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MODERN STATIONARY PHASES FOR REVERSED PHASE HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. This review
first discusses the limitations of many of the supports and stationary phases used in reversed phase high performance liquid chromatography

and then describes those, developed more recently, that present better stabilities and more versatile selectivities. Emphases will be given to
stationary phases that use higher purity silicas, hybrid silicas, monolithic silicas, metallic oxides and mixed oxides as supports and those
that have embedded polar groups or contain phenyl or fluoro groups as the stationary phase as well as the phases used for mixed mode or
hydrophilic interaction separations. These modern stationary phases facilitate the analysis of complex mixtures.
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INTRODUCAO

O alto nivel de desenvolvimento e expansao alcangado pela cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR), ao longo das
ultimas décadas, deve-se principalmente a sua vasta aplicabilidade, que
engloba o desenvolvimento de novos produtos, o controle da qualidade
desses produtos e, também, as possiveis contaminagdes provenientes des-
ses produtos e dos disponiveis no mercado hd anos. Dentro deste contexto
estdo envolvidas as industrias farmacéuticas, alimenticias, agropecudrias
e quimicas, as agéncias reguladoras que tratam do meio ambiente e outras.
A ampla aplicabilidade da CLAE-FR foi o que impulsionou e continua
impulsionando as pesquisas em busca do aprimoramento desta técnica,
principalmente referente ao desenvolvimento de novas fases estaciondrias
(FE). Hoje a CLAE-FR pode ser considerada uma técnica de andlise
(separacdo, confirmagdo e quantificacdo) bem difundida e empregada,
em consequéncia das colunas cromatogréficas e equipamentos de alta
tecnologia que se encontram disponiveis.

As FE empregadas em CLAE-FR consistem de uma camada
organica apolar ligada quimicamente ou imobilizada ou apenas
sorvida a um suporte cromatografico. A forma de obtencdo dessas
camadas apolares e a variedade de 6xidos empregados como supor-
tes cromatograficos resultam nos diferentes tipos de FE. O método
mais comum e também o mais empregado para a obtencdo das FE
consiste na introdu¢ao de monocamadas organicas através de reacdes
com reagentes apropriados, que dd origem as fases estaciondrias
quimicamente ligadas (FEQL).'* As FEQL podem ser obtidas por
diferentes processos, como esterificac@o, cloragdo seguida por reagdo
com reagente de Grignard ou com compostos organo-litio e orga-
nossilanizacio. Uma forma alternativa de preparo de FE € o método
de recobrimento do suporte com polimeros organicos, que pode ser
realizado de duas maneiras: mistura de um polimero pré-sintetizado
de composi¢do quimica bem definida em solugd@o com o suporte e
posterior evaporacao do solvente e, polimerizacdo in situ de uma
solucdo de mondmeros ou oligdmeros, iniciada ou propagada na
superficie do suporte, geralmente seguida de uma etapa de imobi-
lizagdo.** Entretanto, dentre as formas de preparo de FE, as FEQL
obtidas pelo processo de organossilaniza¢do apresentam melhor
reprodutibilidade e também melhor estabilidade hidrolitica e, hoje,
dominam o preparo das FE comerciais.

*e-mail: icsfj@igm.unicamp.br

Atualmente, a énfase nas pesquisas e nos desenvolvimentos de novas
FE para CLAE-FR est4 voltada para dois pontos principais: a estabilidade
e a seletividade das FE, ou seja, o aumento do tempo de vida das FE em
condicdes adversas, principalmente em pH altos, e o desenvolvimento
de FE que possuam caracteristicas especificas para um composto ou para
uma classe de compostos, respectivamente. Associado a esses dois pontos
principais estd a busca por melhorias na repetibilidade de coluna para
coluna e de lote para lote, na simetria de pico para compostos basicos
e no desenvolvimento de materiais aptos para serem empregados em
andlises rapidas e em temperaturas mais elevadas.®

Muitas FE novas emergiram a partir das pesquisas direcionadas a
produgdo de materiais mais estdveis, compreendendo e minimizando
as interacdes silanol-analito, e abordando a necessidade para separa-
¢Oes mais seletivas. Estas FE emergentes foram designadas de fases
estaciondrias modernas e serdo descritas a seguir.

AVANCOS NA ESTABILIDADE DAS FASES
ESTACIONARIAS MODERNAS

Novos suportes cromatograficos

Sd@o muitas as caracteristicas requeridas para que um suporte
cromatografico seja considerado ideal para ser empregado no pre-
paro de FE. Segundo Unger e Trudinger,’ estas caracteristicas sdo: o
método de sintese das particulas deve ser altamente reprodutivel; as
particulas devem ter uma faixa estreita de distribui¢cdo de tamanho
e alta drea superficial; os poros devem ter um didmetro apropriado
para o tamanho do analito e boa conectividade para permitir uma
alta taxa de transferéncia de massa; deve resistir térmica, mecanica
e quimicamente a degradagdo; possuir uma superficie que seja tanto
energeticamente homogénea quanto quimicamente modificdvel e
exibir o minimo de intumescimento, no caso das FE poliméricas ou
das FE preparadas por recobrimento polimérico.

Em vista das caracteristicas citadas, a silica continua sendo o
material cromatografico mais empregado e também o mais promis-
sor para o desenvolvimento de novas FE. Entretanto, o uso da silica
como suporte cromatografico “ideal” fica limitado em dois aspectos
principais, a estabilidade quimica e térmica.®!'* A estabilidade quimica
das FE baseadas em silica ¢ limitada ao uso de fases méveis (FM)
com pH na faixa de 2 a 8. Em pH acima de 8 ocorre a dissolugdo da
silica e o colapso da FE e, em pH menores que 2, ocorre a hidrélise
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da ligacdo siloxano (Si-O-Si-C), ou seja, ocorre a quebra da ligacdo
entre a fase ligada e o suporte cromatogrifico, resultando em uma
perda continua de fase ligada, com subsequente perda de retengdo
do analito. A estabilidade térmica € limitada ao uso de temperaturas
elevadas (acima de 60 °C) associado ao uso de alta porcentagem de
solvente aquoso na composicdo da FM, uma vez que nestas con-
digdes a silica comega a solubilizar, ocorrendo o eventual colapso
do leito cromatogréfico, com consequente diminui¢do dos tempos
de reteng@o dos analitos, e o tempo de vida da coluna € reduzido
significativamente.®

Dessa forma, estas limitagdes encorajam o desenvolvimento
de novos suportes cromatograficos e modificagdes do suporte de
silica e/ou das FE. Dentre os desenvolvimentos recentes podem ser
destacados, as particulas de silica moderna, que englobam as silicas
de alta pureza, as silicas hibridas, as silicas monoliticas e as silicas
superficialmente porosas, e os 6xidos metdlicos e mistos.

Silica moderna

A silica foi o material empregado nas primeiras separagdes
cromatograficas e evoluiu ao longo dos anos, devido as suas proprie-
dades favordveis, e hoje, com caracteristicas muito mais avangadas,
continua sendo o material cromatografico mais apropriado para as
separagdes cromatograficas.

