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RESUMO

FASES ESTACIONARIAS DE POLI(METIL-3,3,3-TRIFLUORPROPILSILOXANO)
IMOBILIZADAS SOBRE SUPORTES DE SILICA PARA CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA EM FASE REVERSA. PREPARO E CARACTERIZACAO.
Novas fases estaciondrias (FE) fluoradas foram preparadas a partir da imobilizacdo do
poli(metil-3,3,3-trifluorpropilsiloxano) (PMTFS) em particulas de silica Kromasil de 5
um, por tratamento térmico (TT) ou por radiacdo micro-ondas (RM). As condicbes de
imobilizacao otimizadas através do emprego de planejamento de experimentos foram,
200 °C por 12 horas para o TT e 126 °C (760 W) por 50 minutos para a RM. A
caracterizagdo fisico-quimica permitiu concluir que o polimero ficou fisicamente
adsorvido e também quimicamente ligado a superficie do suporte cromatografico, em
ambos os procedimentos de imobilizagao, resultando em porcentagens de carbono de
9 % e 10 % para as FE obtidas por TT e por RM, respectivamente. A caracterizacdo
cromatografica mostrou que as FE desenvolvidas apresentaram eficiéncias > 70.000 N
m™', caracteristicas hidrofébicas, seletividade estérica e metilénica e uma pequena
interacao entre os compostos basicos e os grupos silandis residuais. Esta reducao das
interacoes indesejaveis pode estar associada com a presenca dos atomos de fluor que
promovem diferentes interagdes com os compostos basicos e, dessa forma, reduzem
estes efeitos. As FE fluoradas foram seletivas para a separacdo de isbmeros de

posicao e de farmacos, sendo uma alternativa atrativa as FE tradicionais.
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ABSTRACT

STATIONARY PHASES OF POLY(METHYL-3,3,3-TRIFLUOROPROPYLSILOXANE)
IMMOBILIZED ONTO SILICA SUPPORTS FOR REVERSED-PHASE HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. PREPARATION AND
CHARACTERIZATION. New fluorinated stationary phases (SP) were prepared through
thermal or microwave immobilization of poly(methyl-3,3,3-trifluoropropylsiloxane)
(PMTFS) onto 5 pm Kromasil silica particles. The immobilization conditions were
optimized employing experimental design and resulted in 200 °C for 12 hours for
thermal treatment and 126 °C (760 W) for 50 minutes for microwave irradiation.
Physical-chemical characterization showed that the polymer was both physically
adsorbed and chemically bonded to the chromatographic support, in both immobilization
procedures, resulting in a percent carbon load of 9 % and 10 % for the SP immobilized
by thermal treatment and by microwave irradiation, respectively. Chromatographic
characterization showed that the SP developed presented efficiencies > 70 000 N m™,
hydrophobic characteristics, steric and methylene selectivity and small interactions
between the basic compounds and the residual silanol groups. This reduction of the
undesirable interactions can be associated to the presence of the fluorine atoms that
promote different interactions with the basic compounds and thus reduce these effects.
The fluorinated SP were selective for the separation of positional isomers and
pharmaceuticals and are an attractive alternative to the classical reversed stationary

phases.
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Tese de Doutorado Liane Maldaner

CAPITULO 1

Apresentacgao do Trabalho

A tese de doutorado intitulada “Fases estacionarias de poli(metil-3,3,3-
trifluorpropilsiloxano) imobilizadas sobre suportes de silica para cromatografia liquida
de alta eficiéncia em fase reversa. Preparo e caracterizagdo” sera apresentada no
formato alternativo, conforme Inf.-CPG 01/2008, no qual, trés dos seis capitulos da tese
correspondem a artigos cientificos submetidos ou publicados, oriundos do trabalho
desenvolvido.

Em vista disso, a tese esta estruturada da seguinte forma:

Capitulo 1 — Apresentacao do trabalho, enfatizando o objetivo e a sequéncia logica do
seu desenvolvimento.

