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STATIONARY PHASES FOR REVERSED PHASE HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (RP-HPLC)
BASED ON FUNCTIONALIZED INORGANIC OXIDE SURFACES. Particles of porous silica or other solvent resistent inorganic
oxides can be functionalized by aliphatic (e.g., C-8 or C-18) or other groups to give stationary phases for use in reversed phase
HPLC. The functionalization can be done by bonding of individual groups to the surface of the support particles, by producing
an organic polymeric film from pre-polymers, or by adsorbing/immobilizing pre-formed polymers on the surfaces. These three

types of functionalization are reviewed.
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INTRODUCAO

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é umatéc-
nica de separacdo que, em menos de trinta anos, passou a ser um dos
meétodos anal iticos mai s utilizados para fins qualitativos e quantitati-
vos. As razdes para este crescimento estdo relacionadas a sua adap-
tabilidade para determinagtes quantitativas com boa sensibilidade, a
possibilidade de separar espécies ndo voléteis e termicamente insté&-
veis, com destaque para aindustria farmacéutica, bem como as suas
aplicagBes em determinagdes ambientai s e em muitos outros campos
da ciéncia, como o da medicina

Dentro da CLAE, estima-se que mais de 90% dos laboratérios
de andlise espal hados pelo mundo utilizam pelo menos um método
que aplica a modalidade de CLAE em fase reversa (FR)!. Sistemas
de CLAE-FR consistem de uma fase estacionaria de menor polari-
dade e umafase mével de maior polaridade, enquanto afase normal
tem as polaridades invertidas. Estas fases apresentam vérias vanta-
gens, tais como: uso de fases méveis menos toxicas e de menor cus-
to, como metanol e &gua; fases estacionarias estévei s de muitos tipos
diferentes; rapido equilibrio da coluna ap6s a mudanca da fase mo-
vel; facilidade de empregar eluicéo por gradiente; maior rapidez em
analises e boa reprodutibilidade dos tempos de retencdo. Além dis-
s0, s80 muito aplicadas a separagdo de solutos de diferentes polari-
dades, massas molares e funcionalidades quimicas.

O presente trabal ho visarevisar as fases estacionarias de CLAE-
FR com destaque para os desenvol vimentos recentes.

SUPORTES

Por mais de 30 anos a silicatem sido o material preferido paraa
preparacao das fases estaciondrias para CLAE-FR, sendo que é me-
canicamente estavel a atas pressies, pode ser facilmente modifica-
da, existe um vasto conhecimento de sua estrutura e suas proprieda-
des e é comercia mente disponivel em uma grande variedade de ta-
manho de particulas, formas e tamanhos de poros.

Por outro lado, as fases baseadas em silica tendem a serem limi-
tadas em dois aspectos importantes. Um destes aspectos esta relaci-
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onado a ndo homogeneidade da sua superficie, que apresenta dife-
rentes tipos de grupos silan6is*3, os quais afetam a funcionalizagdo
€, consequentemente, 0 mecanismo de retencdo. Os silandis (=Si-
OH) s8o é&cidos e podem interagir fortemente com vérios tipos de
moléculas bésicas (farmacos, bio-organicos, etc.) e adsorvé-las.
Quando a adsorcéo é reversivel, tem-se o problema de picos largos,
assimétricos e com cauda, que sdo dificeis de serem tratados
quantitativamente, além de poderem se sobrepor ou interferirem nos
picos de outros solutos que eluem com tempos de retencdo simila-
res. Muitas vezes, a adsor¢do pode ser irreversivel e os compostos
depositados na superficie cromatogréfica podem restringir o trans-
porte de massa, bloquear sitios de interaco normal e criar sitios
ativos ndo especificos, afetando o desempenho da coluna, podendo
até levala a deterioracdo irreversivel®.

O segundo aspecto é ainstabilidade da silica e das fases estacio-
nérias sintetizadas baseadas em silica, tanto frente a fases moéveis
acidas como bésicas. Os grupos silandis e siloxanos (=Si-O-Si=) re-
agem com estas fases moveis, sofrendo dissolugdo, causando perda
da fase estacionéria e, eventualmente, colapso da estrutura do leito
da coluna®®. Este problema de instabilidade em solucdes de pH bai-
X0’ ou ato®° é muito importante em CLAE-FR, sendo que soluctes
com pH 2,5 ou pH 9,0 s8o recomendadas™ paraaandlise de diversos
compostos contendo, em sua estrutura, grupos &cidos como
carboxilicos e fendlicos e basicos como aminas e amidas, tais como
os encontrados em, por exemplo, farmacos e pesticidas.

Para evitar o problema de instabilidade da fase estacionaria em
solugdes &cidas ou basi cas, existe apossibilidade de substituir asilica
utilizada como suporte. Fases estacionarias com suportes de celulo-
se ou polimeros de estireno-divinilbenzeno® foram as primeiras a
serem testadas, mas estas fases apresentam problemas de baixa re-
sisténcia as atas pressdes empregadas em CLAE. Outros suportes
utilizados sdo os 6xidosinorgéanicos como aluming, titdniae zirconia.

A aumina'**® tem resisténcia mecanica comparavel a silica e
resisténciaquimicamaior, masndo é disponivel comercialmentecom
tanta variedade. Uma vantagem da utilizag8o da alumina como su-
porte é a sua estabilidade frente afases moveis com pH acimade 12,
podendo separar compostos béasicos sem a necessidade de utilizar
reagente par-iodnico ou supressdo idnica. Entretanto, uma desvanta-
gem do seu uso ocorre na separacdo de acidos carboxilicos, pois
estes compostos se ligam irreversivelmente na sua superficie. Para
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separagdes com fase mével em pH menores que 10, a alumina tem
aplicacdo muito similar asilica, entretanto, colunas de aluminaapre-
sentam menor nimero de pratos do que colunas de silica.

