a metodologia de ponta e os beneficios da
tecnologia de hoje ainda nao sao refletidos. Somente o uso de placas de TLC
pré-revestidas é permitido, mas nenhuma distingdo clara € feita entre as
camadas da TLC e da HPTLC e nenhuma preferéncia é dada a qualquer uma

delas. Falta a orientagao referente a varios detalhes experimentais importantes

(Bplicacao da amostral, |desenvo|vimento do cromatograma|, derivatizacao) e a

vantagem mais importante da TLC, a possibilidade de apresentar resultados
cromatograficos qualitativos na forma de imagem nem mesmo é mencionada.
Embora ela seja descrita como um método quantitativo na seg¢ao geral, existem
poucas monografias caracterizando a TLC quantitativa. Todas as analises
devem ser feitas por HPLC e até mesmo para fins de identificagdo a TLC tem
sido substituida sucessivamente por outras técnicas.

A situacao corrente poderia ser facilmente mudada, se uma nova abordagem a

moderna TLC fosse tomada.

PROPOSTAS PARA OS MELHORAMENTOS METODOLOGICOS

3.1 Materiais e especificagdes das placas
Ao final da década de 70, os adsorventes da HPTLC foram introduzidos no
mercado. Eles s&o caracterizados por um tamanho de particula médio menor (5

Mm) e uma estreita distribuicdo de tamanho (2-10 ym). As camadas da HPTLC
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sdo mais homogéneas, tém uma superficie mais lisa e um poder de separagao
maior do que as placas de TLC convencionais.

A Tabela 1 compara ambos os tipos.

TLC HPTLC
Distribuigdo do tamanho das particulas [um] |2 —40 2-10
Tamanho médio das particulas [um] 10-15 5
Espessura das camadas [um] 250 100, 200
Distancia da separagao [mm] 100 - 150 30-70
Distancia ideal da separacao [mm] 120 60
Tempo de corrida para a distancia ideal da |30 — 60 7-20

separacgao [min]
Consumo de Solvente (cuba bipartida) [mL] [25 — 50 (20x20 |10 — 20 (20x10 cm)

cm) 5-10 (10x10 cm)
Limite de detecgéo, absorbancia [ng] 100 - 1000 10-100
Limite de deteccéo, fluorescéncia [ng] 1-100 0,1-10

Comparagéo de pregos por placa (base de |1 (20x20 cm) 1,2 (20x10 cm)
vidro) normalizada: placa TLC 20x20 = 1 0,8 (10x10 cm)

Tabela 1: Comparagao dos materiais das placas

Pode-se presumir que nos métodos farmacopéicos que prescrevem o uso de
placas de TLC, estas placas podem ser substituidas pelo material da HPTLC. O
cromatograma resultante mostrara tipicamente uma resolugdo melhorada,
menos alargamento da banda e melhor reprodutibilidade através da placa. O
Comité Suico Especializado em Fitoquimica verificou esta afirmacgao para varios
meétodos publicados na Pharmeuropa para comentario. Por exemplo, a Figura 1
compara a separagdo do O6leo de laranja doce e amargo em ambas as
qualidades das fases estacionarias. Pode-se concluir que o uso das placas de

HPTLC é a melhor e mais econbmica escolha.



Figura 1 — Separagéo do 6leo de laranja doce (track esquerdo) e amargo (track
direito) nas placas de TLC e HPTLC. O desenvolvimento da placa de TLC
(esquerda) em 15 cm requer 45 min., a separagao em 5 cm no material de

HPTLC (direita) é conseguida em 7 min. Fase mével: etil acetato, tolueno (15,85

V/IV), visualizagdo a 366 nm apds derivatizagdo com reagente anisaldeido. Nota:

Todos os cromatogramas foram desenvolvidos em cubas bipartidas saturadas.

Embora n&o seja permitido especificar nomes de marcas nas monografias, deve

ser observado que as placas de diferentes fabricantes podem variar

significativamente com relagdo ao resultado obtido com um método especifico,

embora ainda passem no teste de adequabilidade do sistema dado na sec¢ao de

reagentes da farmacopéia (Figura 2).