No inicio da cromatografia liquida pressurizada, por volta dos
anos 60,7 eram empregadas particulas de silica porosa de forma
irregular e com grande distribuicio de tamanho, na faixa de 40-50
um, com as quais se realizava a cromatografia em fase normal (FN).
A forma de obtencdo dessas particulas era basicamente a moagem de
particulas maiores como, por exemplo, grumos de xerogel, e posterior
classificag@o por tamanho com o uso de peneiras com abertura regu-
lavel. Essas particulas irregulares de didmetro grande evoluiram para
particulas menores, na faixa de tamanho de 30-40 um, que ainda hoje
sdo empregadas em cromatografia liquida cldssica (CLC), depois para
particulas na faixa de tamanho de 15-20 um e de 10-3 pum, preparadas
pela precipitagao da silica gel de uma solugéo de silicato, seguida por
secagem, moagem e separa¢do de tamanho por decantagao.

Na segunda metade da década de 60, foram desenvolvidas as
particulas de silica superficialmente porosas, designadas de particulas
peliculares, com o intuito de reduzir a dispersao da banda cromatogra-
fica. Estas particulas, de aproximadamente 40 um, eram compostas
de um niicleo sélido de pérola de vidro revestido com uma camada
de 1 pum de silica porosa, que foram comercializadas pela DuPont
Company com o nome de Zipax e pela Waters Corporation com o
nome de Corasil. Estas particulas foram empregadas em colunas de
50 e 100 cm para separagdes em fase normal e em fase reversa (FR);
esta dltima, inicialmente com uma camada de liquido adsorvido e na
década de 70 com silanos ligados covalentemente.

Estas particulas cairam em desuso em CLAE devido ao surgi-
mento das particulas esféricas porosas de 10 e de 5 um, na década
de 70 e na de 80, respectivamente.'>!* A uniformidade da forma e o
tamanho das particulas propiciaram colunas melhores recheadas que
resultaram no aumento de eficiéncia e de resolucao. Para a obtencdo
dessas particulas, diferentes rotas de sintese foram empregadas: dis-
persoes da silica coloidal e geleificacdo num sistema de duas fases;
hidrdlise e policondensagdo de polietoxissiloxano (PES) em esferas
de silica hidrogel por agitag¢do, em um sistema de duas fases (processo
sol-gel); aglutinagdo de solucdes coloidais de silica na presenca de
polimero seguido de calcinacdo das esferas; secagem por vaporizacao
de suspensdes coloidais de silica e, formacao e crescimento de nano
particulas de silica em suspensdes. Nos dias atuais, a obtencdo de
particulas esféricas de silica porosa se d4 basicamente por variagdes
no processo sol-gel.
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Com o advento das particulas esféricas e porosas, no periodo
de 1970 a 1995, as colunas analiticas recheadas com particulas
irregulares foram substituidas por colunas recheadas com particulas
esféricas e, a partir daf, a evolugdo vem ocorrendo no sentido de
melhorar estas particulas de silica para tornar a CLAE uma técnica
de separag@o mais versatil e moderna.

O desenvolvimento de novos suportes cromatograficos de silica
e/ou o aprimoramento desses suportes estd voltado para melhorar
a estabilidade quimica e térmica, diminuir a acidez dos grupos
silanois superficiais e tornar os materiais aptos para a realizacdo de
andlises mais rdpidas. Dessa forma, podem-se dividir os suportes
cromatograficos modernos baseados em silica em dois segmentos,
0s que evoluiram para o aumento da estabilidade quimica e térmica
e reducdo da acidez, a silica de alta pureza e a silica hibrida, e os
que evoluiram para serem compativeis com andlises mais rdpidas,
porém mantendo as mesmas caracteristicas dos anteriores, a silica
superficialmente porosa e a silica monolitica.

Silica de alta pureza

A denominacdo silica de alta pureza ou, segundo alguns pes-
quisadores da drea, silica do tipo B, é empregada para particulas
de silica com baixo teor de metais.'®?° A quantidade de tracos de
metais depende do processo de sintese e do material de partida, mas
geralmente a silica cromatografica possui em torno de 0,1 a 0,3%
de metais. Dentre os metais comumente encontrados na silica (Fe,
Al, Na, K, Mg, Ca, La, Ti, Zr, Cu, Cr, Zn), a reducdo do teor de Al e
Fe para quantidades inferiores a 3 pg/g e do teor de Ti, Zr e Zn para
quantidades ndo detectdveis por absor¢@o atdmica caracterizam a
silica como sendo de alta pureza. Os tratamentos usados para elimi-
nar as impurezas metdlicas apds a obtencio das particulas de silica,
preparadas pelo processo sol-gel a partir de tetraetoxissilano (TEOS)
previamente destilado, consistem basicamente em processos de la-
vagens 4cidas e de re-hidroxilacdo da superficie apds a desidratagio
a alta temperatura.'s!%2!

O grande inconveniente da presenga de tragos metalicos na silica
cromatografica € o aumento da acidez dos grupos silanois (Si-OH)
provocado pela proximidade de dtomos metalicos. Estima-se que a
acidez desses grupos aumenta de tal forma que eles interagem 50
vezes mais fortemente com os compostos em andlise que 0s grupos
silanois que ndo possuem impurezas metdlicas em suas adjacéncias.
Dessa forma, podem causar alargamento substancial da banda croma-
tografica, principalmente dos compostos basicos, perda de resolugio
cromatogréfica e reacdes quimicas indesejdveis.’ Dessa forma, a
silica cromatogréfica deve ser de alta pureza para que as separagoes
cromatogréficas sejam mais eficientes e seletivas. Baseado nestes
conceitos, as particulas de silica e de silica hibrida de diferentes tama-
nhos (5, 3, 2,5 ou <2 ym) empregadas como suporte cromatografico
das FE modernas sdo de alta pureza.

Silica hibrida

As particulas de silica hibrida contém componentes inorganicos,
como a silica, e componentes orgdnicos, como um organossilano, e
rednem as vantagens de ambos componentes. !>

A sintese das particulas hibridas ¢ realizada por uma reacdo
de silanizagdo, ou seja, pela mistura de dois mondmeros altamente
puros, na qual um vai gerar unidades de SiO, durante o processo de
sintese e o outro vai formar unidades contendo um organossilano. As
particulas resultantes contém grupos organossilano incorporados na
sua estrutura e na sua superficie. Os primeiros processos de sintese
de particulas de silica hibrida resultaram em particulas de silica
com ligacdes silicio-hidrogénio (Si-H) incorporadas e possuiam
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propriedades cromatograficas tnicas, principalmente aumento da
estabilidade quimica e reducdo das interacdes indesejaveis com os
grupos silanois residuais.”?> A Microsolv™ emprega estas particulas
de silica hibrida com ligagdes silicio-hidrogénio na fabricacio de
suas colunas cromatogréficas e as denomina de silica TYPE-C™, 2324