A aluminando modificada é bastante utilizada como fase normal
para separacdo de solutos fracamente polares. Em fase reversa, a
alumina pode ser utilizada tanto com ligagBes covalentes de cadeias
alquilas nasuasuperficie ou através de recobrimento superficial com
uma camada de polimero. Por outro lado, fases comerciais disponi-
vels com este suporte sd0 muito limitadas.

A zirconia®#1619 tanto porosa como ndo porosa, também esta
sendo utilizada como material de recheio ou suporte para CLAE,
sendo que é quimicamente estavel a pH extremos e temperaturas
elevadas (maiores que 100 °C), além de possuir ataresisténcia me-
canica. O grande problema da utilizacdo da zirconia é que a sua su-
perficietem sitios que sdo classificados como écidosfortesde Lewis.
Estes sitios acidos sdo promovidos por &omos de zircdnio (1V) que
ndo tém todas as suas ligagdes de coordenagdo completas e podem
interagir com bases fortes de Lewis, como fosfatos, hidréxidos,
fluoretos, e outros, produzindo picos com caudas ou até mesmo fa-
vorecendo adsor¢do irreversivel. Para prevenir o efeito dos sitios
acidos sobre a superficie da zirconia, adicionam-se bases fortes de
Lewis afase mével para competir com 0s grupos bésicos do soluto,
ou entdo pode-se modificar asuasuperficie com fluoretos ou fosfatos.

A titénia*1%2 tem as mesmas propriedades mecanicas da silica,
mas possui maior estabilidade quimica. E um 6xido metélico anfétero
que pode ser utilizado como trocador anidnico em pH &cido e troca-
dor cationico em pH acalino. Em sua superficie existem os chama-
dos grupos titandis acidos que, como a silica, também adsorvem
compostos basicos.

Como citado anteriormente a silicaainda é o 6xido mais utilizado
como suporte em CLAE-FR e muitos estudos vém sendo feitos para
tentar melhorar a sua estabilidade em pH extremos. Uma possibilida-
de é a modificag8o da sua superficie, aproveitando as suas proprieda-
des favoréveis, tais como rigidez e reprodutibilidade de tamanho de
poro e de particula. A modificag@o superficia dasilicacromatografica
com os 6xidos de magnésio?, zirconio®?= e titanio*? jafoi relatada
com resultados promissores, apds a preparacdo de fases estacionérias
com polimero adsorvido e imobilizado na sua superficie.

Outra possibilidade é a utilizag8o de fases estacionarias hibridas
com matriz organica-inorganica Estasfases sdo comercializadaspela
Waters com o nome de X-Terra?"? e sd0 obtidas pela reagdo de um
tetraal coxissilano com um al quiltrial coxissilano paraformar um pre-
cursor, que é entdo utilizado para criar as particulas (reagdo 1):

(RO),S +Nn(RO),SIR" + (15n+2) H,0 - SIO(R’ S0, ),
+ (3n+4)ROH 1)

Como resultado final obtem-se uma particula contendo unida-
des inorganicas (SiO,) e organicas (R'SIO, ), com o grupo aquila
(R’) incorporado na matriz. O uso de diferentes grupos alquilas, as-
sim como diferentes proporgBes dos materiais de partida, foram in-
vestigados e o material com as melhores propriedades foi aquele
com composicdo SIO,(CH_SIO, ), #'. As fases estacionarias quimi-
camente ligadas obtidas dos materiais hibridos, s80 mais estéveis
que as fases quimicamente ligadas convencionais e também apre-
sentam um menor nimero de grupos silandis, devido ao maior
recobrimento superficial pelos grupos alquilas.

FASES REVERSAS
Como as fases estaciondrias para utilizagdo como fase reversa

devem apresentar caracter apolar e a superficie dos 6xidos utilizados
como suporte sdo polares, deve-se entdo introduzir grupos orgéani-
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cos apolares nas suas superficies. Existem varias formas de se obter
as camadas organi cas apolares sobre a superficie dos diferentes Oxi-
dos. O método mais comum ocorre através da introducdo de
monocamadas orgéanicas via reagéo com reagentes apropriados, pro-
duzindo as chamadas fases quimicamente ligadas. Outros envolvem
0 recobrimento superficial dos 6xidos com polimeros organicos.

FASES ESTACIONARIAS QUIMICAMENTE LIGADAS

A modificag@o da superficie da silica e dos éxidos metélicos
com a introducdo de uma camada quimicamente ligada ao suporte
tem como objetivo principal unir, em um s6 material, as proprieda-
des quimicas dos grupos organicos com a rigidez e a estabilidade
térmica e hidrolitica do 6xido inorganico.

Existem varios procedimentos descritos paraaformagéo de uma
camada quimicamente ligada sobre a superficie de 6xidos. Dentre
eles, os principais sdo: esterificac8o, cloragéo seguidade reagdo com
reagente de Grignard ou composto organo-litio, e organossilanizag&o.
QOutros dois procedimentos de menor importancia nos dias de hoje
s80: organossilanizacao catalisada por amdnia e organossilanizacao
em fase de vapor®¥. As reacfes mais importantes so descritas nos
paragrafos a seguir.

A esterificagdo™ foi utilizada no passado paramodificar a super-
ficie da silica e envolve a reagdo de um dcool com o grupo silanol
superficial, como mostrado na reacdo 2.

=Si-OH + ROH — =Si-OR + H,0 @

Devido asimplicidade, este método foi o primeiro aser utilizado
para obter fases quimicamente ligadas. Entretanto, aligagdo =Si-O-
C é muito instavel hidroliticamente e ndo pode ser utilizada com
fases moveis aquosas ou alcodlicas. Por isso, estas fases foram rapi-
damente abandonadas.