Capitulo 2 — Artigo de revisdo intitulado “Fases estacionarias modernas para
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa”, no qual estdo descritos os
desenvolvimentos mais recentes no que diz respeito a fases estacionarias para
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, englobando o tema principal
da tese que é fases estacionarias fluoradas.

Capitulo 3 — Artigo de pesquisa intitulado “A new thermally immobilized fluorinated
stationary phase for RP-HPLC”, no qual estdo apresentados os resultados obtidos no
preparo das fases estacionarias fluoradas imobilizadas por tratamento térmico.

Capitulo 4 — Artigo de pesquisa intitulado “Preparation and characterization of a
microwave-immobilized fluorinated stationary phase for RP-HPLC”, no qual estdo
apresentados os resultados obtidos no preparo das fases estacionarias fluoradas
imobilizadas por radiagdo micro-ondas.

Capitulo 5 — Apresentacdo das consideragdes finais sobre o trabalho desenvolvido,
destacando as principais contribuicdes desta pesquisa e sugestdes para trabalhos
futuros. Também estao apresentados resultados adicionais a respeito da estabilidade
quimica das fases estacionarias fluoradas desenvolvidas sobre suportes de silica e
silica zirconizada.

Capitulo 6 — Concluséo.
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A proposta deste trabalho, que visa o preparo de fases estacionarias (FE)
fluoradas, esta embasada nas pesquisas atuais relacionadas ao desenvolvimento de
novas fases estaciondrias, com énfase em dois quesitos principais que regem as
pesquisas neste campo: a seletividade e a estabilidade. A escolha por estudar e
explorar as FE fluoradas é decorrente das caracteristicas de seletividade diferenciada
proposta para estas FE, com destaque para a separagao de compostos halogenados,
aromaticos e isG6meros de posicdo. A seletividade dessas FE é derivada das
propriedades especificas das liga¢gdes C-F que promovem um aumento no seu carater
dipolar, intensificando, consequentemente, a interacdo com os compostos polares.
Assim, as separagdes nao ocorrem por um mecanismo de interacdo simples de fase
reversa.

O objetivo deste trabalho foi preparar novas FE fluoradas a partir da sorcao de
um polimero fluorado pré-sintetizado, o poli(metil-3,3,3-trifluorpropilsiloxano) - PMTFS,
na superficie e nos poros da silica, seguido de um processo de imobilizagdo
(tratamento térmico ou radiacdo micro-ondas) para promover uma maior interacdo do
polimero com o suporte cromatografico. Estas FE foram caracterizadas por métodos
fisico-quimicos e avaliadas cromatograficamente para explorar as suas caracteristicas
de seletividade, com énfase para compostos basicos e isbmeros de posigcao.

As etapas envolvidas no desenvolvimento do trabalho foram:

1) Preparo das FE: As FE foram preparadas pelo método do recobrimento polimérico, o

qual consiste na sorcao e/ou imobilizacdo de um polimero pré-sintetizado na superficie
e nos poros do suporte cromatografico, e que tem sido empregado ha anos nas
pesquisas envolvendo o preparo de FE desenvolvidas no Laboratério de Pesquisas em
Cromatografia Liquida da Unicamp (LabCrom).

Antes de iniciar o preparo das FE propriamente dito, foi realizado um estudo
preliminar para a escolha da melhor viscosidade do polimero a ser empregada no
preparo das FE. Para isso, foram preparadas FE com PMTFS de trés viscosidades
diferentes, 80 - 100 cSt, 300 - 350 cSt e 1000 cSt. As FE que apresentaram os
resultados mais satisfatérios, com eficiéncias de 66.000 N m™ e fator de assimetria de
0,9 para o pico do naftaleno, foram as preparadas com o polimero de maior
viscosidade que foi selecionado para ser utilizado no preparo das FE.