A tecnologia hibrida desenvolvida pela Waters Corporation
consiste no uso de silanos com ligagdes silicio-metil'>* (Si-CH,) e
com pontes de etano®**” (Si-CH,-CH,-Si), (Figura 1A) envolvendo o
mesmo processo de sintese descrito acima, mais especificamente, a
partir da reagdo de tetraetoxissilano e metiltrietoxissilano e, tetrae-
toxissilano e bis(trietoxissililetano), respectivamente. As particulas
de silica hibrida com ligacdes silicio-metil foram desenvolvidas em
1999, denominadas de particulas de silica hibrida de 1°* geragdo e
sdo empregadas nas colunas comercializadas como XTerra®. Estas
particulas possuem maior resisténcia mecanica, produzem altas efi-
ciéncias, possuem estabilidade na faixa de pH de 1-12 e geram picos
simétricos para os compostos basicos. Em 2003, foram introduzidas
as particulas de silica hibrida com pontes de etano, denominadas
de particulas de silica hibrida de 2* geracdo, que sdo empregadas
nas colunas comercializadas como XBridge™. O desenvolvimento
dessas particulas foi direcionado para andlises rdpidas, sendo que
as primeiras particulas fabricadas com essa tecnologia foram de 1,7
um e préprias para serem usadas na cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (CLUE).® Essas particulas XBridge™ possuem ainda
maior estabilidade mecanica, sdo resistentes a uma faixa de pH
de 1-12 e fornecem boa simetria de pico e altas eficiéncias. Além
disso, sdo estdveis em temperaturas mais elevadas, de acordo com
o fabricante de até 60 °C, entretanto, jd foram publicados trabalhos
reportando que estas particulas s@o estaveis em temperaturas de 100
°C¥e de até 150 °C.*

Recentemente a Phenomenex,*! com a tecnologia TWIN™ (two
in one), e a Akzo Nobel,*”? com a tecnologia Eternity™, vém desen-
volvendo particulas de silica com uma camada de um organossilano
enxertada na superficie de um nicleo de silica porosa (Figura 1B).
Esse processo € realizado no estigio final da fabricacdo da silica
e, dessa forma, a particula mantém a for¢a mecanica e a rigidez da
silica, promovendo altas eficiéncias, enquanto que a camada de silica
organica protege a particula do ataque quimico. Estas particulas sdo
estdveis em uma faixa de pH de 1-12, possuem tempo de vida mais
longo e fornecem boa simetria de pico. Com o mesmo intuito a Sele-
rity Technologies*** vem desenvolvendo as particulas Blaze, ,™, que
consistem de particulas de silica recobertas por um silano polidentado,
com multiplos pontos de ligagdo com a silica e com alto grau de
entrecruzamento, que conferem a essas particulas alta estabilidade
térmica (até 200 °C), quimica (na faixa de pH de 1-12) e hidrolitica.

Silica superficialmente porosa

As particulas superficialmente porosas modernas, denominadas
de Fused Core (particulas de nicleo fundido), vém sendo desenvolvi-
das baseadas na mesma teoria das particulas peliculares da década de
60.153536 Entretanto, hoje estas particulas sdo constituidas somente de
silica e o processo de fabricac¢do consiste basicamente de duas etapas.
Na primeira, ¢ formado o nucleo sélido através da sinterizagdo de
uma particula de silica porosa a alta temperatura e, em seguida, esse
ntcleo sélido € revestido por uma camada de silica porosa (Figura 2).
As principais vantagens apresentadas por estas particulas sdo a baixa
resisténcia a transferéncia de massa, permitindo andlises rdpidas sem
gerar altas pressdes, alta resisténcia mecénica, capacidade de amostra
competitiva com as particulas totalmente porosas menores que 2 um
e eficiéncias mais altas quando comparadas com particulas porosas
de mesmo tamanho. Sdo geralmente empregadas para a separacao de
macromoléculas como os peptideos e as proteinas.'>!”
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Figura 1. Estruturas das particulas de silica hibrida: (A) silica hibrida tipica,
de 14e 2* geragdo e (B) silica hibrida com uma camada de um organossilano
(R) na superficie

Estas particulas vém sendo desenvolvidas pela: Agilent Technolo-
gies, denominadas de Poroshell,'38 com tamanho de 2,7 pm (ndcleo
s6lido de 1,7 um e a camada porosa de 0,5 pm) e de 5 pm (nicleo
solido de 4,5 um e a camada porosa de 0,25 um); Advanced Materials
Technology, denominadas de Halo™,!336% com tamanho de 2,7 ym,
similares as Poroshell; Supelco, sendo denominadas de Ascentis™ Ex-
press,*4° com tamanho de 2,7 um, similares as Poroshell e Halo™ e
Phenomenex, denominadas de Kinetex™ Core-Shell,*' com tamanho
de 2,6 um (nicleo sélido de 1,9 um e a camada porosa de 0,35 pm) e
de 1,7 um (nucleo sélido de 1,25 pm e a camada porosa de 0,23 um).

Camada porosa

Nucleosdlido
[

Figura 2. Representagdo esquemdtica e micrografia de uma particula de silica
superficialmente porosa e amplia¢do da drea destacada que corresponde a
camada porosa. Adaptada da ref. 4

Silica monolitica

A silica monolitica € um leito continuo de silica porosa,'” no for-
mato de um bastio ou haste, que contém uma distribuicéio de tamanho
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de poro bimodal, composta por macro (~2 um) e mesoporos (~13 nm)
(Figura 3). As FE monoliticas séo constituidas de silica monolitica
funcionalizada e descritas como um meio continuo de separagdo,
que possui uma estrutura sélida e altamente porosa que fornecem
alta permeabilidade e eficiéncia de coluna.” A alta permeabilidade
desses materiais permite o uso de vazdes de FM altas, sem aumento
da pressdo no sistema cromatogréfico, resultando em separacdes
rapidas e sem perda de eficiéncia, devido a alta taxa de transferéncia
de massa, entretanto, esta alta permeabilidade reduz a capacidade de
aceitagdo de amostra pela coluna, ou seja, a quantidade de amostra
que pode ser injetada na coluna cromatogréfica. A eficiéncia das co-
lunas monoliticas € comparavel as colunas recheadas com particulas
porosas de tamanho de 3-5 um.!518:4244

O preparo da silica monolitica € realizado pelo processo sol-
gel.!>24 Ag etapas comumente envolvidas neste processo sdo o
preparo de uma solugdo coloidal inicial, a transferéncia dessa solucdo
para um molde de policarbonato onde ocorrerad a geleificagdo, o en-
velhecimento e a secagem do monolito. Apés a secagem, € realizado
o revestimento do monolito pela transferéncia do mesmo para um
tubo de PEEK (poli(éter-éter-cetona)), que se ajusta ao diametro do
bastdo obtido. A funcionalizagcdo do monolito pode ser realizada on
column ou antes do revestimento.

