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Resumo 

Síntese, caracterização e aplicação d a fase estacionária pentafluor ofenil 

com grupo amida embuti do. Fases estacionárias alquil, como 

octadecilsiloxano (C18) e octilsiloxano (C8), são muito utilizadas em 

cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (RP-HPLC). Contudo 

para separar misturas contendo compostos polares que, geralmente 

apresentam retenção baixa e insatisfatória nestas fases, se fazem necessárias 

novas fases estacionárias que apresentem mecanismos adicionais de 

separação às interações hidrofóbicas. Diante deste cenário, nesse trabalho, 

preparou-se uma fase estacionária pentafluorobenzamida, que combina três 

tipos de fases estacionárias, a com grupo polar embutido, fenil e fluorada, 

utilizando uma nova estratégia de síntese denominada one-pot.  As 

caracterizações químicas e físico-químicas realizadas por análise elementar, 

espectroscopia de absorção na região do infravermelho, ressonância 

magnética nuclear e espectrometria de massas, confirmaram a obtenção do 

agente sililante, pentafluorobenzamida, e sua ligação à sílica.  As avaliações 

cromatográficas no modo reverso indicaram que a fase estacionária apresentou 

eficiência de 64000 pratos m-1 para o naftaleno e um bom fator de assimetria, 

1,2, para o composto básico N-N dimetianilina. Também se verificou que a fase 

estacion§ria ® capaz de interagir por liga­«o de hidrog°nio, ˊ-ˊ e troca iônica e 

possui um caráter hidrofílico alto, o que possibilitou sua aplicação no modo 

conhecido como cromatografia líquida por interação hidrofílica (HILIC). Neste 

modo, fatores como tipo de modificador orgânico da fase móvel, porcentagem 

do conteúdo aquoso na fase móvel e presença e concentração de sais 

orgânicos, foram os que mais influenciaram na separação cromatográfica e no 

formato dos picos de composto polares. Alguns compostos polares que não 

foram separarados usando o modo reverso, quando aplicado o modo HILIC 

mostraram retenções e resoluções adequados. A fase estacionária 



pentafluorobenzamida foi empregada com sucesso e desempenho 

cromatográfico semelhante ao de colunas comerciais na separação de 

nucleotídeos e drogas anti-hipertensivas sob condições HILIC e também de 

agrotóxicos e benzoazepínicos em fase reversa. O estudo da estabilidade 

química da fase frente aos meios ácido e básico indicou que a fase 

estacionária foi estável 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 fácil preparo, reprodutível e estável.   

  



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-1 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 bonding, ˊ-ˊ and ion exchange and has a high hydrophilic character, 

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 versatility 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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Rs - resolução 

RP ï fase reversa (do inglês, Reverse Phase) 



RP-HPLC ï Cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (do inglês, 

Reverse Phase, High Performance Liquid Cromatography  

SFC - Cromatografia com fluido supercrítico (do inglês - Supercritical Fluid 

Chromatography) 

TEOS - Tretraetoxissilano  

UHPLC ï Cromatografia líquida de ultra alta eficiência (do inglês, Ultra High 

Performance Liquid Cromatography). 

USP L11- Farmacopeia dos Estados Unidos Classificação de Colunas L 11- 

(USP, do inglês- United States Pharmacopeia) 
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1 Introdução  

  

A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência, mais comumente conhecida 

como HPLC (do inglês - High Performace Liquid Cromatography) é uma das 

técnicas de separação e purificação mais bem difundida em todos os campos 

da ciência. Essa técnica pode ser classificada de acordo com a forma física do 

sistema cromatográfico, o tipo de fase móvel (FM), a fase estacionária (FE) e o 

mecanismo de separação 1.  

A FE pode ser considerada o núcleo do sistema cromatográfico, pois 

nela ocorrem as interações físico-químicas entre o analito, a FE e a FM, 

necessárias para que a separação ocorra. Dessa forma, o mecanismo de 

retenção, parte da seletividade da separação e a eficiência da coluna são 

determinadas pelo tipo de FE utilizada e essa escolha direciona o modo de 

separação empregado 2,3.  

Existem vários modos de separação, com diferentes mecanismos, como 

o de fase reversa (RP, do inglês- reverse phase), fase normal (NP, do inglês-

normal phase), troca iônica (IE, do inglês- ion-exchange) e, mais recentemente, 

o modo de interação hidrofílica, conhecido como HILIC (do inglês, Hidrophilic 

Liquid Interaction Cromatography) 3,4. 