A cloraggo seguida de reagdo com reagente de Grignard ou com-
posto organo-litio também foi empregada® namodificacdo dasilicae
consiste de uma etapa de cloragdo superficiad com cloreto de tionila
(reagdo 3), seguidapelaligacdo dacadeiad quilaatravés de um reagente
de Grignard (reacdo 4) ou um composto organo-litio (reagéo 5).

=Si-OH + SOCl,— Si-Cl + SO, + HCl (3
=S-Cl + BrMgR — Si-R + MgCIBr (4)
=Si-Cl + LiR > Si-R + LiCl (5)

A ligag8o =Si-C tem maior estabilidade que as ligagbes Si-O-Si-
R, formada na reacdo de organossilanizag&o (descrita a seguir), en-
tretanto o uso do reagente de Grignard ou 0 composto organo-litio
na sintese torna este procedimento economicamente inviavel e tam-
bém foi abandonado rapidamente.

A organossilanizaggo em condigdes anidrasé o método mais uti-
lizado atualmente para a modificagdo da superficie da silica e dos
Oxidos metalicos 1% 3%, Primeiramente, € necessario ativar os gru-
pos hidroxilas da superficie do 6xido através de aquecimento, remo-
vendo as moléculas de &gua ligadas a superficie do 6xido por pontes
de hidrogénio. Em seguida promove-se a reagdo entre um
organossilano monofuncional e os grupos hidroxilas superficiais,
como mostrado na reagdo 6, onde M pode ser Si, Al, Ti ou Zr. O
agente silanizante é representado por XSiR' R, onde X representa o
grupo funcional reativo que usualmente € um cloreto ou um grupo
alcoxido (etoxi ou metoxi), R pode ser uma cadeia alifética ou uma
cadeia adiféticacom grupos polares terminais, que se desgjaintrodu-
zir no suporte e R’ geralmente € um grupo metila. Em fasereversaR
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representa as cadeias C-8 e C-18, que sfo as mais utilizadas, sendo
gue cadeias de C-2 a C-30 sdo também encontradas®. Em fase nor-
mal, utiliza-se geralmente grupos terminais ciano ou amino ligados
a uma cadeia difatica. As fases assim produzidas sdo comumente
chamadas fases “tipo escova’ ¥ ou fases “monoméricas’=.

M-OH + XSIR' ,R —» M-O-SiR" R + HX 6)

Reacdo similar, em condig¢des anidras, também pode ser obtida
utilizando reagentes difuncionais e trifuncionais, representados por
X,SIR'R e X_SiR, respectivamente, mas, neste caso, as condigbes da
reacdo devem ser muito bem controladas, evitando principalmente a
presenca de agua, que pode hidrolisar o agente silanizante, ocorren-
do reacBes de condensagdo ou entrecruzamento entre os reagentes
silanizantes. A reag8o pode acontecer entre um ou dois grupos
hidroxilas do suporte, como mostrado nas reagBes 7 e 8. Em uma
etapa final, os grupos X residuais sdo hidrolizados, produzindo ou-
tros grupos =Si-OH.

M-OH + X,SIR — M-0-SiX R + HX @
, MOH . o_ X
g +  XSR > % \/Si +  2HX (8)
? M-OH 7 Mo’ MR

O grande problema das reagtes 6, 7 € 8 é que ndo se consegue
reagir todos os grupos hidroxilas superficiais, devido aos impedi-
mentos estéricos. Para resolver este problema e eliminar os grupos
hidroxilas residuais promove-se mais uma reag@o posterior de
silanizagdo com um reagente organossilano com cadeias laterais pe-
guenas como o clorotrimetilsilano. Este procedimento é chamado de
capeamento®#°. Com o capeamento, consegue-se reduzir substanci-
almente o nimero de silandis residuais, mas ndo totalmente. Apesar
dos inconvenientes, as colunas obtidas com estas fases apresentam
alta eficiéncia.

Outra forma de melhorar a estabilidade das fases estacionarias
guimicamente ligadas é utilizar as chamadas fases estacionarias
estericamente protegidas’*. Nestetipo de fase estacionériao reagente
organossilano, além de possuir a cadela alquila lateral que se desgja
introduzir na fase estacionéria, também tem dois grupos alquilas
volumosos como o isobutil, que promovem a protegdo dos grupos
silandis (Figura 1). Neste caso obtem-se um menor recobrimento do

silica
silica

— OH — OH

—o0—Si—Rr

Figura 1. Fases estacionarias quimicamente ligadas: a) estericamente
protegida por grupo volumoso e b) ndo protegida

Quim. Nova

suporte devido alimitagdo estérica durante a reacdo de silanizagdo,
exibindo assim menor retencdo dos solutos quando comparado com
as fases estericamente ndo protegidas com mesma cadeiaalquilala
teral. Por outro lado, os silandis sdo bem menos disponiveis para
interagir com os solutos presentes na fase mével, ndo necessitando
reacdo de capeamento para obter uma fase estacionéria capaz de se-
parar os compostos bésicos sem cauda.