As colunas de silica monolitica disponiveis no mercado sdo a
Chromolith® fabricada pela Merck® e a Onyx™ fabricada pela Phe-
nomenex,* porém com tecnologia licenciada pela Merck. Em ambas
as marcas, encontram-se colunas funcionalizadas com grupos alquila
octil (C8) e octadecil (C18), com diferentes especificagdes de tamanho,
inclusive com dimensdes adequadas para serem empregadas em cro-
matografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM).334546

macroporo

mesoporo

Figura 3. Corte transversal do bastdo cilindrico de silica monolitica e sua
ampliag¢do

Oxidos metalicos

O uso de 6xidos metdlicos, como alumina, titinia e zircOnia e,
mais recentemente, os 6xidos de cério e tério, como suportes cro-
matogréficos deve-se a duas caracteristicas principais, a estabilidade
quimica e a excelente estabilidade térmica desses materiais.”!*1347
Além disso, esses 6xidos metdlicos se comportam como trocadores
ionicos anféteros, catidnicos ou anidnicos, dependendo do pH da
FM. Outra diferencga, a qual tem um grande impacto no uso das FE
baseadas em 6xidos metalicos, € a existéncia de sitios acidos de Lewis
na superficie dos 6xidos, que sdo responsdveis pela habilidade de
troca i0nica dessas FE.*** Devido a combinac¢do do mecanismo de
retencdo em fase reversa e troca idnica, as FE baseadas em 6xidos
metélicos, quase sempre, apresentam retencdo de modo misto e,
consequentemente, seletividade variada.

A alumina foi o primeiro 6xido metélico empregado como suporte
cromatografico, primeiramente em separacdes em FN e posterior-
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mente modificada por recobrimento polimérico para ser utilizada em
separagdes em FR, impulsionada pela sua estabilidade quimica em
uma extensa faixa de pH (1-12). Entretanto, devido as propriedades
de reteng¢do da alumina serem muito parecidas com as da silica, e por
apresentar desempenho cromatografico inferior, estes materiais foram
pouco explorados em aplicagdes em separagdes em fase reversa.*$>°

A zircOnia € o 6xido metdlico mais estudado e difundido por
apresentar maior estabilidade quimica e térmica, na faixa de pH de
1 a 14 e em temperaturas de até 200 °C, respectivamente, e, também,
alta resisténcia mecanica.'*'*? A coluna zirconizada mais popular
disponivel comercialmente € a ZirChrom®-PBD (zirc6nia recoberta
com polibutadieno) da ZirChrom®.+74%33

A titania tende a ter propriedades e mecanismos de retengdo
similares a zircOnia. Entretanto, existem poucas informacdes a res-
peito da titdnia e das vantagens como suporte cromatografico, e, até o
momento, poucas aplicagdes envolvendo FE baseadas em titania tém
sido publicadas.*® A ZirChrom® comercializa uma coluna de titdnia
recoberta com polietileno (TiO,-PE), denominada de Sachtopore®-
RP, que pode ser empregada como alternativa a ZirChrom®-PBD.

Entretanto, a dificuldade de obtencdo das particulas dos 6xidos
metdlicos com as propriedades requeridas para um suporte cro-
matogréfico, e também a dificuldade de modificagdo quimica ou a
organofuncionalizagio da sua superficie, devido a caréncia de grupos
livres aptos a interagiram para a formacdo de ligagdes, levou ao
desenvolvimento paralelo de 6xidos mistos.®!°

Oxidos mistos

Os 6xidos mistos sdo suportes cromatograficos obtidos pela
mistura de silica e de 6xido metaélico, e, desta forma, combinam as
propriedades da silica, como a drea superficial alta, a boa estrutura de
poros e a variedade de distribui¢io de tamanhos, com as propriedades
dos 6xidos metdlicos, como a estabilidade quimica e térmica.’*%
Como resultado obtém-se materiais cromatograficos baseados em
silica com estabilidade quimica e térmica aumentada. Entretanto, o
desafio continua sendo o desenvolvimento de métodos de preparo que
resultem em particulas com boas propriedades cromatograficas. Na
literatura s@o reportados diversos estudos nos quais foram desenvolvi-
das FE baseadas em 6xidos mistos, que apresentam maior estabilidade
quimica e térmica, podendo-se destacar as pesquisas realizadas no
LabCrom (Laboratério de Pesquisas em Cromatografia Liquida do
Instituto de Quimica da Unicamp), onde vém sendo desenvolvidas
FE baseadas em 6xidos mistos de silica e zirconia e de silica e ti-
tania recobertas por diferentes polimeros organicos, como o PBD,
poli(metiltetradecilsiloxano) (PMTDS) e poli(metiloctilsiloxano)
(PMOS) e também organofuncionalizadas com C18 e com um grupo
octadecil com um grupo ureia embutido (C18 ureia). A descri¢do
detalhada desses materiais pode ser encontrada nas revisdes publi-
cadas por Faria et al.>>* e Silva et al.> e nos trabalhos publicados por
Collins ez al.* e Silva et al. >

ESTRATEGIAS NO PREPARO DAS FASES
ESTACIONARIAS

Além das alternativas descritas para o aumento da estabilidade e
da seletividade das FE baseadas em novos suportes cromatograficos,
novas estratégias t€ém sido empregadas no preparo das FE modernas,
com destaque para as reagdes de capeamento, as fases estaciondrias
estericamente protegidas e as fases estaciondrias bidentadas.

O capeamento consiste em uma reagdo de silanizagdo com um
ou mais reagentes organossilanos de tamanho reduzido, geralmente
trimetilclorossilano (TMCS) e/ou hexametildissilazano (HMDS),
apos a qual se tem um aumento do recobrimento do suporte croma-
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tografico e uma redugdo do nimero de silanois residuais.®*! Esta
reagdo é realizada em uma etapa subsequente ao processo de preparo
da FE. A melhora na seletividade ocorre devido a reducéo da interagao
analito-silanol e o aumento da estabilidade da FE em pH alto (> 8) é
devida ao recobrimento mais homogéneo do suporte cromatografico.
O processo de capeamento tem sido extensivamente empregado no
preparo das FE modernas, porque age como um “complemento”
para o desempenho cromatografico dessas FE e, também, porque o
emprego dessas reagdes independe do suporte cromatogréfico e do
tipo da fase ligada.

O artificio envolvido nas FE estericamente protegidas*®>® ¢ o
emprego de organossilanos que possuem grupos volumosos, como
o isopropil ou o isobutil, ligados ao dtomo de silicio no inicio da
cadeia de substituicdo. Estes grupos volumosos préximos a superficie
da silica fornecem uma maior prote¢do a ligagdo siloxano, evitando
a quebra entre a fase ligada e o suporte cromatogréifico, quando
sdo empregadas FM com pH menores que 2. As FE estericamente
protegidas disponiveis comercialmente sdo produzidas pela Agilent
Technologies, denominadas de Zorbax StableBond®.*

As FE bidentadas®®*% sdo preparadas a partir de silanos biden-
tados formados por dois dtomos de silicio interligados entre si por
um grupo etil ou propil. Estas FE possuem estabilidade quimica para
serem empregadas com FM com pH acima de 8, uma vez que o acesso
aos grupos silanois é reduzido. Estas FE também sao comercializadas
pela Agilent Technologies, com o nome de Zorbax Extend-C18®.%

AVANCOS NA SELETIVIDADE DAS FASES
ESTACIONARIAS MODERNAS

A seletividade € o requisito de maior releviancia no processo
cromatogrifico.®”” Mais especificamente, nas separagdes por CLAE,
a seletividade € influenciada por quatro varidveis: a fase estaciondria;
a composi¢do da fase movel; as condigdes fisicas (temperatura e
pressdo) e, a natureza dos compostos a serem analisados.