O modo reverso é o mais usado. Nele, utiliza-se uma FE de caráter 

apolar com fase móvel mais polar. Emprega-se esse modo para separar 

compostos de média e baixa polaridade, isto é, compostos com caráter 

hidrofóbico 1,5. As FE convencionais de RP são basicamente constituídas de 

sílica modificada por alquilsilanos de cadeia longa (C8 e C18). No entanto, no 

processo de funcionalização da sílica ocorre impedimento estérico e, 

consequentemente, somente cerca de 50% dos silanóis reativos são 

recobertos. Devido a isto, os silanóis remanescentes, que possuem caráter 

ácido, participam de interações paralelas, principalmente com analitos 

ionizáveis de caráter básico. Dessa forma, ocorre a adsorção, às vezes 

irreversível, dos compostos básicos na superfície da sílica. Outro problema das 

FE reversas convencionais é que elas são inadequadas para reterem 

compostos de alta polaridade e com cargas, devido ao seu caráter de interação 

ser predominantemente hidrofóbico 1,6ï9. 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 ionizáveis 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 ionizáveis e é considerado 

mais vantajoso que o modo NP, por utilizar uma fase estacionária hidrofílica e 

uma fase móvel reversa, sendo o tolueno, comumente empregado como 

marcador do tempo de retardamento. Outra opção é a fase estacionária de 

caráter misto que possui dois ou mais mecanismos de interação.  

 

1.1 Fase Estacionária  Fenil  

 

As FE fenil são constituídas por um grupo fenil ligado a um espaçador de 

tamanho de cadeia variado 7. Hoje, o mercado disponibiliza uma série de FE do 

tipo fenil. Na Figura 1, estão mostrados vários tipos de FE fenil disponíveis e 

classificadas pela USP L11 10.  

 

 

Figura 1- Representação das estruturas químicas das fases estacionárias fenil 
de acordo com USP L11. (a) fase fenil com espaçador etila; (b) fase fenil com 
espaçador hexila; (c) fase fenil com espaçador etila e grupos estericamente 
protegidos; (d) fase bifenil com espaçador hexila; (e) fase bifenil com 
espaçador metila entre as fenilas; (f) fase fenil com grupo oxigênio embutido e 
espaçador etila. Adaptado da referência [10]. 
 

Neimark e Chertov 11 foram os primeiros a prepararem as FE fenil 

usando os reagentes feniltriclorossilano e difenildiclorossilano para modificar a 

sílica, sendo que a partir disso várias outras FE fenil foram preparadas e 

estudadas. 
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As FE fenil são conhecidas por promoverem intera­»es ˊ-ˊ, que ® 

definida como a sobreposição dos elétrons deslocalizados do anel aromático 

ou das ligações duplas do analito com os grupos fenil da FE. A interação ocorre 

basicamente entre dois sistemas químicos, sendo um capaz de doar elétrons 

(base de Lewis) e outro de aceitar elétrons (ácido de Lewis) 12. Devido a esse 

tipo de interação, deve-se ter o cuidado na escolha dos solventes constituintes 

da fase móvel. Steveson et al. 13 observaram que a acetonitrila, usada como 

solvente orgânico na fase móvel, foi capaz de competir com o sistema  ˊ-ˊ 

analito-fase estacionária, alterando a seletividade na separação de compostos 

policíclicos aromáticos.  

A vantagem do uso dessas FE é que a maioria dos compostos de 

interesse analítico apresenta ligações insaturadas ricas em elétrons, o que 

favorece o mecanismo de retenção das FE fenil. Essas FE tiveram sucesso na 

separação de compostos fenólicos 14, compostos policíclicos aromáticos [2], 

agrotóxicos de diversas classes 15 e fármacos 16.  

 

1.2 Fase Estacionária  com Grupo Polar Embutido  

 

As FE com grupo polar embutido (GPE) são constituídas basicamente 

por um espaçador propil, entre a sílica e o GPE e um substituinte hidrofóbico 

ligado ao GPE, que pode ser um grupo C8, C18, fenil ou C30. Os GPE 

utilizados são: amida 17,18, ureia 19, éster 20, carbamato 21 e tiocarbamato 22. Na 

Figura 2 estão mostrados os principais tipos de FE com GPE.  
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Figura 2- Representação geral das fases estacionárias com grupo polar 
embutido (a); tipos de grupos polares disponíveis (b); tipos de ligantes 
hidrofóbicos ligados ao grupo polar (c). Elaborada pelo próprio autor. 
 