Dentre as varias estruturas mostradas na literatura de fases esta-
cionérias quimicamente ligadas, vém se destacando aguelas prove-
nientes de reagentes silanizantes contendo grupos polares inseridos
no meio das cadeias alquilas, por exemplo, um reagente como
XSIR,(CH,).Y(CH,,) ou XSIR,(CH,).Y(CH.), sendo que Y re-
presenta grupos de amida, uréia, carbamato ou amina’>*. Estas fa-
ses exibem diferentes seletividades para analitos polares, sdo esté
veis ereprodutivels em fases méveis altamente aquosas e promovem
picos bastante simétricos para compostos béasicos”. Uma vantagem
dautilizagdo destas fases, em comparagdo com as fases que possuem
somente cadeias alquilas, esta relacionada com a necessidade de
menor concentragdo de modificador organico nafase mével. Com a
presenca do grupo polar nafase estacionéria e dependendo do soluto
que se desgja separar e das condigdes da fase moével, o mecanismo
deretengdo pode ocorrer por parti¢ao, troca-ibnicaou aindainteraces
dipolo-dipol 0%,

O grande problema destas fases esta relacionado com a sua bai-
xa estabilidade em pH extremos, quando comparada com as fases
gue possuem somente cadeias alquilaslongas. Pararesolver este pro-
blema Kirkland e colaboradores desenvol veram uma fase estaciona
ria com grupos carbamatos no meio da cadeia alquila e ainda
estericamente protegidas com grupos isopropilas, como mostrado
na Figura 2.

o

Sif NHj
<

| silica |

Figura 2. Estrutura da fase estacionéria diisopropil-alquil-amida*

Fases estacionérias com cadeias a quilas quimicamente ligadas a
zirconia (Zr0,) 314151, titénia (TiO,)**%4% e dumina (Al,0,)3141
também ja foram preparadas e testadas. Os seus desempenhos sdo
somente razodveis, devido a problemas de reprodutibilidade na pro-
ducdo das particulas do suporte e no rendimento da reacéo de
derivatizagdo. A estabilidade hidroliticadaligacéo Si-O-M dasfases
quimicamente ligadas, em relagdo a hidrdlise, diminui na seguinte
sequénciade M: Si >> Ti ~ Zr >> Al. Devido aisso, 0 método mais
promissor de modificar asuperficie de alumina, titiniae zirconiaé o
recobrimento com um polimero®.

A reac80 de organossilanizaggo na superficie do 6xido também
pode ser feita na presenca de &gua®, utilizando reagentes silanizantes
difuncionaisoutrifuncionais. Neste caso, ocorreinicialmenteumapré-
hidrélise do agente silanizante (reagdo 9), formando grupos silandis,
0s quai's posteriormente reagem com 0s grupos silandis da molécula
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vizinha e também com os grupos hidroxilas da superficie do suporte
(reac80 10). Nesta reaco se estabel ecem as ligagdes do tipo siloxano
(=Si-O-Si=) com a eliminagdo de &gua (condensacdo). Assim, o pro-
cesso € constituido de reactes do reagente silanizante em todas as
diregBes, formando umaredetridimensiona sobreasuperficiedasilica
Este tipo de fase estacionaria quimicamente ligada é frequentemente
chamada fase “polimérica’®. Além de serem mais espessas, as fases
obtidas com este tipo de reagdo apresentam maior estabilidade
hidrolitica em comparacéo com as fases produzidas na reacéo 6.

X, SR+ 3H,0 — RSI(OH), + 3HX 9
—OH +©0 \Si/
N
+OH —+OH \Si/
= +ORSi(OH) —» |8 g\
TOH &giﬂSiR
R R o
—OH Lo—§ é<
(19)

O maior problema encontrado neste processo € a dificuldade de
se controlar a reagdo de entrecruzamento e a espessura da camada
resultante, tornando o processo pouco reprodutivel, sendo raramen-
te formada uma camada uniforme sobre o suporte.

Um trabalho recente mostrou a preparacéo de uma fase reversa
para CLAE, utilizando a reacéo de organossilanizacéo na presenca
de &gua, constituida de polissiloxanos com cadeias aliféticas varia-
das (C-28 a C-42) sobre a superficie de silica para a utilizagdo na
separacdo de carotentides™.

Um novo conceito paraaobtencdo de monocamadas sobre parti-
culasdesilicafoi criado por Wirth e Fatunmbi® nos dltimos anos. O
meétodo é baseado nareacdo de silanos trifuncionais restrita a super-
ficie do suporte.

O motivo do entrecruzamento restrito a direggo horizontal esta
relacionado com a presenca de &gua somente adsorvida na superfi-
cie do suporte durante a reagdo de organossilanizagdo. Durante a
reacdo, os reagentes trifuncionais sdo ligados um ao lado do outro e
também a superficie dasilica, formando um filme ordenado e denso,
denominado monocamada auto-organizada (“self-assembled
monolayer”), como mostrado nareagdo 11, onde R é um grupo pe-
queno, como o metil e R’ € um grupo maior como C-8 ou C-18.

TOH TO—Si—R'
1-OH ‘ +0—8i—R
§ X3SiR +H,0 .g
= + s = \ + HCI
1 OH X3SiR' Lo—8i—R
{-OH | I Y
— — ¢ 1y

Este entrecruzamento horizontal difere do entrecruzamento por
organossilanizagdo convencional em dois aspectos: primeiro, a
monocamada € obtida de umamisturade reagentestriclorofuncionais,
gue levaa uma monocamada contendo uma pegquena quantidade dos
grupos maiores, promovendo uma seletividade parecida com a das
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fases monoméricas. Segundo, a polimerizagdo usaaguaintrinseca
mente adsorvida na superficie da silica. A quantidade de agua utili-
zada neste método € muito menor e pode ser controlada reprodu-
tivelmente®. Como n&o haguaem solugdo, 0 entrecruzamento ocorre
somente quando os reagentes entram em contato com a superficie do
suporte. Assim, estas fases estacionarias mostraram alta estabilidade
hidrolitica e baixa atividade dos grupos silandis superficiais™.