Tese de Doutorado Liane Maldaner

De forma sucinta, o preparo das FE consistiu da adicao de uma solugcédo 10 %
(m/v) de PMTFS (1000 cSt) em diclorometano a silica Kromasil de 5 um, previamente
ativada em estufa a 140 °C por 12 horas. Esta mistura foi agitada durante 3 horas e,
em seguida foi deixada na capela por 6 dias para a completa evaporagcao do
diclorometano. Apés esse periodo, as FE foram imobilizadas por tratamento térmico
(TT) ou por radiagcdo micro-ondas (RM), sendo que as melhores condicoes de
imobilizacdo, tempo e temperatura, foram determinadas a partir de um planejamento
composto central. Depois de imobilizadas, as FE foram transferidas para tubos de
coluna que foram conectados a uma bomba cromatografica para a extracao do excesso
de polimero. O solvente extrator empregado foi o diclorometano e este foi percolado
através das FE, a uma vazdo de 0,5 mL min™, por um periodo de 4 horas. Para as FE
preparadas por TT, este procedimento foi realizado logo apés a etapa de imobilizacéao e
para as FE preparadas por RM a extracdo foi realizada 6 dias apds a etapa de
imobilizacdo, periodo este definido experimentalmente. Com as FE extraidas foram
preparadas suspensdes em tetraidrofurano (10 % m/v), que ficaram sob agitacdo por
um periodo minimo de 12 horas, antes do procedimento de enchimento. As colunas
cromatograficas foram recheadas com uma bomba Haskel a uma pressao de 38 MPa,
empregando o método da suspensdo a alta pressdo e o metanol como solvente
propulsor. Em seguida, as colunas foram condicionadas e as FE foram analisadas com
uma série de misturas teste. Apds cada estagio de preparo das FE, foram separadas
amostras para a realizacao dos testes fisico-quimicos.
2) Caracterizacéao fisico-quimica das FE: As FE preparadas nas condigbes étimas de

imobilizagao por TT ou por RM foram caracterizadas através de analise elementar, para
a determinagdo da porcentagem de carbono, de espectroscopia de absorcdo no
infravermelho (IV) e de ressonancia magnética nuclear de #Si (RMN #Si), para a
determinacdo da presenca do PMTFS, presenca e quantidade relativa de grupos
silandis residuais e das possiveis interacbes entre o PMTFS e o suporte
cromatografico.

3) Caracterizacdo cromatografica das FE: As FE preparadas nas condigdes 6timas de

imobilizagdo por TT ou por RM foram caracterizadas cromatograficamente a partir das

analises de diferentes misturas teste, a fim de se obterem informacgdes intrinsecas a
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respeito das FE desenvolvidas e avaliar o potencial dessas FE para a separacao de
diferentes compostos. Para isso foram empregadas as misturas teste 1 (uracila,
acetofenona, benzeno, tolueno e naftaleno) e 2 (uracila, fenol, N,N-dimetilanilina,
naftaleno e acenafteno), que sdo comumente utilizadas no LabCrom nos testes prévios
de avaliacdo das FE, quanto a eficiéncia e a simetria de pico; as misturas teste
protocoladas na literatura que fornecem informagdes mais especificas acerca das FE
(mistura teste de Tanaka, de Neue e de Engelhardt e Jungheim, os resultados desta
ultima ndo serédo apresentados) e duas misturas teste especificas para caracterizar as
FE fluoradas, uma mistura composta por farmacos (levofloxacin, bromazepam,
nortriptilina, fluoxetina e diazepam) e uma por isdmeros de posicao (2,3 — difluorfenol,
2,4 — difluorfenol, 2,6 — difluorfenol, 3,4 — difluorfenol e 3,5 — difluorfenaol).

4) Avaliacdo da estabilidade quimica das FE: As FE preparadas nas condigdes étimas

de imobilizacdo por TT ou por RM foram avaliadas quanto a estabilidade quimica a
partir do emprego de condicbes agressivas de andlise que consistiram em: FM:
metanol:0,050 mol L' KyCOz/KHCO3; pH 10,0 (50:50 v/v), vazdo: 1 mL min' e
temperatura de 50 °C. A estabilidade quimica foi expressa em numero de volumes de
coluna (Veor) (Veor = Fvazzo da fase movel) X tu (tempo de retencio da uracita)) COrrespondente a

FM eluida através da coluna cromatografica até a perda de 50 % da eficiéncia inicial.
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CAPITULO 2

Fases Estacionarias Modernas para Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia em Fase Reversa

ABSTRACT

Recent developments involving stationary phases for reversed phase high
performance liquid chromatography are directed to improving their selectivity and
stability. For this, several ways have been employed, such as improvements in
chromatographic supports and novel strategies for the development of new types of
stationary phases. These new stationary phases are called modern stationary phases.