Figura 2 — Separagao de varias amostras de Actéia Negra (Cimicifuga
racemosa) nas placas de HPTLC Si 60 F254 de diferentes fabricantes
(esquerda: Merck, direita: Macherey&Nagel). Cortesia das imagens da E.
Flachsmann AG, Zlrich.



Devido a nao ser viavel delinear um unico teste que avalie o comportamento da
fase estacionaria para todos os possiveis problemas de separagao, o fabricante
da placa deve ser especificado na descricdo do método. Alternativamente, um
teste de desempenho especifico (teste de adequabilidade do sistema) pode ser
incluido. Conforme estipulado pelo Guia Técnico para a Elaboracdo de
Monografias [2], essa declaragdo ja ¢é exibida para o trabalho de
desenvolvimento submetido a Pharmeuropa. No entanto, ndo parece pratico
incluir mais de um material de placa no desenvolvimento do método antes da
finalizagdo da monografia, nem faz sentido incluir outros materiais em um teste
durante a validagao do método, a menos que esse trabalho seja abrangente. Um
meio-termo aceitavel levando também em consideragdo as implicagbes legais

deve ser desenvolvido.

3.2|Aplicacdo da amostra

Todas as identificacbes na TLC sado primariamente baseadas na comparagao
das distancias de migragao (valores de Rf). A qualidade da analise, portanto,
depende do posicionamento correto da amostra. Para a avaliagao quantitativa, o
volume de amostra aplicado deve também ser definido e reprodutivel. Além
disso, a qualidade da separacao depende do tamanho, forma e homogeneidade

das zonas de aplicagao.

As duas solugdes técnicas principais para a transferéncia da amostra para a
placa séo a aplicacédo de pontos por contato (spot) e a pulverizacao (spray).
Durante a aplicagao de pontos, o solvente da amostra executa a “cromatografia

circular’, que pode causar a distribuicdo irregular dos componentes da amostra

através dos pontos (Figura 3a). Apds o |[desenvolvimento do cromatograma, |as

manchas podem ficar largas e nao-simétricas. Este pode ser um problema
particular se a amostra for dissolvida em um solvente forte.
Os limites de resolugao e deteccdo de um determinado sistema de TLC podem

ser significativamente melhorados usando a técnica de pulverizagdo (spray).


http://www.micronal.com.br/Produtosnovosite/cromatografia/AplicacaoAmostra.htm
http://www.micronal.com.br/Produtosnovosite/cromatografia/DesenvolvimentoCromatograma.htm

Deste modo, qualquer cromatografia durante a aplicagdo pode ser evitada.
Também ¢é possivel aplicar grandes volumes de amostras com baixa
concentracédo de analiticos sem perder a qualidade da separagao.

Se as amostras forem aplicadas em bandas estreitas, a impresséo visual do
cromatograma é melhorada. Se essas bandas forem pulverizadas, consegue-se
adicionalmente uma distribuicdo homogénea da amostra por toda a extensao da
banda. Esta é a base para a avaliagao quantitativa confiavel e reprodutivel. Deve
ser observado que a criacdo de uma faixa através da aplicacdo de pontos bem
pequenos lado a lado ou o uso das chamadas zonas de concentragdo nao
conseguira a mesma resolugado e as zonas na faixa de Rf mais baixa ficardo

alteradas (Figura 3b-d).
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Figura 3 — Influéncia das diferentes técnicas de aplicagao sobre a resolugao de

uma mistura de corante de teste em metanol (5 uL e 10 pL cada) em HPTLC de

silica gel 60. Fase Movel: tolueno. Da esquerda para a direita: ponto por contato,
ponto pulverizado, banda de contato e banda pulverizada; a) Posi¢ao da
aplicacao antes da cromatografia; b) Separacéo da mistura de corante; c)
Comparacéao do ponto de contato (track 1, linha pontilhada) com o ponto

pulverizado (track 3, linha sélida); d) Comparacao da banda de contato (track 5,

linha sdlida) com a banda pulverizada (track 7, linha pontilhada)