Nomura et al. 23 foram os primeiros a prepararem FE com GPE, sendo 

elas com grupo amida embutido, como mostrado na Figura 3a. Em seu estudo, 

foram sintetizados três tipos de FE com grupo amida embutido, C3, 

benzilamida (fase do tipo fenil com grupo amida inserido na cadeia orgânica) e 

C18. As pesquisas realizadas pelos autores não foram abrangentes, uma vez 

que avaliaram apenas a influência da concentração dos haletos de acila na 

acetilação do aminopropil e o rendimento reacional. O método de preparo 

consistiu em imobilizar o aminopropril à silica e, em seguida, os grupos 

aminopropril sofreram acetilação (Figura 3a). Esse método não foi eficiente, 

pois parte do aminopropril não reagiu, resultando em uma fase heterogênea, o 

que dificultou a separação de certos compostos, pois a amina remanescente é 

facilmente protonada em meio ácido. Esse tipo de fase foi definida como fase 

de primeira geração, que também foi preparada por Buszewski et al. 24. 
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a) 

 

 

b) 

 

Figura 3- Representação esquemática das reações de preparação das fases 
estacionárias com GPE de 1° geração (a) e de 2° geração (b). Elaborada pelo 
próprio autor.  
 

 
Diante da problemática das fases estacionárias com grupo polar 

embutido de primeira geração, OóGara et al. 25 prepararam uma fase 

estacionária do tipo C8 com grupo carbamato embutido, usando um método em 

que o agente sililante foi preparado primeiro e, em seguida, foi feita a 

funcionalização com a sílica (Figura 3b). Esse tipo de fase foi definido como FE 

com grupo polar embutido de segunda geração. 

As FE com GPE são consideradas uma alternativa de sucesso na 

separação de compostos polares, pois além de apresentarem um caráter 

menos hidrofóbico, a presença do GPE permite o emprego de 100% de 

conteúdo aquoso na FM 26, o que é vantajoso em relação às FE C18 que 

apresentam baixa retenção de compostos polares e na presença de FM com 

alto conteúdo aquoso sofrem colapso 18,27,28. 
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As FE com GPE também tiveram sucesso na separação de compostos 

básicos e isto pode ser atribuído ao GPE. Os mecanismos de retenção que 

predominam na separação de composto básicos ainda não foram esclarecidos, 

mas alguns deles foram propostos na literatura. 

De acordo com a Figura 4, há quatro mecanismos de interação 

possíveis, que diminuem a largura da base do pico cromatográfico de 

compostos básicos quando se emprega FE com GPE, sendo 19,29: 

¶ O composto básico interage preferencialmente com o GPE da FE por 

interação íon-dipolo, ligação de hidrogênio e dipolo-dipolo. (Figura 4a). Como 

resultado, o pico cromatográfico gerado apresenta fator de assimetria 

satisfatório. 

¶ Forma-se uma camada de água sobre o GPE, blindando os silanóis 

residuais, o que faz com que o composto básico interaja preferencialmente com 

a FE, gerando picos sem caudas (Figura 4b).  

¶ Ocorre interação entre os grupos polares da FE, blindando o acesso do 

composto básico até os silanóis residuais. Esse efeito pode ocorrer através da 

interação por ligação de hidrogênio entre os GPE presentes, formando assim, 

um escudo de proteção aos grupos silanóis residuais (Figura 4c). 

¶ Os GPE da FE também podem interagir com os silanóis residuais, 

minimizando a interação analito-silanol e, consequentemente, diminuindo a 

cauda do pico cromatográfico (Figura 4d). 

 

 

Figura 4- Possíveis mecanismos de interação de um composto básico com FE 
com GPE. Adaptado das referências [25] e [26]. 
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1.3 Fase Estacionária  Fluorada  

 

As FE fluroadas são assim denominadas por possuírem átomos de flúor 

ligados à cadeia alquila ou ao grupo fenil 7. Essas FE apresentam seletividade 

única devido ao caráter iônico da ligação C-F 30. Compostos organofluorados 

apresentam inúmeras propriedades, tais como: alta eletronegatividade, baixa 

polarizabilidade, caráter lipo e hidrofílico e estabilidade térmica e química 31. As 

principais FE fluoradas disponíveis comercialmente são as perfluoradas e a 

pentafluorofenil, mostradas na Figura 5.  

 

Figura 5- Representações das estruturas químicas das FE perfluoradas (a) e 
das FE pentaflurofenil (b). Elaborada pelo próprio autor. 

