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Na Cromatografia Líquida de Interação Hidrofílica (do inglês: Hydrophilic Interaction 
Liquid Chromatography, HILIC) a separação de analitos ocorre através de 
grupamentos polares ionizáveis ligados quimicamente às partículas de sílica. Esta 
cromatografia proporciona mecanismos de separação complexos, como a partição 
dos analitos em uma fase móvel majoritariamente orgânica com uma camada aquosa 
³SVHXGR-LPRELOL]DGD´�DR�UHGRU�GDV�SDUWtFXODV�GH�VtOLFD��$OpP�GLVVR��RV�JUXSDPHQWRV�
polares da fase estacionária, proporcionam interações eletroestáticas e ligações de 
hidrogênio com as moléculas dos analitos, influenciando fortemente na capacidade de 
separação da coluna. Dentre as aplicações da HILIC estão as análises de compostos 
bioativos, como os neurotransmissores, com seus precursores e metabólitos. Assim, 
o objetivo do estudo foi avaliar a influência de alguns parâmetros para o 
desenvolvimento de um método cromatográfico utilizando uma coluna HILIC para a 
análise das substâncias neuroativas: Serotonina (SE), Octopamina (OC), Dopamina 
(DA), Tirosina (TIR), Triptofano (TRP), Ácido Homovanílico (HVA). Para isso, foi 
utilizado um Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência acoplado a um Detector de 
Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) com uma coluna analítica Poroshell 120 Hilic (4,6 X 
100 mm, 2,7 µm), os analitos foram detectados nos comprimentos de onda de 210 e 
220 nm. Nesse estudo, foi avaliada a influência na separação de diferentes 
concentrações de Acetato de Amônio (AceA), a presença e o tipo de ácido na fase 
móvel. Os resultados obtidos mostraram que com concentrações crescentes de AceA 
(60, 80 e 100 mM, com 10% de fase aquosa) há diminuição no tempo de retenção dos 
analitos e melhora na simetria dos picos cromatográficos, porém, sem melhorar 
significativamente a separação, pois ocorreu co-eluição dos picos da TRP, SE e DA. 
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Para tentar corrigir isso, a fase móvel foi acidificada à pH 6,68 com Ácido Acético, que 
levou a uma melhor separação, mas esse ácido gera um aumento significativo no 
sinal/ruído, pela alta interferência nos comprimentos de onda utilizados. Assim, o 
Ácido Fórmico foi testado e apresentou melhores resultados. Por fim, o fluxo da fase 
móvel foi reduzido de 0,9 para 0,3 mL/min,  este parâmetro não afetou a eficiência da 
resolução dos picos, porém estendeu o tempo da corrida cromatográfica de 17 para 
30 min. Com isso, concluímos que a concentração do sal utilizado e o pH foram 
parâmetros críticos para a otimização do método cromatográfico para SE, OC, DA, 
TIR, TRP e HVA utilizando uma coluna HILIC. Além disso, a otimização destes 
parâmetros pode tornar as análises nessas colunas mais confiáveis e eficientes do 
que quando se utiliza colunas de Fase Reversa para a análise de substâncias 
neuroativas. 
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