No caso da FE, que € a varidvel proeminente, a seletividade ¢
influenciada por uma série de fatores, destacando-se: as caracteristicas
da fase ligada, a presenca de grupos silanois residuais e a realizagio
do capeamento. A forma, o tamanho e a distribuiciio das particulas
do suporte cromatogréfico, as dimensdes da coluna e o seu processo
de enchimento também exercem influéncia na seletividade.®

Conforme mencionado, a seletividade da FE € dependente de
um conjunto de fatores, entretanto, o principal motivador no desen-
volvimento de FE com diferentes seletividades estd relacionado com
a dificuldade encontrada nas separacdes de compostos polares, que
engloba a maioria dos compostos basicos, por CLAE-FR empregando
FE puramente alifdticas.®"" Esta dificuldade € decorrente de dois fa-
tores principais: estes compostos sao retidos insuficientemente na FE
(que possui caracteristicas hidrofébicas); estes compostos interagem
fortemente com os grupos silanois residuais da FE (que possuem
caracteristicas 4cidas) resultando em picos cromatograficos com
cauda acentuada, levando, inclusive, a retengdes irreversiveis na fase
estaciondria. A reten¢do dos compostos polares pode ser aumentada
com o uso de FM com altas quantidades de dgua, porém, o uso de FM
com porcentagens de dgua acima de 95% leva a faléncia da coluna
cromatografica, além de ser incompativel com a detec¢do por EM. A
principal estratégia para diminuir as interagdes entre 0s compostos
bésicos e os grupos silanois residuais € o uso de tampdes inorganicos
em condi¢des alcalinas ou dcidas. No entanto, conforme discutido
anteriormente, a estabilidade das FE baseadas em silica € limitada
a uma faixa estreita de pH (2 a 8) e, além disso, o uso de tampdes
inorganicos implica numa série de cuidados tanto com o sistema
quanto com as colunas cromatograficas, uma vez que a precipitaciao
desses sais, que ocorre quando o tampdo ndo € eliminado do sistema
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cromatografico antes do seu desligamento, diminui significativamente
o tempo de vida de ambos. O uso de sais inorganicos ¢ incompativel
também com os detectores por EM.

Em vista disso, sdo buscadas alternativas a estas limitacdes,
com o proposito de desenvolver FE que possuam as caracteristicas
necessdrias para que as separagdes de compostos de diferentes na-
turezas sejam possiveis. Dentre estas, podem-se destacar as FE com
grupo polar embutido, fenil, fluoradas, de modo misto e de interacio
hidrofilica.

Fases estacionarias com grupo polar embutido

As FE com grupo polar embutido (GPE) possuem um grupo polar
inserido na cadeia alquila, geralmente ap6s o terceiro grupo metileno
ligado ao dtomo de silicio do organossilano imobilizado. Na Figura
4A estd exemplificada a estrutura de uma FE com GPE. Comumente,
os grupos polares empregados nestas FE s@o capazes de estabelecer
ligagdo de hidrogénio, como os grupos carbamato, amida, amina,
ureia e éter, deixando estas FE com um carater mais “bdsico”.>>7%73
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Figura 4. Exemplos de estruturas de algumas FE (A) com grupo polar embu-
tido (GPE), (B) fenil, (C) fluorada, (D) de modo misto e com grupo trocador
ionico (GTI) e (E) HILIC com grupo polar (GP)

O primeiro trabalho que reporta o preparo de uma FE com um
grupo amida embutido foi publicado por Nomura ez al.,”* em 1987.
Logo depois, Ascah e Feibush” também desenvolveram uma FE com
um grupo amida embutido, que foi a primeira FE com GPE comer-
cializada, com o nome de Supelcosil ABZ (Supelco). Hoje estes tipos
de FE sdo comercializados por praticamente todos os fabricantes de
colunas e, devido as diferencas na seletividade resultante da presenca
dos grupos polares, t€m sido consideradas complementares as FE
classicas (C8 e C18), que sdo as FE mais difundidas e empregadas
nas separagdes rotineiras por CLAE-FR.

As principais caracteristicas apresentadas pelas FE com GPE
sdo: (i) mantém o cardter de FR;’®7’ (ii) fornecem uma seletividade
diferenciada quando comparada com a FE alquila,”>’"8 pois os
analitos polares e bdsicos ficam menos retidos nas FE com GPE,
uma vez que ocorre uma blindagem dos grupos silanois residuais,
pelo grupo polar, enquanto que os analitos passiveis de estabelecer
ligacdo de hidrogénio, como os fendis, as sulfonamidas, os dcidos
carboxilicos ndo ionizados entre outros, ficam mais retidos, devido
as interacdes por ligagdes de hidrogénio entre estes compostos e o
grupo polar presente na FE; (iii) sdo compativeis com o uso de FM
com altas porcentagens do solvente aquoso*’>"¢77"-81 podendo serem
usadas até mesmo com 100% de dgua sem ocorrer o colapso da FE, ou
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seja, a perda da sustentac@o das cadeias da fase ligada. O fendmeno
do colapso da FE ¢ muito comum nas FE cldssicas se ndo for usado
pelo menos de 5 a 10% de solvente organico na composicdo da FM,
porque pode ocorrer a expulsdo da FM dos poros, resultando em perda
de retencdo. Entretanto, nas FE com GPE isso ndo ocorre devido a
maior solvatagdo da superficie da FE proveniente das interagdes,
por ligacdes de hidrogénio, entre os grupos polares e as moléculas
de dgua. Esta caracteristica € especialmente util para a retencdo de
compostos polares e promove uma melhora no desempenho croma-
tografico (retengdo reprodutivel e estdvel) e um rdpido re-equilibrio
da FE ap6s a elui¢do por gradiente; (iv) a atividade silanofilica ¢
suprimida’7677781 ¢ dessa forma, os compostos bdsicos sdo eluidos
em picos simétricos, particularmente em valores intermedidrios de
pH. Tém sido propostos quatro mecanismos diferentes®’”#" para ex-
plicar esta menor interacio entre 0os compostos bdsicos e 0s grupos
silanois residuais: intera¢do, por ligacdes de hidrogénio, entre os
grupos polares embutidos e os grupos silanois, bloqueando o acesso
dos analitos de interesse aos grupos silanois residuais; interacdo, por
ligagdes de hidrogénio, entre o grupo polar embutido e as moléculas
de 4dgua, criando uma camada de dgua firmemente ligada ao redor do
grupo polar embutido, enfraquecendo as intera¢des entre o analito
e os grupos silanois residuais; interagdo preferencial do analito com
os grupos polares embutidos ao invés da interagdo com os silanois
residuais e, interag¢do, por ligacdes de hidrogénio, entre os grupos
polares de cadeias adjacentes, blindando o acesso aos grupos silanois.

Em vista destas caracteristicas, as FE com GPE podem ser
consideradas uma alternativa as FE cldssicas, especialmente para a
separagdo de compostos polares e basicos. Um exemplo do potencial
apresentado pelas FE com GPE na separacdo de compostos basicos
estd ilustrado na Figura 5, na qual estdo apresentados os cromatogra-
mas da separagdo de trés benzodiazepinicos em uma coluna recheada
com FE C18 com um grupo tiocarbamato embutido e em uma coluna
recheada com FE C18 tradicional empregando as mesmas condi¢des
cromatograficas.®> Comparando-se a separa¢do dos compostos nas
duas colunas pode-se verificar que na coluna recheada com FE C18
com GPE todos os compostos foram separados com picos simétricos
e com boa resolugdo usando uma FM sem ajuste de pH, enquanto
que na coluna recheada com FE C18 os compostos eluiram em picos
assimétricos e com pouca resolucdo.