3.3|Desenvolvimento

O resultado do cromatograma da TLC (posi¢cdo, formato e resolugdo das
bandas) depende do tipo e saturagdo da cuba de desenvolvimento, como pode
ser visto na Figura 4. Portanto, um método s6 é reprodutivel para uma cuba
especifica em uma configuragao definida e geralmente ndo funcionara em um
sistema diferente, sem adaptacao. A teoria correspondente € descrita em outros
lugares [3, 4, 5]. Normalmente, uma configuragdo saturada (tanque ou cuba
horizontal) oferece a mais alta reprodutibilidade, embora as zonas do
cromatograma sejam geralmente mais difusas do que em cubas insaturadas ou

em sanduiche.

a b (¢
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Figura 4 — Cromatograma de framboesas Schisandra desenvolvido em uma
cuba bipartida em a)modo saturado; b) modo insaturado; ¢) em uma Cuba de
Desenvolvimento Horizontal em configuragao sanduiche. Fase movel: acido

acético, etil acetato, tolueno (3:33:70 V/V/V), visualizagdo a 254nm.

Na TLC, a velocidade da fase mével é decrescente durante o desenvolvimento
(Figura 5). Devido a maior resisténcia contra o fluxo da fase mével de uma fase
estacionaria densamente envolvida com particulas finas, somente curtas

distancias de desenvolvimento podem ser utilizadas nas placas de HPTLC.
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Figura 5 — Relacdo da distancia do desenvolvimento e do tempo de
desenvolvimento em HPTLC de silica gel 60 (valores experimentais). Fase

movel: etil acetato, tolueno (5:95 V/V).

Em uma determinada cuba, mantendo todos os outros parametros constantes, a
resolugcao (Rs) de 2 compostos depende tanto de sua posi¢cao relativa no
cromatograma (Rf) como da distancia de migracdo da frente (distancia do
desenvolvimento).

A Figura 6 mostra os graficos da resolugéo entre 2 componentes em um sistema
HPTLC com seletividade assumida (o) de 1,5 em relagdo a distancia da

separagao. A resolugéo foi calculada usando a equacgao (3, p.666):

Rs= 1/4(a-1)(RN)"2(1-Ry).
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Nas placas de HPTLC, a melhor resolugdo € obtida a uma distancia de
desenvolvimento de 5 - 7 cm, com um maximo a 6 cm. Para a maioria das fases
moveis em silica gel, o desenvolvimento requer 7 - 20 min. Dentro de um
determinado cromatograma a separagdo € melhor na faixa de R; de 0,3 - 0,4.
Portanto, a forga do solvente da fase movel deve ser ajustada para que um par

critico da substancia seja posicionado nesta faixa.
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Figura 6 — Influéncia da distancia do desenvolvimento (a) e valores de Rs (b)

112
(

sobre a resolugéo: Rg= 1/4(a-1)(RiN) "“(1-Ry), seletividade (o) 1.5, nimeros de

placas (N) tirados de [3, pagina 666]

Essas previsoes tedricas podem ser facilmente comprovadas
experimentalmente. Na Figura 7, € apresentada a separacdo do oleo de
camomila em HPTLC de silica gel. Com base no par de substancias em R¢0,4 —
0,5 (seta) nos cromatogramas da Figura 7a, a resolugdo parece aumentar
conforme a distancia do desenvolvimento & estendida. No entanto, se os
cromatogramas forem colocados na mesma escala (Figura 7b), observa-se que
a posicao relativa dos 2 componentes nao muda, A resolucédo ainda vai até um

maximo de 6 cm de distancia de desenvolvimento. Geralmente, os valores de Rf
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diminuem com a extensao da distancia do desenvolvimento. Este efeito pode ser
explicado com a carga aumentada da placa com componentes volateis do
solvente de desenvolvimento. A impressao visual pode ser suportada por

comparagao das curvas analogas na mesma escala (Figura 7c).
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Figura 7 — Separagéo do 6leo de camomila em HPTLC de silica gel 60. Fase
movel: etil acetato, tolueno (5:95 V/V), derivatizagao por imersdo em acido
sulfarico a 10% em metanol. a) Distancia crescente do desenvolvimento (3-8
cm); b) Cromatogramas de a) escalonado até a altura do track 4 (distancia do
desenvolvimento de 6 cm); c) Curvas analogas dos cromatogramas na distancia

de desenvolvimento de 4 cm (tracejada) e 6 cm (sdlida)

