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Resumo

Sintese, caracterizagcdo e aplicacdo d a fase estacionaria pentafluor ofenil
com grupo amida embuti do. Fases estacionarias alquil, como
octadecilsiloxano (C18) e octilsiloxano (C8), sdo muito utilizadas em
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC). Contudo
para separar misturas contendo compostos polares que, geralmente
apresentam retencdo baixa e insatisfatoria nestas fases, se fazem necessarias
novas fases estacionarias que apresentem mecanismos adicionais de
separacao as interacdes hidrofébicas. Diante deste cenario, nesse trabalho,
preparou-se uma fase estacionaria pentafluorobenzamida, que combina trés
tipos de fases estacionarias, a com grupo polar embutido, fenil e fluorada,
utiizando uma nova estratégia de sintese denominada one-pot. As
caracterizacdes quimicas e fisico-quimicas realizadas por analise elementar,
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho, ressonancia
magnética nuclear e espectrometria de massas, confirmaram a obtencédo do
agente sililante, pentafluorobenzamida, e sua ligacdo a silica. As avaliacdes
cromatograficas no modo reverso indicaram que a fase estacionaria apresentou
eficiéncia de 64000 pratos m™ para o naftaleno e um bom fator de assimetria,
1,2, para o composto basico N-N dimetianilina. Também se verificou que a fase

estacion8ria ® capaz de i nt e’r aegcatidnicp® r

possui um carater hidrofilico alto, o que possibilitou sua aplicagdo no modo
conhecido como cromatografia liquida por interagdo hidrofilica (HILIC). Neste
modo, fatores como tipo de modificador organico da fase movel, porcentagem
do conteudo aquoso na fase movel e presenca e concentracdo de sais
organicos, foram os que mais influenciaram na separacdo cromatogréfica e no
formato dos picos de composto polares. Alguns compostos polares que nao
foram separarados usando o modo reverso, quando aplicado o modo HILIC

mostraram retencbes e resolucdes adequados. A fase estacionaria

ga-



pentafluorobenzamida foi empregada com sucesso e desempenho
cromatografico semelhante ao de colunas comerciais na separacdo de
nucleotideos e drogas anti-hipertensivas sob condi¢cdes HILIC e também de
agrotoxicos e benzoazepinicos em fase reversa. O estudo da estabilidade
guimica da fase frente aos meios acido e basico indicou que a fase
estacionaria foi estavel até a passagem de 1000 volumes de colunas. Os
resultados obtidos confirmam a versatilidade da fase pentafluorobenzamida,
sua potencialidade de ser utilizada em cromatografia bidimensional, no modo

reverso ou HILIC, além de ser de facil preparo, reprodutivel e estavel.



Abstract

Synthesis, characterization and application of pentafluorophenyl
stationary phases with embedded amide group. Stationary alkyl phases, such
as octadecylsiloxane (C18) and octylsiloxane (C8), are widely used in reverse
phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC). However, to
separate mixtures containing polar compounds which generally exhibit low and
unsatisfactory retention in these phases, new stationary phases which have
additional separation mechanisms to the hydrophobic interactions are required.
In this work, a stationary phase pentafluorobenzamide was prepared, combining
three types of stationary phases, with embedded polar group, phenyl and
fluoride, using a new synthetic strategy called one-pot. The chemical and
physical-chemical characterizations made by elemental analysis, infrared
absorption spectroscopy, nuclear magnetic resonance and mass spectrometry
confirmed the achievement of the silylating agent, pentafluorobenzamide, and
its bonded to silica. The reverse-mode chromatographic evaluations indicated
that the stationary phase had an efficiency of 64000 plates m! for naphthalene
and a good asymmetry factor, 1.2, for the basic compound N-N-dimethilaniline.
It was also verified that the stationary phase is capable of interacting by
hydrogen Db'onancd gi,on e x ¢l highhyrophilcahaldadcer,
which allowed its application in the mode known as hydrophilic interaction liquid
chromatography (HILIC). In this mode, factors such as type of organic modifier
of the mobile phase, percentage of the aqueous content in the mobile phase
and presence and concentration of organic salts, were the ones that most
influenced in the chromatographic separation and in the format of the polar
compound peaks. Some polar compounds that were not separated using the
reverse mode, when applied in the HILIC mode showed adequate retentions
and resolutions. The stationary phase pentafluorobenzamide was successfully
used and chromatographic performance similar to that of commercial columns
in the separation of nucleotides and antihypertensive drugs under HILIC
conditions and also the pesticides and benzoazepines under of reverse-phase
conditions. The study of the chemical stability of the phase in the acidic and