Fases estacionarias fenil

Estas FE contém grupos fenil inseridos na sua estrutura. As
FE fenil diferenciam-se entre si pelos niveis de aromaticidade e de
hidrofobicidade decorrentes de modificagdes na sua estrutura.®>$
Estas modifica¢des incluem: a cadeia entre o dtomo de silicio e o
anel aromadtico pode variar de 0 a 6 grupos metilénicos; a FE pode
ter um ou dois anéis aromaticos ligados a cadeia ou entre si e, a FE
pode conter um heterodtomo na cadeia entre o suporte cromatografico
e o anel aromdtico. Na Figura 4B estd exemplificada a estrutura de
uma FE fenil.

Neimark e Chertov® foram os primeiros a tentar ligar grupos
fenil na superficie da silica usando feniltriclorossilano e difenildi-
clorossilano e hoje, encontra-se disponivel uma série de FE fenil
com caracteristicas diferenciadas, como etil, propil ou hexil-fenil,
fldor-fenil e bifenil, dentre outras.3¢%7

O aumento da popularidade das FE fenil reside em seu potencial
de seletividade cromatografica diferenciada, quando comparadas
com as FE alquila tradicionais, atribuido a sua capacidade de formar
ligagdes T-1 com 0s compostos aroméaticos.**87

A interacdo mt-1t € um tipo de interacdo de elétron doador — aceptor,
proveniente de sistemas com elétrons T, quer através de interagdes
inter ou intramoleculares.®3# No caso das separac¢des cromatograficas,
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Figura 5. Cromatogramas da separag¢do de uma mistura de benzodiazepini-
cos nas seguintes colunas: Coluna A: C18 com GPE, 5 um (60 mm x 4,2 mm
d.i.) e Coluna B: C18 tradicional, 5 um (60 mm x 4,2 mm d.i.). Condi¢oes
cromatogrdficas para ambas as colunas: volume de injecdo: 5 pL, fase mo-
vel: metanol:dgua (50:50 v/v), vazao: 0,8 mL min’, deteccao UV: 220 nm,
temperatura: 25 °C. Identificagdo dos picos: 1 —bromazepam, 2 — alprazolam
e 3 — lorazepam. Adaptada da ref. 82

estas intera¢des podem acontecer entre os elétrons 1t da FE, que € a
fonte doadora de elétrons, e os elétrons T dos compostos em anélise,
que sdo os receptores dos elétrons. Isto torna essas FE muito seletivas
para a separagdo de compostos aromdticos, com destaque para os
polinucleares e nitroaromadticos.’”%

Uma observagdo interessante a respeito dessas FE refere-se a
influéncia exercida pelo modificador organico da FM na seletividade
de separagdo.”>#38 A seletividade dos compostos aromaticos varia
conforme o solvente organico empregado na FM. Considerando-se os
dois solventes mais comumente usados nas separagdes em FR, ace-
tonitrila e metanol, a acetonitrila apresenta menor seletividade. Esta
menor seletividade apresentada pela acetonitrila, quando comparada
com o metanol, € devida a presenca do grupo nitrila e, desta maneira,
pode formar complexos elétron doador — aceptor com a FE ou com
os compostos em andlise, dependendo de qual € a contraparte mais
deficiente em elétrons, suprimindo as interacdes entre 0s compostos
em andlise e a FE.

Fases estacionarias fluoradas

As FE fluoradas, assim denominadas por possuirem atomos de
fldor ligados a cadeia alquila ou a grupos fenil, sdo mais uma alterna-
tiva as FE tradicionais C8 e C18, por apresentarem uma seletividade
Unica proveniente das propriedades especificas das ligagdes C-F que
promovem um aumento no cardter dipolar da FE, o que intensifica a
intera¢do com compostos polares, e, dessa forma, as separagdes nao
ocorrem por um mecanismo de interacdo simples de FR.*** Na Figura
4C estd exemplificada a estrutura de uma FE fluorada.

O primeiro trabalho sobre FE fluoradas a base de silica para
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CLAE-FR foi publicado no inicio dos anos 80 por Berendsen et al.,**
no qual foi preparada uma FE ((heptadecafluordecil)dimetilsilil)
(HFD) que foi comparada com as FE n-propil e n-decil, na separacao
de compostos fluorados e ndo fluorados. O resultado deste estudo mos-
trou que a FE fluorada apresentou maior interagdo com 0s compostos
fluorados que as FE ndo fluoradas. Estes resultados despertaram o
interesse em investigar estas FE e uma série de estudos®'%! estdo
sendo realizados em vista da especificidade destas FE, principalmente
comparando-as com as FE ndo fluoradas.

As principais caracteristicas apresentadas pelas FE fluoradas®*
quando comparadas com as FE C8 e C18 sdo: a maioria dos hidro-
carbonetos apresentam menor reten¢do; muitos compostos fluorados
apresentam igual ou maior retencdo; ésteres e cetonas sdo mais
retidos; misturas contendo compostos fluorados e nio fluorados
sdo melhores separadas; altas quantidades de solvente organico po-
dem aumentar a retengdo de muitos compostos, incluindo as bases
organicas, sendo esta composicdo de FM muito dtil para anélises
por CL-EM, na qual o aumento da quantidade de solvente orgénico
aumenta a detectabilidade.

Os mecanismos que regem as separagdes nas FE fluoradas ainda
nao foram claramente definidos, entretanto, muitos mecanismos tém
sido propostos como também outras caracteristicas tém sido atribuidas
as FE fluoradas. Yamamoto e Rokushika® avaliaram o comportamento
de retengdo de compostos aromadticos em FE fluoradas e verificaram
que: em altas concentragdes de metanol na composicdo da FM ocorre
a inversdo da ordem de eluic@o do antraceno e do benzeno; existem
interacdes moleculares exclusivas entre as moléculas aromadticas e
a FE fluorada, que sdo mais fortes para a retencdo de compostos
planares e rigidos que para compostos ndo planares e aumentam
conforme aumenta o nimero de anéis aromaticos e, a menor retengao
dos compostos arométicos nas FE fluoradas, quando comparadas com
as FE alquila, ¢ devida & menor energia necessdria para a formacao
da ligagdo entre o composto aromatico e a FE fluorada. E sugerido
nesse estudo que a ligagdo entre os compostos aromdticos e a FE
fluorada se dd por interacdes eletrostdticas entre os elétrons 7 dos
anéis aromdticos e um dos pares de elétrons disponiveis no atomo
de fldor, que aumentam conforme aumenta o nimero de elétrons 1
nos anéis aromaticos.