Para evitar limitagOes estéricas durante a reacdo, promoveu-se 0
entrecruzamento horizontal com uma mistura de organossilanos
trifuncionais com cadeias diféticas C1 e C18% como mostrado na
Figura 3. A mistura promoveu uma barreira sdlida imediatamente
sobre a superficie da silica. A distribuicdo do grupo C-18 sobre a
superficie é controlada pelos grupos C-1, que atuam como
espacadores, proporcionando melhor interacdo dispersiva entre as
longas cadeias aiféticas e o soluto. A monocamada orientada tam-
bém promove umabarreiraentre afase mével easuperficiedasilica,
impedindo atrocade prétonsentre ossilandisresiduaiseafase movel
e consequentemente reduzindo a formag@o de cargas superficiais.
Estas fases foram submetidas a testes de estabilidade e se mostraram
bastante resi stentes tanto a fases moéveis &cidas como bésicas. A con-
centracdo dos grupos octadecil (C-18) pode ser gjustada variando a
propor¢do dos reagentes organossilanos C-1 e C-18.

e
[ X
S i €

silica

Figura 3. Representacdo esquematica da fase estacionaria obtida pela
polimerizacdo horizontal de uma mistura de organossilanos com cadeias
alifaticas C-1 e C-18*®

No inicio a maior dificuldade encontrada com este tipo de fase
estaciondria estava relacionada com a reprodutibilidade de sua ob-
tenco. Isto foi resolvido pelo controle da umidade da superficie da
silicaantes deiniciar areagdo™. Estas fases ja foram bastante carac-
terizadas por métodos fisicos e quimicos nos Ultimos anos, ndo res-
tando nenhuma divida da formag&o desta estrutura de monocamada
auto-organizada.

QOutro método, denominado recobrimento com hidreto interme-
diario, produz uma monocamada superficial de polissiloxanos com
cadeias laterais alquilas em duas etapas. Primeiramente uma
monocamada superficial de polissiloxano com grupamentos hidretos
(=Si-H) é produzida pela silanizacdo da superficie do éxido
inorganico com o produto de hidrdlise do trietoxissilano (TES) (re-
acdo 12). Logo apos, hidrocarbonetos terminalmente insaturados,
como o 1-octadeceno, sdo ligados ao polissiloxano na presenca de
um catalisador apropriado (reacdo 13).

Apesar da complexidade, este método produz um recobrimento
de dta densidade de cadeias alquilas sobre o suporte, devido a pe-
quena limitacdo estérica durante a reacdo de introducéo destas ca-
deias sobre a superficie. Com a ligagdo =Si-C embutida, este
recobrimento também proporciona uma alta estabilidade hidrolitica
destas fases .
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M+-OH M+-0—Si—H

@ Qo
5 MTOH . (EOpSH —»> (8 M{-O—Si—H + EioH
3 3 (L
M--OH M+-0—Si—H
— — | (12)
\
M—O—Si—H + CH=CH—R =% M_0-$icrocro_g

\
| (13)

A formagdo da monocamada com hidretos (=Si-H) sobre a su-
perficie dos 6xidos modificada com o TES éinfluenciada pelarazéo
TES/OH,,44- Quando estarazéo for maior que 1 pode ocorrer uma
maior polimerizacdo do TES sobre a superficie, proporcionando o
aparecimento de camadas mais espessas que podem interferir na efi-
ciéncia cromatogréfica®.

FASES ESTACIONARIAS COM POLIMEROS
ADSORVIDOSE IMOBILIZADOS SOBRE O SUPORTE

Nas Ultimas décadas, recobrimentos de suportes éxidos com
polimerostém setornado um método de grandeimportancianaprepa
racéo de fases estacionérias para CLAE-FR. Levando em considera-
¢80 0 desenvolvimento de fases estacionarias com camadas muito
finas de polimeros (monocamadas), € 6bvio que adiferencanavelo-
cidade de transferéncia de massa dos solutos nas fases modernas
com polimeros e nas quimicamente ligadas estdo ficando cada vez
mais despreziveis. A preparacdo destas fases estacionérias foi t&o
bem sucedida que atualmente indmeras delas estédo sendo
comercializadas.

O objetivo de produzir fases com polimeros recobertos sobre um
suporte é combinar aresisténcia mecanica da matriz inorganica com
a seletividade e inércia quimica dos polimeros organicos.

As principais vantagens das fases com polimeros sobre as qui-
micamente ligadas sdo: maior recobrimento dos sitios ativos do su-
porte e a possibilidade de maior seletividade da fase estacionaria
pela escolha do polimero apropriado. A seletividade é influenciada
pela natureza e quantidade de grupos funcionais nas cadeias dos
polimeros, pela espessurado filme polimérico e pelaéreasuperficia
e estrutura de poros do suporte. A imensa variedade de polimeros
organicos disponiveis possibilita preparar fases com umagrande fai-
xa de seletividade.

A imobilizacdo de polimeros sobre um suporte poroso € um pro-
cesso complexo, influenciado pela contribuic&o dos diferentes tipos
de interacGes entre o suporte e o polimero, entre as moléculas adja-
centes na superficie do suporte e, também, pela solubilidade do
polimero nas fases méveis. Nao sb as propriedades cromatogréficas
do compdésito polimero-suporte mas também o processo de imobili-
zagdo do polimero sdo influenciados pelas propriedades do suporte.
Portanto, a escolha do suporte com propriedades adequadas € de
fundamental importancia na preparacéo das fases com polimeros.

Existem vé&rios tipos de recobrimentos. Um dos mais comuns
usados em cromatografia consiste da adsorcdo fisicade um polimero
previamente sintetizado, com composi¢do quimica bem definida,
sobre 0 suporte. Alternativamente, o polimero também pode ser in-
troduzido pela polimerizacdo de mondmeros in situ®. Pode ocorrer
um processo posterior deimobilizag&o por reticulacdo (ligagdes cru-
zadas), induzidas por perdxido®%, tratamento térmico®¢"%, radia-
¢80 ionizante-y 51628 e outras, ou ainda promover aligagdo covalente
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entre o polimero e o suporte, produzindo uma monocamada ancora-
daf!. Neste Ultimo caso, o polimero deve apresentar grupos funcio-
nai s especificos ou reativos para se ligar ao suporte.