basic media indicated that the stationary phase was stable until the passage of



1000 column volumes. The results confirm the versatilty of the
pentafluorobenzamide phase, its potential to be used in two-dimensional
chromatography, reverse mode or HILIC besides being easy to prepare,

reproducible and stable.
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GPE - Grupo polar embutido

HILIC 7 Cromatografia liquida por interacdo hidrofilica (do inglés, Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography)

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés - High Performance
Liquid Cromatography).

IEC T Cromatografia por troca ibnica (do inglés, lon-Exchange
Chromatography)

IE T Troca ibnica (do inglés, lon-Exchange)
k - fator de retencéo
LC 1 Cromatografia liquida (do inglés, Liquid Cromatography)

LCxLC - Cromatografia liquida bidimensional abrangente (do inglés, Two
Dimensional Liquid Cromatography)

A

LC-MS i Cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas (do
inglés, Liquid Cromatography- Mass spectrometry)

LI - Liquidos ibnicos

Log P - coeficiente de particdo octanol/agua

N- eficiéncia em termos de pratos

N/m 1 eficiéncia, em termos de pratos por metro

NP - fase normal (do inglés, Normal Phase)

PFF T Fase estacionaria pentafluorofenil (do inglés, Pentafluorophenyl)
Rs - resolucao

RP 1 fase reversa (do inglés, Reverse Phase)



RP-HPLC i Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (do inglés,
Reverse Phase, High Performance Liquid Cromatography

SFC - Cromatografia com fluido supercritico (do inglés - Supercritical Fluid
Chromatography)

TEOS - Tretraetoxissilano

UHPLC 17 Cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (do inglés, Ultra High
Performance Liquid Cromatography).

USP L11- Farmacopeia dos Estados Unidos Classificacdo de Colunas L 11-
(USP, do inglés- United States Pharmacopeia)
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1 Introdugéo

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, mais comumente conhecida
como HPLC (do inglés - High Performace Liquid Cromatography) € uma das
técnicas de separacdo e purificacdo mais bem difundida em todos os campos
da ciéncia. Essa técnica pode ser classificada de acordo com a forma fisica do
sistema cromatografico, o tipo de fase maével (FM), a fase estacionaria (FE) e 0
mecanismo de separagao *.

A FE pode ser considerada o nucleo do sistema cromatografico, pois
nela ocorrem as interacdes fisico-quimicas entre o analito, a FE e a FM,
necessarias para que a separacdo ocorra. Dessa forma, o mecanismo de
retengéo, parte da seletividade da separagdo e a eficiéncia da coluna séo
determinadas pelo tipo de FE utilizada e essa escolha direciona o0 modo de
separacédo empregado %3.

Existem varios modos de separacdo, com diferentes mecanismos, como
o de fase reversa (RP, do inglés- reverse phase), fase normal (NP, do inglés-
normal phase), troca ibnica (IE, do inglés- ion-exchange) e, mais recentemente,
o modo de interacdo hidrofilica, conhecido como HILIC (do inglés, Hidrophilic
Liquid Interaction Cromatography) 3.