Marchand et al.®' sugerem que a seletividade das FE fluoradas
comparadas com as FE alquila pode ser explicada, pelo menos em
parte, como consequéncia da baixa polarizabilidade dos ligantes
fluorados, como mensurado pelos seus baixos valores de indices de
refracdo (IR) comparados com os ligantes alquila. Menor polariza-
bilidade significa interacdes via forcas dispersivas reduzidas, com
consequéncias para a retengdo que pode ser interpretada qualitati-
vamente em termos dos parametros do modelo de solubilidade, ou
seja, compostos e FE com IR similares exibem interacio e reten¢do
preferencial. Os IR aumentam nesta ordem: compostos fluorados <
compostos alifiticos < compostos aromaticos < compostos poliaro-
maticos, sugerindo que a retencdo relativa destes compostos nas FE
alquila (mais altos IR) versus as FE fluoradas (mais baixos IR) tende
a aumentar na mesma ordem.

Bell e Daniel Jones’” sugerem que as FE fluoradas apresentam
o mecanismo de retengdo U-Shape, ou seja, apresentam mecanismo
de retencido de fase reversa e de fase normal para compostos polares,
dependendo da quantidade de modificador organico na composi¢ao
da FM. A medida que se aumenta a quantidade de solvente organi-
co na composi¢ao da FM, ocorre uma diminui¢do da retencdo dos
compostos bésicos (FR) e, apds certo ponto, ocorre o aumento da
retengdo dos compostos basicos (FN). Uma possivel explicagdo para
o mecanismo de U-Shape nas FE fluoradas € que em altas quanti-
dades de solvente organico, a FE estd solvatada e um niimero maior
de silanois residuais estd acessivel para interagir por mecanismos de
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troca idnica com os compostos polares. Estes autores” verificaram
também que compostos basicos ficam mais retidos nas FE fluoradas
quando comparadas com as FE alquila e de silica. Eles sugerem que
ocorrem simultaneamente interagdes eletrostdticas entre os compostos
e os grupos silanois ionizados e interacdes hidrofébicas com as ca-
deias alquila da FE ou polares com os dtomos de flior, que resultam
nessa maior retengdo.

Cabe ressaltar, ainda, que alguns estudos apontaram as FE
fluoradas como sendo muito Uteis para a separagdo de compostos
isoméricos.”® 1! Um exemplo deste tipo estd ilustrado na Figura 6,
na qual estdo apresentados os cromatogramas da separagdo de uma
mistura de difluorfendis, que sdo isdmeros de posi¢cdo, em uma co-
luna recheada com uma FE fluorada e em uma coluna recheada com
uma FE C8 empregando as mesmas condi¢des cromatograficas. Os
cromatogramas resultantes mostram que apenas a FE fluorada foi
seletiva para a separacdo de todos os compostos, €, além disso, em
um menor tempo de andlise.

Em vista de todos estes estudos pode-se verificar que as FE
fluoradas apresentam intera¢des diferenciadas com diversos tipos de
compostos e, hoje, estas FE estdo em ascensdo e em 2008 ja eram
comercializadas, por pelo menos seis fabricantes, colunas recheadas
com diferentes tipos de FE fluoradas.”

Coluna A

Resposta do Detector

0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (min)

ColunaB 1

2+3

Resposta do Detector
=S

I T T 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (min)

Figura 6. Cromatogramas da separagdo da mistura de difluorfendis nas
seguintes colunas: Coluna A: fluorada, 5 um (60 mm x 3,1 mm d.i.) e Coluna
B: C8 tradicional, 5 um (60 mm x 3,1 mm d.i.). Condi¢bes cromatogrdficas
para ambas as colunas: volume de inje¢do: 5 uL, fase movel: acetonitrila:dgua
(20:80v/v), vazdo: 0,3 mL min”', detecgao UV: 254 nm, temperatura ambiente.
Identificagdo dos picos: 1 - 2,6 - difluorfenol, 2 — 2,4 - difluorfenol, 3 - 2,3 -
difluorfenol, 4 — 3,4 - difluorfenol e 5 — 3,5 - difluorfenol. Adaptada da ref. 101

Fases estacionarias de modo misto

As FE denominadas de modo misto possuem grupos trocadores
i0nicos inseridos nas cadeias alquila e, desta forma, combinam os
principios de separagdo ortogonal de fase reversa e de troca idnica,
oferecendo um potencial de otimizagdo de separagdo de misturas
complexas (por exemplo, formadas por compostos organicos altamen-
te polares, ionizdveis ou i0nicos e outros compostos hidrofébicos)
muito maior que as FE reversas cléssicas.®*!%1% Os grupos trocadores
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idnicos podem ser grupos catidnicos ou anidnicos. De forma geral, os
compostos neutros interagem com a FE de modo misto por mecanismo
de FR, enquanto que os compostos bdsicos interagem por mecanis-
mo de troca idnica, de exclusdo ionica ou de interag¢do hidrofilica
nas FE com grupos trocadores catidnicos, anidnicos e hidrofilicos,
respectivamente. Similarmente, os compostos dcidos podem interagir
por interacdes de troca idnica e exclusdo ionica nas FE com grupos
trocadores anidnicos ou catidonicos, respectivamente.'%1% Na Figura
4D estd exemplificada a estrutura de uma FE de modo misto.

O grande diferencial dessas FE de modo misto € que a seletividade
ou a forga das interagdes entre 0os compostos e os sitios trocadores
i0nicos pode ser ajustada pela ativagdo ou desativacdo destes gru-
pos, através da variacdo de alguns parametros como a natureza e a
quantidade do modificador orgdnico na FM, o tipo e a concentracio
do tampado, adicdo de aditivos na FM e variacdes no pH e na tem-
peratura.JOZ,]OS.l()ﬁ.lOS

Apesar dos sorventes de extra¢do em fase sélida (EFS) de modo
misto serem bastante conhecidos!'® e o primeiro trabalho reportando
o preparo de uma coluna cromatografica de modo misto baseada em
silica ter sido publicado no inicio dos anos 60,'” somente recentemen-
te as FE de modo misto comegaram a ganhar destaque em CLAE, ao
serem introduzidas comercialmente pela SIELC Technologies, com
o nome de Primesep.''"” Em seguida, a Dionex também desenvolveu
fases estaciondrias de modo misto, denominadas de Acclaim®,'" e
hoje, estes dois fabricantes dominam o mercado deste tipo de FE.

As principais vantagens apontadas para as FE de modo misto
sdo: capacidade superior para separar compostos idnicos; controle
total da seletividade; multiplos modos de separacdo, incluindo fase
reversa, fase normal e troca idnica e, uma extensa gama de aplicacdes
que inclui a separagdo de aminodcidos, dcidos nucleicos, peptideos e
proteinas, e também a separagdo de compostos farmacéuticos. Estas
FE vém sendo também usadas com sucesso como a segunda coluna
em cromatografia liquida bidimensional.!04106.107.112

Cabe ressaltar que existe uma controvérsia entre os fabricantes
referente a denominagdo das FE de modo misto e das de interacio
hidrofilica, que serdo apresentadas a seguir, uma vez que ambas po-
dem ser empregadas no modo de separacdo de interagdo hidrofilica.
Entretanto, a diferenga bdsica entre elas reside no fato que as FE
de modo misto sdo empregadas principalmente para a separacio de
compostos ionizdveis, enquanto que as FE de interagao hidrofilica
sdo aplicadas na andlise de compostos moleculares.