3.4 Derivatizagao

A derivatizagao quimica para visualizar o resultado cromatografico ou para

melhorar a detectabilidade pode ser realizada em TLC sem operagdes
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complicadas. Os reagentes de derivatizacdo mais comuns sdo usados na
solugdo. A placa de desenvolvimento é pulverizada ou mergulhada nessa
solucdo. Embora quase exclusivamente mencionada nas monografias, a
pulverizagdo € muito dificil de padronizar a menos que sejam empregados
dispositivos sofisticados. A pulverizagédo requer grande habilidade. A quantidade
de reagente transferido para a placa, assim como a homogeneidade da
cobertura dificilmente podem ser descritos precisamente em um método. Isto
torna quase impossivel reproduzir o procedimento com exatiddo. Uma outra
desvantagem da pulverizagao é a geragao de vapores perigosos.

A derivatizagao por imersao da placa no reagente € muito mais facil de realizar e
de controlar. A concentragédo do reagente, assim como a velocidade e tempo da
imersdo podem ser especificados, assegurando assim resultados reprodutiveis.
A cobertura da placa é sempre homogénea, permitindo a avaliagdo quantitativa
confiavel. Nenhum vapor do reagente é produzido.

Em geral, a derivatizagdo quimica inclui também uma etapa de aquecimento,
que deve ser descrita precisamente no método. Por exemplo, “Aqueca a uma
temperatura especificada por x minutos ou até aparecer a cor’” ndao € uma
afirmacao suficiente para assegurar resultados reprodutiveis.

E obvio que na secdo do método geral, a derivatizacdo ndo pode ser descrita
em detalhes, no entanto, cada monografia deve definir esta etapa com preciséao.
Os parametros, que também tém que ser especificados, incluem o tratamento da
placa de desenvolvimento antes da derivatizagéo, as condi¢bes da secagem da
placa apds a imersdo no reagente e os tempos de espera antes e apds uma
etapa de aquecimento necessaria. A Figura 8 examina os efeitos de varios
detalhes experimentais durante a derivatizagdo do extrato de Hypericum com
reagente de Produtos Naturais (NP)/polietilenoglicol (PEG) em seguida a

cromatografia em HPTLC de silica gel 60.
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Figura 8 — Efeitos dos detalhes experimentais sobre o resultado da derivatizacao
do extrato de Hypericum apos a separagdo em HPTLC de silica gel 60. Fase
movel: etil acetato, diclorometano, acido férmico, acido acético, agua
(100:25:10:10:11 v/viviviv), detecgdo a 366 nm. a): secagem da placa
desenvolvida por 3 min com ar frio (a1:antes da derivatizacao, a2: NP, a3:
NP/PEG); b) secagem da placa desenvolvida por 5 min a 105°C (b1: antes da
derivatizacao, b2: NP, b3: NP apds 30 min, b4: NP/PEG, b5: NP/PEG apds 30
min); c) secagem da placa desenvolvida por 30 min a 105°C (c1:antes da
derivatizacao, c2: NP, c3: NP/PEG)

3.5|Documentacao

Uma caracteristica exclusiva da TLC, colocando a técnica a parte de todos os
outros métodos cromatograficos, € a disponibilidades das imagens que
apresentam e comunicam o resultado cromatografico. As imagens eletronicas de
hoje dos cromatogramas da TLC podem ser convenientemente geradas usando
video ou cameras digitais ou até scanners de mesa.

A descri¢ao verbal dos cromatogramas da TLC nas farmacopéias correntes nao
€ suficiente para fornecer uma avaliagdo completa, detalhada e objetiva do
resultado. Por exemplo, o resultado do teste de identificagcdo para 6leo de anis
(cobre também o 6leo de anis estrela) € descrito na Ph. Eur. [6]. Sob UV a 254
nm, a amostra apresenta 2 manchas correspondentes ao anisaldeido e ao

anetol. ApoGs a derivatizagdo com vanilina, sob luz branca, a amostra apresenta

14


http://www.micronal.com.br/Produtosnovosite/cromatografia/digistore.htm

manchas correspondentes ao linalol e ao anetol, havendo um mancha violeta

proximo ao front do solvente. Além disso, a Pimpinella anisum pode apresentar

uma mancha marrom acima do anisaldeido.

