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Resumo

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em fase reversa Cig tem se mostrado grande
aliada de pesquisadores para a quantificacdo de aminoé&cidos, por se tratar de um método
analitico simples, rapido e de alta sensibilidade. Partindo deste ponto, neste trabalho utilizou-
se do método CLAE/UV para a determinacdo do glutamato. O aminoécido sofreu
derivatizacdo com fenilsotiocianato, composto organico que tem facilidade em reagir com
aminas primarias e secundarias, formando o produto composto espectral feniltiocarbamil que
possui propriedades de absor¢do de luz na regido do UV permitindo sua deteccdo a 254 nm.
Foram empregadas ao todo trés metodologias diferentes, com algumas alteracGes entre si,
para a quantificagdo do aminoacido. Os resultados até entdo obtidos ndo foram considerados
satisfatorios, devido a problemas como degradacédo e validade do reagente derivatizante. O
método CLAE/UV mostrou-se promissor na determinacdo do glutamato. Os testes
prosseguirdo a fim de aperfeicoar e validar esta metodologia para a quantificacdo do
aminodcido glutamato no LCR.
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INTRODUCAO

Considerado o principal neurotransmissor excitatorio do Sistema Nervoso Central
(SNC) de mamiferos, o Glutamato ou Acido L-Glutdmico, é um aminoécido n3o essencial
encontrado em abundancia na natureza e produzido pelo nosso proprio organismo, estando
diretamente relacionado a atividades cerebrais como memoria e aprendizado. Devido a grande
participacdo no SNC, em circuitos excitatérios no coértex, hipocampo por exemplo, o
Glutamato se torna um alvo da medicina da neurociéncia, que com o avanco da tecnologia,
busca encontrar e aperfeicoar novas maneiras e novos tipos de anestésicos que sejam
inibidores de dor. Para isso, a medicina tem empregado o uso do aminoacido ndo essencial em
liquido cefalorraquidiano (LCR), visando o desenvolvimento de novos farmacos e analisando
as funcdes desempenhadas por ele em diferentes regiGes do cérebro.

A quantificacdo do glutamato no LCR ndo é simples, pois este aminoacido nédo
apresenta caracteristicas eletroativas e nem fluorescentes, sendo assim, ndo tendo absorbancia
na regido do UV/Visivel. Para a sua determinacdo, o aminoacido precisa passar por processo
de derivatizacdo em pré-coluna, seguido de uma andlise qualitativa, sendo comumente usada
separacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/UV) em fase reversa (Coluna
C18). Esta técnica € amplamente difundida e com vasto campo de aplicacdo, encontrando-se
como uma possibilidade para determinar aminoacidos, por ser um método analitico de alta
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sensibilidade, onde ocorre a separacdo de diferentes substancias quimicas de uma amostra.
Essa separacdo ocorre na interacdo da amostra com duas fases do equipamento: a fase
estaciondria (coluna cromatografica) e a fase movel, solventes que fluem constantemente pelo
sistema, carregando a amostra através da coluna. A leitura das substancias na amostra € feita
em um software conectado a CLAE e traduzida em forma de picos em um cromatograma,
uma representacao grafica desta separacao.

Dentre 0s reagentes derivatizantes para a analise de aminoacidos em pré-coluna, o
fenilisotiocianato (PITC), é um dos mais estudados, pois tem como vantagem a possibilidade
de reagir com aminas priméarias e secundérias, havendo o acoplamento do reagente
derivatizante ao NH, do aminoécido, em uma reacdo relativamente répida que ocorre em 20
minutos em pH alcalino. O produto formado é um mono derivado feniltiocarbamil (PTC) que
é visivel no ultravioleta, sendo possivel ser quantificado, separado e lido pelo método de
CLAE-UV.

Este trabalho tem por objetivo geral testar a eficiéncia de um método analitico
(CLAE/UV) para a determinacéo do glutamato liberado no liquor de rato apds administracéo
de uma substancia algogénica como a formalina, bem como prosseguir nas tentativas de obter
um metodo validado que esteja de acordo com as normas de érgéaos publicos.

METODOLOGIA

Trés metodologias foram testadas, variando o procedimento de derivatizacao,
gradiente e fase movel na CLAE.

Foram utilizados os seguintes reagentes e solventes, padrdo CLAE: acetonitrila,
trietilamina, etanol, acetato de sddio tri-hidratado, fenilisotiocianato, L-glutamato, agua
deionizada Milli-Q, bicarbonato de sodio, acetato de amdnia e metanol.

Para a composicdo da solucdo derivatizante, utilizou-se etanol, trietilamina, agua
deionizada Milli-Q e fenilisotiocianato (PITC) na proporcao de (7:1:1:1) viviviv.