O modo reverso € o mais usado. Nele, utiliza-se uma FE de caréater
apolar com fase movel mais polar. Emprega-se esse modo para separar
compostos de média e baixa polaridade, isto €, compostos com carater
hidrofébico 5. As FE convencionais de RP sdo basicamente constituidas de
silica modificada por alquilsilanos de cadeia longa (C8 e C18). No entanto, no
processo de funcionalizacdo da silica ocorre impedimento estérico e,
consequentemente, somente cerca de 50% dos silanbis reativos sé&o
recobertos. Devido a isto, os silandis remanescentes, que possuem carater
acido, participam de interagcbes paralelas, principalmente com analitos
ionizaveis de carater basico. Dessa forma, ocorre a adsorcdo, as vezes
irreversivel, dos compostos basicos na superficie da silica. Outro problema das
FE reversas convencionais é que elas sao inadequadas para reterem
compostos de alta polaridade e com cargas, devido ao seu carater de interacao
ser predominantemente hidrofébico 16° Na tentativa de sanar esses

problemas existentes no modo reverso, surgiram as FE modernas que
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apresentam seletividades distintas capazes de separarem uma ampla faixa de
compostos, incluindo os ionizaveis e polares. Entre essas FE, destacam-se as
fenil, com grupo polar embutido e as fluoradas. O modo HILIC também surgiu
como alternativa para separar compostos polares e ionizaveis e é considerado
mais vantajoso que o modo NP, por utilizar uma fase estacionaria hidrofilica e
uma fase movel reversa, sendo o tolueno, comumente empregado como
marcador do tempo de retardamento. Outra opcao € a fase estacionaria de

carater misto que possui dois ou mais mecanismos de interacao.

1.1 Fase Estacionéaria Fenil

As FE fenil sdo constituidas por um grupo fenil ligado a um espacador de
tamanho de cadeia variado ‘. Hoje, 0 mercado disponibiliza uma série de FE do
tipo fenil. Na Figura 1, estdo mostrados varios tipos de FE fenil disponiveis e
classificadas pela USP L11 .

R Y
= =
\ =
R I I
| | |
e e = oy
Espagador ‘ i o}
/ Z
Hyc—Si~CH3 HC—S|~CH, XS'\;%- HaC—S{~CH, st S/f
i 0 / 0 HiG:i 0 Iy

Figura 1- Representacdo das estruturas quimicas das fases estacionarias fenil
de acordo com USP L11. (a) fase fenil com espagador etila; (b) fase fenil com
espacador hexila; (c) fase fenil com espacador etila e grupos estericamente
protegidos; (d) fase bifenil com espacador hexila; (e) fase bifenil com
espacador metila entre as fenilas; (f) fase fenil com grupo oxigénio embutido e
espacador etila. Adaptado da referéncia [10].

Neimark e Chertov ! foram os primeiros a prepararem as FE fenil
usando os reagentes feniltriclorossilano e difenildiclorossilano para modificar a
silica, sendo que a partir disso varias outras FE fenil foram preparadas e

estudadas.
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As FE fenil sdo conhecidas p o r promoverem’  jngeea-®es
definida como a sobreposicdo dos elétrons deslocalizados do anel aromético
ou das liga¢6es duplas do analito com os grupos fenil da FE. A interagdo ocorre
basicamente entre dois sistemas quimicos, sendo um capaz de doar elétrons
(base de Lewis) e outro de aceitar elétrons (acido de Lewis) 2. Devido a esse
tipo de interagéo, deve-se ter o cuidado na escolha dos solventes constituintes
da fase moével. Steveson et al. 13 observaram que a acetonitrila, usada como
solvente organico na fase movel, f o i capaz de competir com
analito-fase estacionaria, alterando a seletividade na separacdo de compostos
policiclicos arométicos.
A vantagem do uso dessas FE € que a maioria dos compostos de
interesse analitico apresenta ligacdes insaturadas ricas em elétrons, o que
favorece o mecanismo de retencéo das FE fenil. Essas FE tiveram sucesso na
separacdo de compostos fendlicos 4, compostos policiclicos aromaticos [2],

agrotoxicos de diversas classes ° e farmacos 2°.