Embora um tanto melhorada por dar uma impressdo melhor sobre as posi¢cdes

relativas, a apresentacdo dos resultados na forma de uma tabela (Tabela 2)

usada pela Pharmeuropa, ainda ndo € uma alternativa adequada para uma

imagem do cromatograma como mostra a Figura 9.

Tabela 2: Descrigdo do resultado cromatografico em uma tabela para a

identificacdo no d6leo de anis, de acordo com a Pharmeuropa [7]. As manchas

adicionais s&o permitidas na descrigao verbal.

Topo da placa

Topo da placa

Uma zona violeta
(hidrocarbonetos de

monoterpeno)

Anetol: uma mancha se

apagando

Uma mancha se

apagando (Anetol)

Anetol: uma mancha

rosa alaranjada

Uma mancha rosa

alaranjada (Anetol)

Anisaldeido: uma

mancha se apagando

Uma mancha se
apagando

(anisaldeido)

Linalol: uma mancha

azul

Uma mancha azul

(linalol)

Solugéao de referéncia

Solucéao de teste

Solucéao de referéncia

Solucéao de teste
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Figura 9 — Identificagdo do 6leo de anis e 6leo de anis estrela por TLC, de
acordo com a Ph. Eur. [6]. Fase mével: etil acetato, tolueno (7:93 V/V )
Esquerda: UV a 254 nm, logo apés a derivatizagao com reagente vanilina, luz
branca. Todas as zonas marcadas com setas ndo s&o mencionadas na
monografia da Ph. Eur. citada. A mancha descrita como “préximo ao front do

solvente” aparece a Rf 0,75.

Fica aparente que no exemplo dado, nem a descricdo verbal nem a tabular se
encaixam no resultado para qualquer um dos 2 6leos vistos na placa/imagens da
TLC. Todas as zonas marcadas com setas ndo sdo mencionadas na monografia
[6], nem a presenca das “outras” zonas permitidas. Portanto, a questdo mais
importante é se alguma das amostras passaria no teste de identificagdo
farmacopéica para 6leo de anis ou 6leo de anis estrela. As imagens mostram
que ambos os Oleos sao distintamente diferentes e podem ser facilmente
discriminados.

(Nota: Atualmente, as monografias para 6leo de anis e Oleos de anis estrela

estao em reviséo).

Quanto a todas as outras etapas da TLC também para g documentacaol, usando

técnicas de geragao de imagens eletrdnicas, € da maior importancia que todos

0s parametros sejam precisamente especificados e validados para assegurar
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resultados reprodutiveis. No futuro préximo, poder-se-ia prever que as imagens
eletrbnicas dos cromatogramas da TLC se tornem a base de um Atlas, que seria
um suplemento util para as monografias sobre plantas medicinais. Seria uma
vantagem particular desse atlas, se n&o fosse fornecida apenas uma
fotomicrografia de cada planta, mas também as imagens geradas através de
multiplas deteccbdes. Além do mais, a variabilidade natural de cada planta
poderia ser ilustrada analisando-se varios lotes representativos da mesma placa.
Por ultimo, as fotomicrografias de adulterantes comumente encontrados

poderiam ser incluidas também.