Entre os polimeros ja utilizados estdo o poli(etileno)™™, o
poli(butadieno) 13837281 o poli(estireno)®8, o poli(dimetilsiloxano)®,
o poli(metiloctilsiloxano)®-6367.6%84 @ g poli(metiloctadecil-
siloxano)®2%, Também sdo utilizados poliéteres, polissacarideos,
poliaminas, polinucleotideos, poliamidas e proteinas. Dentre os su-
portes utilizados na preparacao de fases estacionérias com polimeros
ega) a S|’|i08,13’62’64‘70_73’84_91, a ZirC@nia 13,17,70‘71,76—83,92,93, a tlténlafil ea
al Umi nal4,64,66,74‘75,92_

A formamais simplesde preparar 0 compasito suporte-polimero
€ pela deposicdo de uma camada polimérica sobre a superficie do
suporte, sem promover a reticulacdo entre as cadeias do polimero e
também sem a ligag@o quimica entre o polimero e o suporte. Neste
caso ocorre umacontribui¢do de um ou maistipos deinteracbes como
dipolo-dipolo, ligagBes de hidrogénio e interagles eletrostéticas en-
tre as cadeias do polimero e o suporte. A insolubilidade do polimero
na fase movel também é importante neste tipo de fase.

Duas formas, bem diferentes, s&0 as mais utilizadas para colocar
o0 polimero sobre o suporte. Na primeira, mistura-se o polimero em
solucdo com o suporte e posteriormente evapora-se o solvente e, na
segunda, promove-se a polimerizag&o in situ de mondmeros sobre o
suporte. A espessura do recobrimento nos dois casos pode ser con-
trolada pela quantidade de polimero ou mondmero no processo de
deposicéo.

Mao e Fung® obtiveram uma fase reversa para CLAE pela
copolimerizacdo in situ de &cido maleico e 1-octadeceno sobre a
supeficie de alumina. O copolimero foi reticulado com 1,4-
divinilbenzeno. A interac8o do acido carboxilico sobre a superficie
da alumina é muito forte, ocorrendo um ancoramento do filme
polimérico pelaformacado de duas pontes de hidrogénio fortes com a
superficie para cada grupo carboxilico do polimero. A monocamada
resultante propiciou estabilidade quimica a fase estacionéria tanto
em meio &cido como bésico.

Li et al.* estudaram os fatores que influenciam a deposi¢éo de
polibutadieno (PBD) sobre zirconiaporosa. Eles utilizaram per6xido
de dicumila como agente de reticulagdo do polimero. Foi mostrado
que o processo de deposi¢ao do polimero é influenciado pelaveloci-
dade de evaporacdo do solvente da solucdo, pela afinidade do
polimero pela superficie do suporte e pela interagdo polimero-
solvente. Em outro estudo® comparou-se a adsor¢do do PBD, tam-
bém reticulado com perdxido de dicumila sobre silica, alumina ou
zirconia, e concluiu-se que estas fases apresentam comportamentos
cromatogréficos similares, embora a fase baseada em zirconia apre-
sente sitios acidos fortes de Lewis que ndo sdo protegidos pelo
recobrimento.

Fases estacionérias para a separacdo de isdmeros foram obtidas
pela adsorcédo de polivinilamina®®” ou o copolimero de vinilaming/
acool vinilico®, reticulados sobre silica. Ap6s a reticulacdo foram
introduzidas ciclodextrinas quimicamente ligadas as cadeias do
polimero para promoverem a separacdo dos isdmeros geométricos.

Recentes trabalhos em nosso Laboratério de Pesquisas em
Cromatografia L iquida(LABCROM) utilizaram liquidos poliméricos,
taiscomo o poli(metiloctilsiloxano) (PMOS) ou o pali(metil octadecil -
siloxano) (PMODS), que se encontram adsorvidos, isto é, deposita
dos, dentro dos poros dasilica cromatogréficanua. As fases estacioné
rias preparadas utilizando este método apresentaram propriedades
cromatogréficas similares as colunas comerciais recheadas com fases
estaciondrias contendo 0s mesmos grupos aquilas &,

Entre os resultados interessantes obtidos nesta pesquisa, um es-
tudo da distribui¢do do PMOS liquido nos poros, quando os poros
ndo estdo cheios, indicou que ela ndo é uniforme; o liquido encon-
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tra-se preferencialmente distribuido em gotas ou “ plugs’®. Esta dis-
tribui¢&o é explicada como resultado do fendmeno de “instabilidade
de Raleigh” no qual é energeticamente desfavoravel paraum liquido
atingir uma configuragdo em uma grande érea, tal como uma cama-
da fina depositada na superficie dos poros da silica, quando existe a
opcdo da formagdo de “plugs’®. Quando uma certa quantidade do
PMOS é sorvida nos poros da silica como “plugs’ e, depois de um
certo periodo de repouso, as particulas de silica contendo este liqui-
do s8o submetidas a uma extragcdo com um solvente forte, tal como
CH,CI,, somente uma por¢&o do polimero € extraida, a restante esta
seguramente fixa nos poros®®®. Desde que o polimero livre é muito
solvel neste solvente, os resultados indicam que uma por¢do do
polimero torna-se firmemente adsorvida, isto €, auto-imobilizada,
com fortes atragBes a superficie do suporte, de umamaneiratil para
fins cromatogréficos®. A adsorcdo ocorre em muitos pontos de con-
tato entre a superficie da silica e a molécula longa (linear) do
polissiloxano'®. Isto leva a um novo model o desta fase estacionaria
com o polimero adsorvido, onde o0 esqueleto de siloxano esté espa-
Ihado dentro dos poros, acima da superficie da silica, com os grupos
octil estendidos para o centro do poro®. Sendo assim, a estrutura da
fase estacionariade PMOS adsorvido é formalmente similar a estru-
turadas fases estaci onérias convencionai s quimicamente ligadas, com
0s grupos octil estendidos para o centro do poro. Por outro lado, a
estrutura da monocamada da fase estaciondria quimicamente ligada
tem um aspecto diferente desta estrutura, ou seja, a distribuicéo dos
grupos aquilas é de baixo grau de organizacdo na superficie, sendo
que a reacdo de derivatizagdo tem um rendimento que implica em
reacao com, no maximo, 30 a45% dos grupos silandis disponiveis'®,
dando um carédter ndo regular a superficie da silica amorfa
derivatizada. No caso do espalhamento das moléculas longas de
PMOS (ou outro polimero com estrutura linear), os grupos aquil
estéo localizados, com regularidade, na cadeia do siloxano e existe
um alto grau de organizaco inerente no sentido compacto ao longo
do esqueleto da molécula. Isto deve ser refletido em propriedades
fisicas e cromatogréficas diferentes, potencia mente favoraveis, para
0 caso das fases preparadas com polissiloxanos.