1.2 Fase Estacionaria com Grupo Polar Embutido

As FE com grupo polar embutido (GPE) séo constituidas basicamente
por um espacador propil, entre a silica e 0 GPE e um substituinte hidrofébico
ligado ao GPE, que pode ser um grupo C8, C18, fenil ou C30. Os GPE
utilizados sdo: amida 718, ureia 1°, éster 2°, carbamato ?! e tiocarbamato 2. Na

Figura 2 estdo mostrados os principais tipos de FE com GPE.
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Grupo Polar (GP) Substituinte R
R
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P amida R)J\NHR‘ R\/\/\/\/\/\/\/\/\/ C18
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O—/Si—O
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Q
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Figura 2- Representacdo geral das fases estacionarias com grupo polar
embutido (a); tipos de grupos polares disponiveis (b); tipos de ligantes
hidrofébicos ligados ao grupo polar (c). Elaborada pelo préprio autor.

Nomura et al. 22 foram os primeiros a prepararem FE com GPE, sendo
elas com grupo amida embutido, como mostrado na Figura 3a. Em seu estudo,
foram sintetizados trés tipos de FE com grupo amida embutido, C3,
benzilamida (fase do tipo fenil com grupo amida inserido na cadeia organica) e
C18. As pesquisas realizadas pelos autores ndo foram abrangentes, uma vez
qgue avaliaram apenas a influéncia da concentracdo dos haletos de acila na
acetilacdo do aminopropil e o rendimento reacional. O método de preparo
consistiu em imobilizar o aminopropril a silica e, em seguida, 0s grupos
aminopropril sofreram acetilacdo (Figura 3a). Esse método nao foi eficiente,
pois parte do aminopropril ndo reagiu, resultando em uma fase heterogénea, o
que dificultou a separacéo de certos compostos, pois a amina remanescente €
facilmente protonada em meio acido. Esse tipo de fase foi definida como fase
de primeira geracdo, que também foi preparada por Buszewski et al. 2.
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Fases Estacionarias Com GPE
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Figura 3- Representacdo esquematica das reacdes de preparacéo das fases
estacionarias com GPE de 1° geracdo (a) e de 2° geracao (b). Elaborada pelo
préprio autor.

Diante da problemética das fases estacionarias com grupo polar
embutido de primeira geragdo, Odzara et al. 2° prepararam uma fase
estacionéria do tipo C8 com grupo carbamato embutido, usando um método em
que o agente sililante foi preparado primeiro e, em seguida, foi feita a
funcionalizacdo com a silica (Figura 3b). Esse tipo de fase foi definido como FE
com grupo polar embutido de segunda geracéao.

As FE com GPE sé&o consideradas uma alternativa de sucesso na
separacdo de compostos polares, pois além de apresentarem um carater
menos hidrofébico, a presenca do GPE permite o emprego de 100% de
conteido aquoso na FM 26, o que é vantajoso em relacdo as FE C18 que
apresentam baixa retencdo de compostos polares e na presenca de FM com

alto contetido aquoso sofrem colapso 182728,
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As FE com GPE também tiveram sucesso na separacdo de compostos
bésicos e isto pode ser atribuido ao GPE. Os mecanismos de retencdo que
predominam na separac¢@o de composto basicos ainda ndo foram esclarecidos,
mas alguns deles foram propostos na literatura.

De acordo com a Figura 4, ha quatro mecanismos de interacao
possiveis, que diminuem a largura da base do pico cromatografico de
compostos basicos quando se emprega FE com GPE, sendo 192°:

1 O composto basico interage preferencialmente com o GPE da FE por
interacdo ion-dipolo, ligacdo de hidrogénio e dipolo-dipolo. (Figura 4a). Como
resultado, o pico cromatografico gerado apresenta fator de assimetria
satisfatorio.