Nos métodos 1 e 3 foram empregadas: fase movel A, tampao (acetato de sodio tri-
hidratado 0,23 M e 2,5% acetonitrila) pH 7,45 e fase movel B, acetonitrila-dgua 60:40, v/v.
No método 2, usou-se fase mével A como solucao de acetato de aménia 0,1M e fase mével B
mantendo acetonitrila-dgua 60:40, v/v com proporcGes maiores. A fase mdvel foi sempre
filtrada e desgaseficada em ultrassom por 40 minutos antes da realizacdo da analise.

Método 1

Preparo da solucdo padrdo: consistiu na pesagem de 0,05 g de L-Glutamato,
avolumou-se em baldo volumétrico de 25 mL com solucdo de NaHCO; 0,5 M. Para
homogeneizacdo, a solucdo foi deixada por alguns segundos no ultrassom, e em seguida
transferida para um frasco, tendo seu pH devidamente testado.

Preparo da solucdo diluente, composta de fosfato de sodio (Na;HPO,) a 10% de
acetonitrila, na relagdo 190 uL Na;HPO, : 10 pL ACN: pesagem de 0,0705 g de Na;HPO4 em
baldo volumétrico de 100 mL, posteriormente dissolvidos com agua Milli-Q. Adicionou-se
cerca de 6 mL de ACN, transferindo a solucédo para um frasco.

Foram coletados 60uL da solugdo Padrdo e 440 pL da solucdo de bicarbonato de
sodio e depositados em um vial, obtendo-se a solucdo Trabalho. A partir desta solucdo foram
coletados 60 uL, depositados dentro de um eppendorf, deixando-o em banho-maria & 37 °C
sob fluxo de nitrogénio durante aproximadamente 10 minutos.

Preparo da solucdo derivatizante: foram adicionados dentro de um béquer de 10 mL,
350 pL de etanol, 50 pL de agua Milli-Q, 50 uL trietilamina e 50 pL fenilisotiocianato,
levando-o em seguida ao ultrassom.



Na amostra seca adicionou-se 60ul da solugdo derivatizante no eppendorf,
colocando em volta um papel aluminio e o0 mantendo em ambiente escuro por 20 minutos,
evitando o minimo possivel de contato com a luz. Ao término do tempo, repetiu-se a secagem.

A seguir coletou-se 2mL da solucdo diluente e adicionou-se ao eppendorf,
transferindo para um baldo volumétrico de 10 mL, completado com a solucédo diluente, dando
origem a solucdo Mae. Seguiram-se 6 diluicbes com suas respectivas concentragdes, feitas em
balbes de 5mL, envoltos em papéis aluminio para evitar degradac6es, sendo completados com

agua Milli-Q, conforme a tabela a baixo.
Quadro 1: concentracdes obtidas a partir da solucdo Méae

Volume solugdo Mée (mL) Concentragéo (mol/mL)
0,25 2,44
0,5 4,88
1 9,76
2 19,52
2,5 24,40
3 29,28

A amostra foi submetida ao método CLAE com gradiente binario das fases moveis A
e B, fluxo de 1 mL/min e tempo de corrida total de 20 minutos, conforme a tabela 2:

Tabela 2: gradiente binario das fases mdveis A e B.

TEMPO (min) %A %B
0 100 0
1 95 5
8 20 10
1 50 50
1 0 100
8 0 100
1 100 0
1 100 0

Método 2

Preparo da solucdo Padrdo: pesou-se 15,1x10™ g de L-Glutamato, dissolvido em 100
mL de &cido cloridrico 0,1 M, e em seguida estocados. Preparou-se em seguida, uma solucéo
contendo etanol, 4&gua Milli-Q e trietilamina nas proporgdes (2:2:1 v/v/v). Com auxilio de
uma micropipeta colocou-se em um eppendorf, 40uL da solu¢éo padrdo de glutamato e 20uL
da solucdo contendo EtOH, H,O e TEA. O procedimento de secagem sobre fluxo de
Nitrogénio obedeceu os mesmos critérios do primeiro método apenas com a temperatura de
60 °C. O processo de derivatizacdo seguiu as condigdes anteriores.