Outros trabalhos realizados no LABCROM envolvem a utiliza-
¢ao de silicas com suas superficies modificadas. Silica, apos a rea-
¢80 com tetrabutoxido de zirconio, resultaem silicazirconizada (=Si-
O-Zr0 )%, enquanto areaco de silica com tetrabutdxido detitanio
ou tetracloreto de titénio produz silica titanizada (=Si-O-TiO ).
Estes dois novos suportes foram recobertos com PMOS pelo méto-
do de evaporaco do solvente. Os resultados indicam que a adsor¢éo
encontrada com asilicanua, isto é, aatracdo forte entre o polimero e
asuperficie®, ndo é obtida com os suportes de silica modificadacom
zircdnio ou titénia e o liquido polimérico se arrasta lentamente com
a passagem da fase movel. Por outro lado, aimobilizag&o por radia-
¢80 gama*?, mostrou-se muito efetiva com os suportes de silica
com superficies modificadas. Testes de estabilidade destas fases es-
taciondrias, feitos pela passagem de volumes controlados de fase
mavel, indicam que as fases estacionérias com PMOS imobilizado
por radiagcdo gama sobre a superficie da silica zirconizade® ou a
silica titanizada® apresentam estabilidade cromatogréfica igua ou
melhor que as fases comerciais quimicamente ligadas.

Um resultado significativo obtido com estas fases estacionarias
preparadas com as silicas modificadas, com uma camada de PMOS
imobilizada sobre as suas superficies, € a sua estabilidade frente as
fasesmdveisde pH elevado. Utilizando o desempenho cromatografico
como ferramenta de avaliacdo, ndo foi observado comportamento
que indicasse degradacéo da silica derivatizada com a passagem de
volumes significativos de fases méveis bésicas. sto sugere que uma
aplicacdo destas fases estaci ondrias seria na separagdo de compostos
basicos utilizando fases moveis de pH elevado®.

Fases Estacionérias para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (CLAE-FR) 621

Outra forma de melhorar a estabilidade da fase estacionéria é
promovendo o ancoramento (ligagdo quimica) do polimero sobre o
suporte. A ligagdo quimica entre o recobrimento polimérico e o su-
porte pode ocorrer de duas formas diferentes. Na primeira, umarea
¢80 de ligagdo € induzida apds a deposi¢ado do polimero sobre 0 su-
porte'®21%, Neste caso deve haver grupos reativos especificos no
polimero e no suporte paraocorrer aligagdo covalente, caso isso ndo
ocorra, deve-se introduzi-los. Na segunda, a ligagdo ocorre no mo-
mento da polimerizagdo de mondmeros sobre o suporte. Um exem-
plo deste procedimento € a reacdo de organossilanizacdo na presen-
¢a de agua, descrita previamente®™s’.

S&o poucas as fases com polimeros quimicamente ligados ao
suporte mostradas na literatura. Duas delas foram preparadas para
utilizagdo como fase reversa e foram obtidas pelo recobrimento de
silica com copolimeros baseados em vinilmetildietoxissilano'©>1%,
Os copolimeros foram ligados a superficie da silica através de liga-
¢Oes covalentes entre os grupos silandis da silica e o grupo etoxisilil
dos copolimeros.

Novas fases reversas para CLAE também estdo sendo desenvol-
vidas baseadas no recobrimento da superficie da silica com liquidos
cristalinos de baixa ou de alta massa molar. Liquidos cristalinos re-
presentam um estado da matéria intermediario entre um sdlido cris-
talino e um liquido isotrépico.

A imobilizagdo destes liquidos cristalinos sobre o suporte pode
ser feita de vérias formas, dependendo dos grupos funcionais presen-
tes nestes compostos. A imobilizagao mais frequente é feitapelaliga
¢80 quimicado suporte com um reagente clorossilano modificado com
o liquido cristalino, promovendo uma monocamada'®. O método de
hidreto intermediario também é muito utilizado para a imobilizacéo
dos liquidos cristalinos de baixa ou de alta massa molar’®.

Delaurent e colaboradores'® produziram e caracterizaram uma
fase estacionaria constituida de cloroformato colestérico quimica
mente ligado aaminopropil silica através de umaligacéo carbamato.
Esta fase se mostrou bastante eficiente na separacdo de hidro-
carbonetos arométicos e também apresentou seletividade diferente
das fases monoméricas C-18 convencionais.