1 Forma-se uma camada de &gua sobre o GPE, blindando os silanois
residuais, o que faz com que o composto basico interaja preferencialmente com
a FE, gerando picos sem caudas (Figura 4b).

1 Ocorre interacdo entre os grupos polares da FE, blindando o acesso do
composto basico até os silandis residuais. Esse efeito pode ocorrer através da
interacdo por ligacdo de hidrogénio entre os GPE presentes, formando assim,
um escudo de protecao aos grupos silandis residuais (Figura 4c).

1 Os GPE da FE também podem interagir com os silandis residuais,
minimizando a interagdo analito-silanol e, consequentemente, diminuindo a

cauda do pico cromatogréfico (Figura 4d).

Interacdo preferencial com a FE | Efeito de blindagem
a) c) Py
S NH _NH
L A I v w
Eo 0~ \[/ e 18
=2 | 16 ]
0 si-oH
o o |
NH c;‘:s\/\/NH NHﬂ\/
S8 T T
e o
b d 0
) ‘ ) si-OH
-~ o oH
sio ’\O/S\/\/NHT/NH\/EEI\/ ‘
2 | 16 i NH__NH
o) 0/8\/\/ \[/ .
: + | 16 NH3
H-O0-H or

Figura 4- Possiveis mecanismos de interacdo de um composto basico com FE
com GPE. Adaptado das referéncias [25] e [26].
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1.3 Fase Estacionaria Fluorada

As FE fluroadas sao assim denominadas por possuirem atomos de flaor
ligados a cadeia alquila ou ao grupo fenil 7. Essas FE apresentam seletividade
Unica devido ao carater i6nico da ligacdo C-F 0. Compostos organofluorados
apresentam inUmeras propriedades, tais como: alta eletronegatividade, baixa
polarizabilidade, carater lipo e hidrofilico e estabilidade térmica e quimica 3. As
principais FE fluoradas disponiveis comercialmente sdo as perfluoradas e a

pentafluorofenil, mostradas na Figura 5.

Fases Estacionarias Perfluoradas Fases Estacionarias Pentafluorofenil
a) b)

5i0, /O\Si F

O. . F
Si0, i Sll\

F F

F

@]
sio, 7

Figura 5- Representacdes das estruturas quimicas das FE perfluoradas (a) e
das FE pentaflurofenil (b). Elaborada pelo préprio autor.

Berendsen et al. 3 foram os primeiros que estudaram a FE fluorada e
compararam-nas com as FE C3 e C10 na separacéo de compostos fluorados e
nao fluorados. Eles verificaram que as FE fluoradas foram capazes de reter
melhor os compostos fluorados que as FE puramente alifaticas. Esse estudo
inicial impulsionou varios outros, nos quais foi possivel fazer um levantamento
das caracteristicas das FE fluoradas, que sao: compostos fluorados sao
melhores retidos em FE fluoradas; resolvem bem misturas contendo compostos
fluorados e ndo fluorados; apresentam desempenho satisfatério quando
aplicadas as técnicas como Cromatografia com Fluido Supercritico,
Cromatografia Eletrocinética Capilar Micelar, Cromatografia de fons,
Eletrocromatografia Capilar e LC-MS 2,

O mecani smo observado nas-sk&pefol.uoNassas
mecanismo, o aumento do conteudo organico na FM leva a perda de retengéo

dos compostos polares e basicos, que ocorre até um ponto minimo, sendo que
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logo apds esse ponto, em uma porcentagem proxima a 80-90% de solvente
organico na FM, ha um ganho na retencdo desses compostos. O grafico
gerado no estudo da retencdo desses compostos em funcédo da porcentagem
de sol vente or g©ni c o, ccino mostrado ma migura &.e AUOo
Mecanismo similar a este ocorre na cromatografia liquida por interacao
hidrofilica (HILIC), na qual se utiliza elevada quantidade de solvente organico
na FM, o que torna a fase estacionaria empregada em HILIC vantajosa para
ser usada em LC-MS, pois ao permitir altas porcentagens de solvente organico
na FM, a dessolvatacdo dos compostos é favorecida, melhorando as suas

detectabilidades 33.