Berendsen et al. 32 foram os primeiros que estudaram a FE fluorada e 

compararam-nas com as FE C3 e C10 na separação de compostos fluorados e 

não fluorados. Eles verificaram que as FE fluoradas foram capazes de reter 

melhor os compostos fluorados que as FE puramente alifáticas. Esse estudo 

inicial impulsionou vários outros, nos quais foi possível fazer um levantamento 

das características das FE fluoradas, que são: compostos fluorados são 

melhores retidos em FE fluoradas; resolvem bem misturas contendo compostos 

fluorados e não fluorados; apresentam desempenho satisfatório quando 

aplicadas às técnicas como Cromatografia com Fluído Supercrítico, 

Cromatografia Eletrocinética Capilar Micelar, Cromatografia de Íons, 

Eletrocromatografia Capilar e LC-MS 30.  

O mecanismo observado nas FE fluoradas ® o ñU-shapeò. Nesse 

mecanismo, o aumento do conteúdo orgânico na FM leva a perda de retenção 

dos compostos polares e básicos, que ocorre até um ponto mínimo, sendo que 
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logo após esse ponto, em uma porcentagem próxima a 80-90% de solvente 

orgânico na FM, há um ganho na retenção desses compostos. O gráfico 

gerado no estudo da retenção desses compostos em função da porcentagem 

de solvente org©nico ® em forma de ñUò, como mostrado na Figura 6. 

Mecanismo similar a este ocorre na cromatografia líquida por interação 

hidrofílica (HILIC), na qual se utiliza elevada quantidade de solvente orgânico 

na FM, o que torna a fase estacionária empregada em HILIC vantajosa para 

ser usada em LC-MS, pois ao permitir altas porcentagens de solvente orgânico 

na FM, a dessolvatação dos compostos é favorecida, melhorando as suas 

detectabilidades 33. 

 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

1,6

1,8

2,0

2,2

2,4

2,6

k

% ACN

 

Figura 6- Representa­«o gr§fica do mecanismo ñU-shapeò. Adaptado da 
referência 34. 

 

1.3.1 Fase Estacionária  Pentafluorofenil  

 

No contexto das FE fluoradas, podem-se destacar as fases estacionárias 

pentafluorofenil (PFF) (Figura 5b) que em seu mecanismo de retenção, além de 

interagirem por forças dispersivas, também podem interagir por forças do tipo: 

dipolo-dipolo, ˊ-ˊ, transfer°ncia de carga e troca i¹nica 35,36.  

As fases PFF exibem maior retenção dos analitos básicos devido à 

presença de interações por troca iônica fortes. Os estudos já realizados, 

descritos brevemente na literatura, ainda não esclareceram como as interações 

por troca iônica ocorrem 37,38. Em uma publicação recente, reportada por West 
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et al. 39, encontram-se descritas as interações por troca iônica estabelecidas 

pelas FE fenil e PFF empregadas na técnica de cromatografia com fluido 

supercrítico (SFC, do inglês -Supercritical Fluid Chromatography). Os autores 

observaram que as FE PFF apresentaram propriedades trocadoras catiônicas 

mais intensas que as fases fenil testadas. Esse resultado foi atribuído à carga 

parcial negativa fornecida pelos átomos de flúor no anel aromático. A 

eletronegatividade dos átomos de flúor no anel confere uma carga parcial 

negativa na região externa do sistema aromático, bem como uma carga parcial 

positiva na região interna. Os autores também notaram que a troca iônica 

poderia ser proveniente dos silanóis residuais presentes na superfície da sílica. 

Bell e Jones 40 investigaram as interações moleculares que contribuem 

para o mecanismo ñU-shapeò na FE PFF. Os autores reportaram que em 

baixos percentuais de solvente orgânico na fase móvel, forças dispersivas 

predominam na retenção. Contundo, em percentuais elevados de solvente 

orgânico na fase móvel, dominam-se interações por troca iônica. Esses 

resultados foram comprovados por estudos comparativos usando uma coluna 

C18 de mesma dimensão e tamanho de partícula, nos quais foi possível 

observar um incremento na retenção dos compostos básicos nas colunas 

preenchidas com a FE PFF, porém, comportamento similar ocorreu na coluna 

contendo sílica. Dessa maneira, ainda não está muito claro como o mecanismo 

por troca iônica atua nesses tipos de FE. 

No geral, os estudos mostraram que as FE PFF são capazes de reter 

melhor compostos aromáticos, aromáticos halogenados e poliaromáticos que 

as FE fenil, devido à formação de complexos doador-receptores mais 

pronunciados 41.  