Mais recentemente um trabalho mostrou a configuragdo de qua-
tro fases estacionérias diferentes com o mesmo liquido cristalino'™.
Asduas primeiras fases foram obtidas pelaligacdo quimicado liqui-
do cristalino “longitudinamente”’ e “lateralmente” a superficie da
silica(Figura4). Nasoutrasduas, o liquido cristalino foi ligado “lon-
gitudinamente” e “lateralmente”’ a um polissiloxano (Figura 5) que
posteriormente foi depositado sobre a superficie da silica pelo méto-
do de evaporag&o do solvente.

Foi mostrado que a seletividade destas fases estacionérias sdo
atamente dependentes da formado liquido cristalino. Entre as fases
estudadas, aquelas com o liquido cristalino fixado “lateralmente” ao
polissiloxano apresentaram o melhor desempenho cromatografico
na separacado de hidrocarbonetos arométicos.

Um novo conceito de obtengdo de fases estacionérias baseadas
na combinagéo da técnica de adsor¢&o polimérica sobre um suporte
com o conceito de misturafuncional foi proposta por Kanda e cola-
boradores'?"1%, Estas fases sdo constituidas de grupos hidrofilicos
intercalados com grupos hidrofébicos presos a uma mesma
monocamada de polimero depositada sobre a superficie da silica.
Estas fases foram preparadas com o objetivo de serem utilizadas na
andlise direta de fluidos biol 6gicos.

Para a preparacdo destas fases, primeiro deposita-se uma
monocamada de polissiloxano através de reagdo de grupos hidretos
(Si-H) sobre a superficie do suporte e, posteriormente, introduz-se os
grupos hidrofébicos (metil, fenil e octadecil) e hidrofilicos
(polioxietileno) nacadeiapoliméricaatravés de reacdo com um alqueno
terminal, com auxilio de um catalizador apropriado (reacdo 14).
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Trés exemplos destas fases estacionérias s8o mostrados na Figu-
ra 61, onde o grupo hidrofilico para todas € o polioxietileno e os
grupos hidrofébicos sdo o metil, octil e fenil.
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Figura 6. Representacdo esquematica de trés fases estacionarias obtidas
pela deposicao de um polimero com mistura funcional*®

FASES ESTACIONARIAS MONOLITICAS

Fases estacionarias baseadas em silica monolitica ou monolitos
de polimeros estéo sendo muito estudadas atual mente e sdo de gran-
de interesse em CLAE. As colunas monoliticas diferem dos materi-
ais convencionais de enchimento, sendo que sdo uma Unica estrutura
pOorosa com macroporos e mesoporos em um anico sélido, em com-

Quim. Nova

paracdo com um leito de particulas convencionais. Por apresentarem
uma estrutura com muitos macroporos, estes monolitos permitem
alta permeabilidade da fase mével, podendo serem utilizados com
altas vaz0es de fase movel sem atingir altas pressdes, enquanto nos
MEeSoporos ocorrem as separacies. As colunas obtidas com estas fa-
ses ndo necessitam de filtros nas extremidades, eliminando assm, o
espalhamento da banda proveniente deste acessorio da coluna. A
primeira coluna comercial contendo fase estacionaria monolitica
baseada em silicafoi a Chromolith, da Merck, contendo grupos C-
18 quimicamente ligado nos mesoporos do monolito de silica dentro
da coluna. Estas fases estéo sendo pesquisadas principa mente para
achamada cromatografia répida, mas também apresentam vantagens
para a eletrocromatografia capilar e p-CLAE 1911,

CONCLUSOES

Nestetrabalho foi descrito um grande nimero de fases com as mais
diversas estruturas. Nao existe fase estaciondriaided, todas apresentam
as suas vantagens e desvantagens. De um modo geral, as fases etacio-
nérias quimicamente ligadas do tipo monoméricas produzem colunas
com maior eficiéncia, sendo que sfo monocamadas verdadeiras. As fa-
ses quimicamente ligadas do tipo poliméricas promovem colunas mais
estaveis as condi¢bes variadas de fases méveis e com maiores
seletividades, pois promovem um melhor recobrimento dos suportes.

A fase estacionériaideal é aguelaque une aminimaespessurado
recobrimento com a maxima protecdo superficial do suporte. Asfa-
ses que mais se aproximam deste ideal s80 aguel as obtidas pelo pro-
cesso de entrecruzamento horizontal e pelo método de hidreto inter-
mediério, bem como as produzidas pela adsor¢do/imobilizacgo de
polimeros pré-formados sobre os diferentes 6xidos inorgénicos.

A silicaainda é o 6xido mais utilizado como suporte paraos mais
diversos tipos de recobrimentos. Nos recobrimentos obtidos por liga:
¢80 quimica, isto estarelacionado com amaior estabilidade hidrolitica
das ligages dos tipos =Si-O-Si= ou =S-C com o suporte de silica.
Mas, para o recobrimento com polimeros pré-formados ou preparados
in situ, asilica sd prevalece pela sua grande variedade comercid, pois
a silica metalizada e os demais 6xidos apresentam propriedades fisi-
co-quimicas até mais apropriadas que a silica para este fim.

Avancos futuros de monocamadas sobre Oxidos para utilizaggo
como fase estacion&ria em cromatografia liquida poderéo aparecer
de novas fases que apresentem polimeros pré-formados, imobiliza-
dos na superficie do suporte. Esta previsao € baseada na grande vari-
edade de polimeros disponiveis, que poderdo fornecer fases com
variadas seletividades, diferentes processos de imobilizacdo, estru-
turas quimicas diversas (hidrofébicas, hidrofilicas, carregadas, etc.),
propriedades mecénicas adequadas e outras. As fases monoliticas
também s30 bastante promissoras e podem vir a substituir os rechei-
0s cromatogré&ficos convencionais constituidos de peguenas particu-
las, especialmente paraa CLAE-FR em colunas “microbore” ou ca-
pilar, bem como na eletrocromatografia capilar.
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