2,6 1
2,4

2,2

E
AN -

116 T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 9 100

% ACN

Figura 6- Representa- «o gr 8f i csah agpedaptadacAdan i s mo
referéncia 34.

1.3.1 Fase Estacionaria Pentafluorofenil

No contexto das FE fluoradas, podem-se destacar as fases estacionarias
pentafluorofenil (PFF) (Figura 5b) que em seu mecanismo de retencéo, além de
interagirem por forcas dispersivas, também podem interagir por for¢as do tipo:
dipolo-di pot q, tTransfer°ncia d®%carga e troca

As fases PFF exibem maior retencdo dos analitos basicos devido a
presenca de interacdes por troca ibnica fortes. Os estudos ja realizados,
descritos brevemente na literatura, ainda ndo esclareceram como as interacdes

por troca idnica ocorrem 3738, Em uma publicacéo recente, reportada por West
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et al. 3, encontram-se descritas as interacdes por troca i6nica estabelecidas
pelas FE fenil e PFF empregadas na técnica de cromatografia com fluido
supercritico (SFC, do inglés -Supercritical Fluid Chromatography). Os autores
observaram que as FE PFF apresentaram propriedades trocadoras catidnicas
mais intensas que as fases fenil testadas. Esse resultado foi atribuido a carga
parcial negativa fornecida pelos &atomos de flior no anel aromatico. A
eletronegatividade dos &tomos de flor no anel confere uma carga parcial
negativa na regido externa do sistema aromatico, bem como uma carga parcial
positiva na regido interna. Os autores também notaram que a troca idnica
poderia ser proveniente dos silandis residuais presentes na superficie da silica.

Bell e Jones 0 investigaram as interacGes moleculares que contribuem
para o0 mec-3amhiapma-E FRF. Os autores reportaram que em
baixos percentuais de solvente organico na fase movel, forcas dispersivas
predominam na retencdo. Contundo, em percentuais elevados de solvente
organico na fase modvel, dominam-se interacbes por troca ibnica. Esses
resultados foram comprovados por estudos comparativos usando uma coluna
C18 de mesma dimensdo e tamanho de particula, nos quais foi possivel
observar um incremento na retencdo dos compostos basicos nas colunas
preenchidas com a FE PFF, porém, comportamento similar ocorreu na coluna
contendo silica. Dessa maneira, ainda ndo esta muito claro como 0 mecanismo
por troca ibnica atua nesses tipos de FE.

No geral, os estudos mostraram que as FE PFF sdo capazes de reter
melhor compostos aromaticos, aromaticos halogenados e poliarométicos que
as FE fenil, devido a formacdo de complexos doador-receptores mais

pronunciados 4.

1.4 Modo HILIC e suas Fases Estacionéarias

Introduzida na década de 90 por Alpert 42, a cromatografia liquida por
interacdo hidrofilica, mais conhecida como HILIC, foi desenvolvida para
solucionar as limitagbes que envolviam as andlises de compostos polares e
ionizaveis. Compostos polares, com valores negativos de coeficiente de
particdo octanol/agua (log P) sao dificeis de serem analisados no modo

reverso, devido ao carater apolar da FE. O modo normal (NP), no qual a FE



30

apresenta carater polar com o uso de FM mais apolar, apresenta limitacdo na
solubilidade dos analitos polares e/ou ionizdveis na fase mdbvel. Em
cromatografia por troca ibnica, o analito deve, obrigatoriamente, apresentar
carga para que o mecanismo de retencéo seja favorecido 3.

