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Na Cromatografia Liquida de Interagdo Hidrofilica (do inglés: Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography, HILIC) a separagdo de analitos ocorre através de
grupamentos polares ionizaveis ligados quimicamente as particulas de silica. Esta
cromatografia proporciona mecanismos de separagdo complexos, como a particao
dos analitos em uma fase moével majoritariamente organica com uma camada aquosa
“pseudo-imobilizada” ao redor das particulas de silica. Além disso, os grupamentos
polares da fase estacionaria, proporcionam interacoes eletroestaticas e ligacdes de
hidrogénio com as moléculas dos analitos, influenciando fortemente na capacidade de
separacao da coluna. Dentre as aplicagdes da HILIC estao as analises de compostos
bioativos, como os neurotransmissores, com seus precursores € metabolitos. Assim,
o0 objetivo do estudo foi avaliar a influéncia de alguns parametros para o
desenvolvimento de um método cromatografico utilizando uma coluna HILIC para a
analise das substancias neuroativas: Serotonina (SE), Octopamina (OC), Dopamina
(DA), Tirosina (TIR), Triptofano (TRP), Acido Homovanilico (HVA). Para isso, foi
utilizado um Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia acoplado a um Detector de
Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) com uma coluna analitica Poroshell 120 Hilic (4,6 X
100 mm, 2,7 um), os analitos foram detectados nos comprimentos de onda de 210 e
220 nm. Nesse estudo, foi avaliada a influéncia na separacdo de diferentes
concentracdes de Acetato de Aménio (AceA), a presenca e o tipo de acido na fase
mével. Os resultados obtidos mostraram que com concentrac¢des crescentes de AceA
(60, 80 e 100 mM, com 10% de fase aquosa) ha diminuicao no tempo de retengao dos
analitos e melhora na simetria dos picos cromatograficos, porém, sem melhorar
significativamente a separacao, pois ocorreu co-eluicao dos picos da TRP, SE e DA.
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Para tentar corrigir isso, a fase mével foi acidificada a pH 6,68 com Acido Acético, que
levou a uma melhor separagdo, mas esse acido gera um aumento significativo no
sinal/ruido, pela alta interferéncia nos comprimentos de onda utilizados. Assim, o
Acido Foérmico foi testado e apresentou melhores resultados. Por fim, o fluxo da fase
movel foi reduzido de 0,9 para 0,3 mL/min, este parametro n&o afetou a eficiéncia da
resolucao dos picos, porém estendeu o tempo da corrida cromatografica de 17 para
30 min. Com isso, concluimos que a concentracdo do sal utilizado e o pH foram
parametros criticos para a otimizagdo do método cromatografico para SE, OC, DA,
TIR, TRP e HVA utilizando uma coluna HILIC. Além disso, a otimizacao destes
parametros pode tornar as andlises nessas colunas mais confiaveis e eficientes do
que quando se utiliza colunas de Fase Reversa para a andlise de substancias
neuroativas.
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