3.6 Padronizagado e Harmonizagao Internacional

Nas secbes precedentes, varios parametros importantes foram discutidos
juntamente com algumas sugestdes de mudancgas na descrigdo geral do método
[8] e nas monografias individuais das farmacopéias. Entretanto, deve também
ser observado que o fornecimento de uma estrutura adequada nao é suficiente
para utilizar todo o potencial da TLC moderna. Uma nova abordagem
metodoldgica padronizada deve também ser tomada. Essa abordagem, similar a
um POP (Procedimento Operacional Padrao), poderia ser incluida no Guia
Técnico para a Elaboragdo de Monografias [2]. O exemplo mostrado na Figura
10 deve ilustrar o problema. Um método para a identificacdo da Angelica
sinensis e da Levisticum officinale por HPTLC foi desenvolvido pelo laboratério
A, colocado por escrito e transferido para o laboratério B para verificagdo. Os
resultados obtidos sdo praticamente similares, embora de jeito nenhum iguais,
apesar de ambos os laboratorios pensarem ter seguido o método em detalhes.
Um exame mais detalhado revela que existem algumas diferengas nas praticas
comuns dos 2 laboratérios, que foram assumidas como sendo “0 modo correto

de fazer”.
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Figura 10 - HPTLC da Angelica sinensis (track esquerdo) e Levisticum officinale

(track direito). Fase movel: acido férmico, etil acetato, tolueno (1:10:90 V/V/V)

Detalhes Laboratério A (imagem Laboratério B (imagem direita)
experimentais esquerda)
Pré-lavagem Nao MeOH-CHCI3 (secagem em estufa a

105°, 30 min)

Saturagao da cuba

20 min (papel filtro)

15 min (sem papel)

Derivatizagao Imersao Pulverizagao
[Documentagac | Video, reflexdo + transmissao Scanner de mesa

Atividade da placa

Equilibrio com o laboratério, 40%
UR.

Durante a noite (P205), UR
desconhecida.

A Figura 11 mostra os resultados da identificagdo da Rudbeckia (Echinacea spp)

por HPTLC. O método segue estritamente uma metodologia padronizada [9]. Ele

foi inteiramente validado de acordo com as orientagbes do Programa de
Métodos Pares Verificados do AOAC [10 ]. Os resultados obtidos nos dois

laboratdrios independentes, em momentos diferentes, sdo quase idénticos [11].

Este método foi submetido aos comentarios da Pharmeuropa (Raiz de
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Rudbeckia de folhas estreitas [12], raiz de Rudbeckia palida [13], raiz de
Rudbeckia purpura [14]).

Figura 11 — Identificagado da Echinacea spp por HPTLC a base de alquilamidas.

Método de pares verificados do AOAC. Fase movel: acido formico, ciclohexano,
etil acetato, tolueno ( 0.9:3:6:24 V/V/V/V ), derivatizagdo com reagente
anisaldeido. Esquerda: laboratério A (placa desenvolvida em julho de 2002),
direita: laboratério B (setembro de 2001). E. purpurea, E. pallida, E. angustifolia

(tracks da esquerda para a direita)

CONCLUSOES

Com base nas consideragdes tedricas e praticas, parece necessario revisar
criticamente a descricdo geral do método da Farmacopéia Européia quanto a
Cromatografia em Camada Delgada. O desenvolvimento de monografias novas,
assim como a revisao das monografias existentes sobre plantas medicinais deve
incluir a identificagao por TLC, que € baseada em uma metodologia padronizada
moderna. Os seguintes elementos-chave devem ser considerados:

1. Os meétodos da TLC devem ser geralmente baseados nas placas de
HPTLC.
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2. Para obter melhores resultados qualitativos e quantitativos, as amostras
devem ser aplicadas na forma de bandas estreitas, preferivelmente usando a
técnica de pulverizagao (spray).

3. Deve ser recomendado para, geralmente desenvolver, as placas de
HPTLC em uma cuba saturada em uma distancia de 6 cm.

4. Quanto aos métodos que contam com as reagbes em cores para a
visualizacdo do resultado cromatografico, a etapa da derivatizacdo deve ser
explicitamente descrita.

5. Além de uma descricao do resultado de um método, deve ser fornecida
uma imagem colorida, preferivelmente na forma de um atlas. Multiplas imagens
(tal como sob UV a 254 nm, UV a 366 nm e luz branca) podem aumentar
significativamente a certeza do resultado analitico. Fornecer material de
referéncia para os produtos a serem testados pode também ser considerado.

A padronizagdo metodolégica na TLC é um requisito fundamental para a

comparabilidade dos resultados.
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