No modo HILIC, utiliza-se FE mais polar com conteudo de solvente
organico na FM superior a 70%, sendo acetonitrila/agua ou tampdo os
solventes mais empregados 44. Além do aumento da retengdo de compostos
polares, 0 modo HILIC também apresenta uma série de vantagens, como: a
diminuicdo da pressdo do sistema devido a proporcdo elevada de solvente
organico na FM, que, por sua vez, apresenta menor Vviscosidade;
ortogonalidade quando empregada na técnica de cromatografia liquida
bidimensional abrangente (LCxLC); compatibilidade como espectrometro de
massas, pois o alto percentual de solvente organico favorece a ionizacdo dos
analitos, resultando em um incremento na detectabilidade 43 45

Acredita-se que o0 mecanismo predominante no modo de separacéo
HILIC seja o de particdo. Esse fenbmeno € explicado devido ao carater polar
da FE que favorece a formacdo de uma camada de agua imobilizada sobre sua
superficie, retendo solutos polares por interacdo hidrofilica por meio de
equilibrio de particdo. Espera-se também que as interacbes por ligacdo de
hidrogénio, troca idnica e adsorcdo ocorram dependendo da FE utilizada, como

esta esquematizado na Figura 7 4647,
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Figura 7- Possiveis interacdes entre o soluto (citosina) e a FE silica pura em
cromatografia liquida por interagédo hidrofilica. 43.

As FE mais utilizadas no modo HILIC sdo as baseadas em silica nua,
que inclui a silica hibrida, superficialmente porosa e monolitica 4. A FE pode
apresentar grupos polares neutros na sua superficie como ciano, diol, amida e
alquilamida; grupos com cargas como aminas, sulfénicos e grupos
zwitteridnicos 44, e, mais recentemente, as FE baseadas em liquidos i6nicos
(L), que junto com as FE zwitteribnicas apresentam carater misto e serdo

descritas na se¢ao seguinte (secéo 1.5).
1.4.1 Fase Estacionaria de Silica Nua

Colunas recheadas com silica nhua sdo muito usadas para separar
moléculas pequenas no modo HILIC. A superficie da silica apresenta grupos
hidrofilicos (silandis) que favorecem a formacdo da camada de agua que
participa do equilibrio de particdo 484°.

As silicas, de alta pureza (silica do tipo B), hibridas (silica do tipo C) e
superficialmente porosas, possuem bom desempenho cromatografico no modo
HILIC 5951, As caracteristicas desses materiais estdo descritas na secdo 1.6. O

emprego de silica nua no modo HILIC é favoravel devido a menor adsorgéao de
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compostos basicos nos sitios ativos do suporte, diferente do modo normal em

que esse comportamento, muitas vezes, é observado 4452,

1.4.2 Fases Estacionarias Quimicamente Ligadas

As FE para HILIC, geralmente, sdo baseadas em silica com grupos
polares ancorados a sua superficie. Os grupos polares podem ser neutros ou
ionizaveis, tais como amino, ciano, amida, diol e sulfoalquilbetaina %2. H4 uma
relacdo direta da polaridade do grupo sobre o suporte cromatografico com a
espessura da camada de agua formada, o que influencia na retencdo dos
compostos hidrofilicos.

As FE modificadas com grupo aminopropil foram as primeiras a serem
preparadas e aplicadas no modo HILIC. Essas fases foram utilizadas na
separacao de carboidratos e foram disponibilizadas comercialmente como p-
Bondapak/Carbohydrate. Nos dias de hoje, essas FE sdo pouco usadas em
separac6es no modo HILIC. O pouco uso pode ser atribuido a sua capacidade
de fornecer interagBes por troca ibnica com compostos &cidos, sua alta
reatividade com compostos carboxilicos e sua elevada capacidade hidrolitica
45_

As FE com grupos amidas apresentam vantagens quando comparadas
com as com grupos aminas. O grupo amida confere estabilidade hidrolitica e
ndo reage com compostos carboxilicos, o que possibilita as andlises de
aldeidos, cetonas e carboidratos. Essas FE sdo comumente aplicadas na
separacdo de aclicares e peptideos pequenos 3.