 

1.4 Modo HILIC e suas Fases Estacionárias  

 

Introduzida na década de 90 por Alpert 42, a cromatografia líquida por 

interação hidrofílica, mais conhecida como HILIC, foi desenvolvida para 

solucionar as limitações que envolviam as análises de compostos polares e 

ionizáveis.  Compostos polares, com valores negativos de coeficiente de 

partição octanol/água (log P) são difíceis de serem analisados no modo 

reverso, devido ao caráter apolar da FE. O modo normal (NP), no qual a FE 
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apresenta caráter polar com o uso de FM mais apolar, apresenta limitação na 

solubilidade dos analitos polares e/ou ionizáveis na fase móvel. Em 

cromatografia por troca iônica, o analito deve, obrigatoriamente, apresentar 

carga para que o mecanismo de retenção seja favorecido 43.  

No modo HILIC, utiliza-se FE mais polar com conteúdo de solvente 

orgânico na FM superior a 70%, sendo acetonitrila/água ou tampão os 

solventes mais empregados 44. Além do aumento da retenção de compostos 

polares, o modo HILIC também apresenta uma série de vantagens, como: a 

diminuição da pressão do sistema devido à proporção elevada de solvente 

orgânico na FM, que, por sua vez, apresenta menor viscosidade; 

ortogonalidade quando empregada na técnica de cromatografia líquida 

bidimensional abrangente (LCxLC); compatibilidade como espectrômetro de 

massas, pois o alto percentual de solvente orgânico favorece a ionização dos 

analitos, resultando em um incremento na detectabilidade 43ï45.   

Acredita-se que o mecanismo predominante no modo de separação 

HILIC seja o de partição. Esse fenômeno é explicado devido ao caráter polar 

da FE que favorece a formação de uma camada de água imobilizada sobre sua 

superfície, retendo solutos polares por interação hidrofílica por meio de 

equilíbrio de partição. Espera-se também que as interações por ligação de 

hidrogênio, troca iônica e adsorção ocorram dependendo da FE utilizada, como 

está esquematizado na Figura 7 46,47.  
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Figura 7- Possíveis interações entre o soluto (citosina) e a FE sílica pura em 
cromatografia líquida por interação hidrofílica. 43. 

 

As FE mais utilizadas no modo HILIC são as baseadas em sílica nua, 

que inclui a sílica híbrida, superficialmente porosa e monolítica 4. A FE pode 

apresentar grupos polares neutros na sua superfície como ciano, diol, amida e 

alquilamida; grupos com cargas como aminas, sulfônicos e grupos 

zwitteriônicos 44, e, mais recentemente, as FE baseadas em líquidos iônicos 

(LI), que junto com as FE zwitteriônicas apresentam caráter misto e serão 

descritas na seção seguinte (seção 1.5). 

 

1.4.1 Fase Estacionária  de Sílica Nua 

 

Colunas recheadas com sílica nua são muito usadas para separar 

moléculas pequenas no modo HILIC. A superfície da sílica apresenta grupos 

hidrofílicos (silanóis) que favorecem a formação da camada de água que 

participa do equilíbrio de partição 48,49.  

As sílicas, de alta pureza (sílica do tipo B), híbridas (sílica do tipo C) e 

superficialmente porosas, possuem bom desempenho cromatográfico no modo 

HILIC 50,51. As características desses materiais estão descritas na seção 1.6. O 

emprego de sílica nua no modo HILIC é favorável devido à menor adsorção de 
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compostos básicos nos sítios ativos do suporte, diferente do modo normal em 

que esse comportamento, muitas vezes, é observado 44,52. 

 

1.4.2 Fases Estacionárias Quimicamente Ligadas  

 

As FE para HILIC, geralmente, são baseadas em sílica com grupos 

polares ancorados à sua superfície. Os grupos polares podem ser neutros ou 

ionizáveis, tais como amino, ciano, amida, diol e sulfoalquilbetaína 52. Há uma 

relação direta da polaridade do grupo sobre o suporte cromatográfico com a 

espessura da camada de água formada, o que influencia na retenção dos 

compostos hidrofílicos.  

As FE modificadas com grupo aminopropil foram as primeiras a serem 

preparadas e aplicadas no modo HILIC. Essas fases foram utilizadas na 

separação de carboidratos e foram disponibilizadas comercialmente como µ-

Bondapak/Carbohydrate. Nos dias de hoje, essas FE são pouco usadas em 

separações no modo HILIC. O pouco uso pode ser atribuído à sua capacidade 

de fornecer interações por troca iônica com compostos ácidos, sua alta 

reatividade com compostos carboxílicos e sua elevada capacidade hidrolítica 

45.   