Fases estacionarias HILIC

As FE denominadas de HILIC sdo empregadas em cromatografia
de interag@o hidrofilica (HILIC - hydrophilic interaction chromato-
graphy). A cromatografia por interacao hidrofilica € uma modalidade
de separacdo na qual € empregada uma FE polar e uma FM menos
polar.!3-1'® Entretanto, ao contrdrio da cromatografia liquida em
fase normal, a FM em HILIC ¢ composta por uma mistura contendo
uma porcentagem alta de solvente organico (geralmente acetonitrila,
podendo também ser usado metanol ou acetona) e uma porcentagem
relativamente pequena de dgua, uma vez que, neste caso, a dgua &
o solvente mais forte. O fato da HILIC ser uma variagdo da croma-
tografia liquida em fase normal, na qual também se empregam FE
polares, porém com FM constituidas apenas por solventes organicos
de baixa polaridade (geralmente hexano, com pequenas quantidades
de solventes menos apolares), ela também tem sido definida como
cromatografia liquida de “fase reversa reversa” ou de “fase normal
aquosa”. 113116

O principal mecanismo de intera¢do que rege as separacdes em
HILIC € o de partigdo.''*!'¢ A alta polaridade da FE associada ao
uso de uma FM contendo dgua leva a formagdo de uma camada de
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dgua que fica imobilizada na superficie da FE, e, por causa disso, o
composto em andlise estabelece um equilibrio com esta camada de
dgua e a FM que possui cardter mais hidrofébico.

Desta forma, as FE HILIC possuem necessariamente caracteris-
ticas polares, podendo ser constituidas de silica ou outros suportes
cromatograficos modificados ou ndo.'*!'> No caso dos suportes
modificados, os principais grupos que sdo ligados as cadeias alquila
sdo: amino, amida, diol, ciano, sulfobetaina e ciclodextrina. Na Figura
4E estd exemplificada a estrutura de uma FE HILIC.

Embora esta modalidade de separacdo tenha sido usada pela
primeira vez em 1975, por Linden e Lawhead'!” na separacdo de car-
boidratos, empregando uma FE baseada em silica com grupos amino e
uma FM composta de uma mistura de acetonitrila e d4gua, foi somente
em 1990 que esta modalidade de separagdo recebeu a denominagio de
HILIC, proposta por Alpert.'"®* Segundo Alpert, o termo HILIC deve
ser empregado se o solvente de eluigdo forte for a 4gua e 0 mecanismo
de retencdo for a particdo. S6 recentemente a HILIC vem ganhando
aceitaco e sendo empregada para a separacdo de compostos polares em
diferentes areas de aplicagio, como a quimica farmacéutica, agricola,
alimenticia, medicinal, protedmica e metabolomica.!!3-115:11?

Essa grande ascensdo da HILIC nos dltimos anos para andlise
de compostos polares se deve as vantagens que esta modalidade de
separagdo apresenta em relacio a cromatografia liquida em FN e FR
e, também, ao desenvolvimento de um grande nimero de FE HILIC,
que vém sendo comercializadas por praticamente todos os fabricantes
de colunas cromatograficas.!!*114120.21 Em relacdo as separagdes em
FN, as principais vantagens apresentadas sdo: melhor solubilidade
dos compostos polares, que usualmente possuem baixa solubilidade
nos solventes apolares empregados em FN e, possibilidade de ser
empregada em andlises com deteccdo por EM, uma vez que a ioni-
zacdo usando uma FM organica apolar ndo ¢ facilmente alcangada.
Em relacio as separa¢des em FR, pode-se citar: a ordem de eluicio
dos compostos em HILIC é mais ou menos oposta & ordem de eluigcao
em FR, o que indica que a HILIC retém melhor os compostos que sdo
problematicos de se analisar em FR; alta detectabilidade nas andlises
com detec¢do por EM devido a alta porcentagem de solvente organi-
co polar empregada nas FM para HILIC e, separagdes mais rapidas
devido a menor viscosidade da FM. Como forma de exemplificar a
alta detectabilidade da HILIC nas andlises com deteccio por EM, na
Figura 7 estdo apresentados os cromatogramas de massas da separa-
¢a0 de dois compostos polares, acetilcolina e colina, analisados em
condigdes de fase reversa (FM com alta porcentagem de agua) e de
HILIC (FM com alta porcentagem de solvente organico), no modo
de ionizagdo por eletronebulizacdo (ESI - eletrospray ionization)."
Comparando-se a intensidade dos picos dos compostos nos dois
modos de separac@o, pode-se verificar um aumento significativo na
detectabilidade dos dois compostos quando analisados em condigdes
de HILIC. Isto se justifica pela composi¢do da FM, que possui uma
alta porcentagem de solvente orgénico e, dessa forma, é dessolva-
tada mais facilmente que uma FM com alta porcentagem de dgua,
resultando em um aumento da resposta no EM. Além disso, a ordem
de elui¢ao dos compostos foi inversa e a reten¢@o foi maior, sendo
estas caracteristicas vantajosas para a realizacio de separagdes que
nao foram bem sucedidas em condi¢des de FR.

CONCLUSOES E TENDENCIAS FUTURAS

As FE modernas sao o resultado de anos de pesquisa em busca de
FE que permitam a separac¢ao de misturas complexas com seletivida-
de, eficiéncia, resolucio e rapidez. Para isso, foi necessario o desen-
volvimento de novos suportes cromatograficos e/ou o melhoramento
dos jé existentes, o desenvolvimento de novas estratégias no preparo
de FE e, também, a criacéio de FE com diferentes funcionalidades.
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Figura 7. Cromatogramas de massas do ton selecionado da acetilcolina (m/z
146,2) e da colina (m/z 103,9). Coluna A: Acquity UPLC BEH C18, 1,7 um
(100 mm x 2,1 mm d.i.) e Coluna B: Acquity UPLC BEH HILIC, 1,7 um (100
mmx 2,1 mmd.i.). Condigdes cromatogrdficas: volume de inje¢ao: 10 uL; fase
movel: ColunaA: 100% de A (dgua com 10 mmol L'de formiato de aménio e
0,125% de dcido formico) e Coluna B: A:B (10:90 v/v), onde B corresponde
a acetonitrila:metanol:dgua (90:5:5 v/v/v) com 10 mmol L' de formiato de
aménio e 0,125% de dcido formico; vazao 0,5 mL min™ e detec¢dao por EM
no modo de ionizagdo por eletronebulizagdo positivo (ESI+). Identificagdo
dos picos: 1 — acetilcolina e 2 — colina. Adaptada da ref. 121

Conforme a revisdo apresentada, que traz os desenvolvimentos
mais recentes a respeito de FE para CLAE-FR, pode-se concluir que
muitos avancos ja foram alcangados e que a disponibilidade dessas
novas FE, que possuem caracteristicas de seletividade e estabilidade
superiores as FE existentes até entdo, vem permitindo a expansdo do uso
da CLAE-FR, bem como facilitando a separagio de compostos dificeis
de serem analisados, como 0s compostos bdsicos. A tendéncia € que
esta expansio aumente conforme o emprego dessas FE se torne usual.
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