As FE diol junto com as FE amidas sdo enquadradas no grupo de fases
HILIC de segunda geracdo. Essas FE minimizam as interacdes indesejaveis
entre os analitos e os grupos silandis residuais, sendo que as FE diol, que
possuem a superficie rica em grupos hidroxilas, apresentam menor carater
polar que as FE amino. As FE diol podem ser preparadas atraves da reacao de
reticulacdo polimérica e apresentam melhor estabilidade hidrolitica que as FE
gue ndo empregam essa rota de sintese 445354,

Das FE empregadas no modo HILIC, as FE ciano sé&o de polaridade

menor e exibem baixa capacidade de estabelecerem interacéo por ligacdo de
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hidrogénio, devido ao grupo nitrila. Essas propriedades limitam suas aplicacdes
no modo HILIC %4,

De acordo com Jandera °°, compostos polares apresentam prioridade de

retencdo nas FE de acordo com a ordem descrecente mostrada abaixo:
Silica nua >> FE amino >> FE diol >> FE ciano.

As FE zwitteribncias apresentam grupos acidos e basicos na mesma
estrutura quimica, separados por um espacador de cadeia curta. Através do
controle do pH da FM é possivel controlar a predominancia da carga na
superficie dessas FE. Elas sdo vantajosas, pois apresentam baixa capacidade
de estabelecer interagdo por troca idnica quando comparadas com as FE
amino e de silica nua, além dos grupos modificadores oferecerem protecédo a

interacéo analito-silanol 6.

1.5 Fases Estacionarias Mist as

Nos ultimos anos, um numero expressivo de FE de carater misto foi
idealizado, preparado e aplicado na separacdo de moléculas pequenas e
macromoléculas 2.

Fases estacionarias de modo misto permitem multiplas interacGes entre
a FE e os analitos, sendo que pelo menos dois modos de separacdo séo
responsaveis pelo mecanismo de retencdo do analito, sendo os mais comuns
RP/HILIC, RP/IE e HILIC/IE. Para que esses mecanismos de retencao
ocorram, a FE deve exibir ortogonalidade entre os modos de separacéo e para
isto, a FE deve apresentar por¢cdes hidrofébicas, hidrofilicas e/ou com cargas.
Alguns trabalhos recentes sobre essas combinacdes serdo descritos a seguir 2,
porém, as FE baseadas em liquidos idnicos, por apresentarem caracteristicas

Gnicas, serdo descritas separadamente, destacando suas aplicacées.
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1.5.1 RP/HILIC

O modo RP é o mais usado em cromatografia liquida e € apropriado
para separar compostos de polaridade moderada a baixa. O modo HILIC é
empregado para reter compostos de elevada polaridade. Dessa maneira, as FE
de modo misto RP/HILIC podem ser usadas para reterem, de forma
simultanea, compostos polares e apolares, superando as limitacbes de ambos
0os modos RP e HILIC quando aplicados individualmente %6, No Quadro 1 estdo
mostradas as estruturas quimicas de algumas FE empregadas no modo

RP/HILIC e suas principais aplicacoes.

1.5.2 RP/IE

A cromatografia por troca idnica (IEC) é utilizada para separar espécies
ibnicas. Recentemente, a cromatografia bidimensional empregando o modo
RP/IE vem sendo amplamente usada na area de protedmica. De maneira geral,
as FE de modo misto RP/IE possuem grupos polares com interacdes
eletrostaticas incorporados a cadeia hidrofébica da FE . No Quadro 2 estdo
ilustradas as estruturas quimicas de algumas FE empregadas no modo

RP/HILIC e suas principais aplicacoes.
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Quadro 1- Estruturas quimicas de algumas fases estacionarias empregadas no
modo RP/HILIC e suas respectivas aplicacdes. (a) FE peptideos Boc-FUF-OH
57 (b) FE poli-L-lisina ®8; (c) FE sufactina %% (d) FE poli(L-acido lactico) ©%; (e) FE
glicosideos de esteviol ¢; (f) FE do tipo amida 62.



























































































































































































