Apos a secagem, a amostra ja derivatizada foi solubilizada em 1 mL de solucdo de
acetato de amdnio 0,1 M contendo 2,5% de acetonitrila e avolumada para baldo de 10 mL.
Para a fase mdvel A, pesou-se 3,9 g de acetato de amonia para um baldo volumétrico de 500
mL com agua Milli-Q e adicionando 12,5 mL de acetonitrila & solugdo ja no frasco. Na fase
mével B, manteve-se a proporcdo 60:40, alterando apenas a quantidade: 300 mL de



acetonitrila para 200 mL de &gua Milli-Q. A amostra foi submetida ao método CLAE com
tempo de corrida adaptado para 21 minutos.
Método 3

Neste método foi preparada uma solucdo Estoque de 1mg/mL do aminoacido em
NaHCO3; 0,5 M. Pesou-se 0,025g de L-Glutamato dissolvidos em baldo de 25mL com
bicarbonato de sédio 0,5M. A partir do Estoque, coletou-se 60ul e adicionou-se ao
eppendorf. O processo de secagem-derivatizacdo seguiu 0S mesmo critérios do método 1,
sendo a amostra seca, derivatizada e armazenada em ambiente isento de luz por 20 minutos.

Foram adicionados 2 mL de solucédo diluente ao eppendorf e depositados em um
baldo volumétrico de 10 mL. Para a aplicacdo no método CLAE/UV, foi efeituada uma Unica
diluicdo, coletando-se com o auxilio de uma seringa, 2,5 mL da solugdo presente no baldo de
10 mL, transferiu-a para um baldo de 5 mL e avolumou com a solugdo diluente, obtendo-se a
concentracdo de 20,4 nmol/mL. O baldo foi envolvido em papel aluminio para evitar contato
com a luminosidade e a estogue armazenada em temperatura inferior a 0 °C.

Para os dois dltimos métodos testados, foi empregado o seguinte gradiente binario
das fases moveis A e B com fluxo de 1 mL/min e tempo de corrida de 21 minutos:

Tabela 3: gradiente binario das fases moveis A e B para métodos 2 e 3.

TEMPO (min) %A %B
0 95 5
8 95 5
1 50 50
1 0 100
5 0 100
95 5
5 95 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos cromatogramas obtidos em cada teste, notou-se que o pico referente ao
aminoacido ndo se manteve constante nas analises dentro do emprego do mesmo método,
indicando algum tipo de degradacdo. Nos métodos 1 e 3 o pico indicando o aminoéacido foi
registrado em torno de 6 minutos, porém seguido de oscilacBes oriundas de possiveis
degradacdes da amostra. No método 2, o pico indicando o Glutamato foi registrado no tempo
de 3 minutos, no entanto, foi seguido de um pico em 12 minutos, provavel da degradacédo da
amostra impossibilitando assim, a confirmacdo do aminoacido devido a semelhanca entre 0s
sinais.

CONCLUSOES

A viabilidade do método CLAE-UV para a quantificacdo do glutamato nao foi
alcancada até o presente momento devido a possiveis interferéncias, que vdo desde a validade
dos reagentes utilizados, até o tempo de exposicdo das amostras as condi¢cGes ambientes, além
de fatores como condicionamento das solu¢Bes padrdo ou estoque do aminodcido. Mesmo
assim é comprovada a eficiéncia da reagdo de derivatizacdo do glutamato com



fenilisotiocianato, comprovada por espectrofotometria UV, bem como a sua deteccdo pelo
método de CLAE/UV como um método analitico rapido e de alta sensibilidade.

O trabalho devera prosseguir com alteragdes nas metodologias até aqui empregadas,
baseando-se em diversas referéncias bibliograficas como complemento, a fim de aperfeicoar a
técnica, visando uma futura validacdo de método e sua utilizacdo para determinar o glutamato
em demais amostras.

AGRADECIMENTOS

A orientadora professora Dra. Dione Silva Corréa por sua disponibilidade, pela
oportunidade e confianca proporcionada. A FAPERGS pelo apoio através da bolsa de
iniciacdo cientifica. A bolsista Fernanda Nunes Vilanova por me orientar e receber no projeto.
Ao CEPPED e a ULBRA/Canoas pela disponibilidade do laboratorio para esta analise.

REFERENCIAS

PERTILE, Fernando. Aplicacdo da CLAE na Determinag&o do Aminoéacido Glutamato
como Mediador Quimico na Dor. 48 f.. Monografia — Quimica Industrial, Universidade
Luterana do Brasil, 2014.

CHUST, B, Rafael. Introdugéo Cromatografia de Liquidos (HPLC). Disponivel em:
http://www.spg.pt/magazines/BSPQ/563/article/3000458/pdf. Acesso em: 29 Mai. 2017.

ALBARRACIN, Sonia L.; BALDEON, Manuel E.; SANGRONIS, Elba; Petruschina,
Alexandra C.; REYES, Felix G. R. L-Glutamato: un aminoacido clave para las funciones
sensoriales y metabolicas. Disponivel em:
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0004-
06222016000200002&lang=pt. Acesso em: 29 Mai. 2017.



http://www.spq.pt/magazines/BSPQ/563/article/3000458/pdf
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0004-06222016000200002&lang=pt
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0004-06222016000200002&lang=pt