As FE com grupos amidas apresentam vantagens quando comparadas 

com as com grupos aminas. O grupo amida confere estabilidade hidrolítica e 

não reage com compostos carboxílicos, o que possibilita as análises de 

aldeídos, cetonas e carboidratos. Essas FE são comumente aplicadas na 

separação de açúcares e peptídeos pequenos 53. 

As FE diol junto com as FE amidas são enquadradas no grupo de fases 

HILIC de segunda geração. Essas FE minimizam as interações indesejáveis 

entre os analitos e os grupos silanóis residuais, sendo que as FE diol, que 

possuem a superfície rica em grupos hidroxilas, apresentam menor caráter 

polar que as FE amino. As FE diol podem ser preparadas através da reação de 

reticulação polimérica e apresentam melhor estabilidade hidrolítica que as FE 

que não empregam essa rota de síntese 44,53,54.  

Das FE empregadas no modo HILIC, as FE ciano são de polaridade 

menor e exibem baixa capacidade de estabelecerem interação por ligação de 
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hidrogênio, devido ao grupo nitrila. Essas propriedades limitam suas aplicações 

no modo HILIC 54.  

De acordo com Jandera 55, compostos polares apresentam prioridade de 

retenção nas FE de acordo com a ordem descrecente mostrada abaixo: 

Sílica nua >> FE amino >> FE diol >> FE ciano. 

As FE zwitteriôncias apresentam grupos ácidos e básicos na mesma 

estrutura química, separados por um espaçador de cadeia curta. Através do 

controle do pH da FM é possível controlar a predominância da carga na 

superfície dessas FE. Elas são vantajosas, pois apresentam baixa capacidade 

de estabelecer interação por troca iônica quando comparadas com as FE 

amino e de sílica nua, além dos grupos modificadores oferecerem proteção à 

interação analito-silanol 56.  

 

1.5 Fases Estacionárias Mist as  
 

Nos últimos anos, um número expressivo de FE de caráter misto foi 

idealizado, preparado e aplicado na separação de moléculas pequenas e 

macromoléculas 2.  

Fases estacionárias de modo misto permitem múltiplas interações entre 

a FE e os analitos, sendo que pelo menos dois modos de separação são 

responsáveis pelo mecanismo de retenção do analito, sendo os mais comuns 

RP/HILIC, RP/IE e HILIC/IE. Para que esses mecanismos de retenção 

ocorram, a FE deve exibir ortogonalidade entre os modos de separação e para 

isto, a FE deve apresentar porções hidrofóbicas, hidrofílicas e/ou com cargas. 

Alguns trabalhos recentes sobre essas combinações serão descritos a seguir 2, 

porém, as FE baseadas em líquidos iônicos, por apresentarem características 

únicas, serão descritas separadamente, destacando suas aplicações. 
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1.5.1 RP/HILIC 

 

O modo RP é o mais usado em cromatografia líquida e é apropriado 

para separar compostos de polaridade moderada à 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 

simultânea, compostos polares e apolares, superando as limitações de ambos 

os modos RP e HILIC quando aplicados individualmente 56. No Quadro 1 estão 

mostradas as estruturas químicas de algumas FE empregadas no modo 

RP/HILIC e suas principais aplicações. 

 . 

1.5.2 RP/IE 

 

A cromatografia por troca iônica (IEC) é utilizada para separar espécies 

iônicas. Recentemente, a cromatografia bidimensional empregando o modo 

RP/IE vem sendo amplamente usada na área de proteômica. De maneira geral, 

as FE de modo misto RP/IE possuem grupos polares com interações 

eletrostáticas incorporados à cadeia hidrofóbica da FE 63. No Quadro 2 estão 

ilustradas as estruturas químicas de algumas FE empregadas no modo 

RP/HILIC e suas principais aplicações. 
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Quadro 1- Estruturas químicas de algumas fases estacionárias empregadas no 
modo RP/HILIC e suas respectivas aplicações. (a) FE peptídeos Boc-FUF-OH 
57; (b) FE poli-L-lisina 58; (c) FE sufactina 59; (d) FE poli(L-ácido láctico) 60; (e) FE 
glicosídeos de esteviol 61; (f) FE do tipo amida 62. 

 

 

 

 


















































































































