Keywords: stationary phases, reversed phase, high performance liquid
chromatography

1 - INTRODUGCAO

O alto nivel de desenvolvimento e expansdo alcancado pela cromatografia
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 desses produtos e dos disponiveis no mercado ha anos.
Dentro deste contexto, estdo envolvidas as industrias farmacéuticas, alimenticias,
agropecuarias 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 estacionarias (FE). Hoje, a CLAE-FR

pode ser considerada uma técnica de analise (separacao, confirmacao e quantificacao)
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bem difundida e empregada, em consequéncia das colunas cromatograficas 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 suportes cromatograficos resultam nos diferentes tipos de FE. O método mais
comum e também o mais empregado para a obtengdo das FE consiste na introdugéo
de monocamadas organicas através de reagdes com reagentes apropriados, que da
origem as fases estacionarias quimicamente ligadas (FEQL)."* As FEQL podem ser
obtidas por diferentes processos, como, esterificacao, cloragdo seguida por reagcdo com
reagente de Grignard ou com compostos organo-litio e organossilanizacao. Uma forma
alternativa de preparo de FE é o método de recobrimento do suporte com polimeros
organicos, que pode ser realizado de duas maneiras (i) mistura de um polimero pré-
sintetizado de composicao quimica bem definida em solucdo com o suporte e posterior
evaporacao do solvente, e (ii) polimerizacao in situ de uma solugdo de monémeros ou
oligbmeros, iniciada ou propagada na superficie do suporte; geralmente seguida de
uma etapa de imobilizagdo.*° Entretanto, dentre as formas de preparo de FE, as FEQL
obtidas pelo processo de organossilanizacdo apresentam melhor reprodutibilidade e
também melhor estabilidade hidrolitica e, hoje, dominam o preparo das FE comerciais.

Atualmente, a énfase nas pesquisas e nos desenvolvimentos de novas FE para
CLAE-FR esta 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 esta 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 analises rapidas e
em temperaturas mais elevadas.®

Muitas FE novas emergiram a partir das pesquisas direcionadas a producao de
materiais mais estaveis, compreendendo e minimizando as interacdes silanol-analito, e
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abordando a necessidade para separacdes mais seletivas. Estas FE emergentes foram
designadas de fases estacionarias modernas e serdo descritas a seguir.

2 - AVANGCOS NA ESTABILIDADE DAS FASES ESTACIONARIAS MODERNAS

2.1 - NOVOS SUPORTES CROMATOGRAFICOS

Sao muitas as caracteristicas requeridas para que um suporte cromatografico
seja considerado ideal para ser empregado no preparo 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 distribuicdo de
tamanho e alta area superficial; os poros devem ter um didmetro apropriado para o
tamanho do analito e boa conectividade para permitir uma rapida taxa de transferéncia
de massa; deve resistir térmica, mecéanica e quimicamente a degradacéo; possuir uma
superficie que seja tanto energeticamente homogénea quanto quimicamente
modificavel 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 promissor 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 é 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 da ligacao siloxano, ou seja,
ocorre a quebra da ligacdo entre a fase ligada e o suporte cromatografico, resultando
em uma perda continua de fase ligada, com subsequente perda de retencao do analito.
A estabilidade térmica é limitada ao uso de temperaturas elevadas (acima de 60 °C)
associado ao uso de alta porcentagem de solvente aquoso na composicao da FM,
sendo que nestas condicoes a silica comeca a hidrolisar e o tempo de vida da coluna é

reduzido significativamente.
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Dessa forma, estas limitac6es encorajam o desenvolvimento de novos suportes
cromatograficos e modificacbes 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 metalicos e mistos.

2.1.1 - SILICA MODERNA

A silica foi o material empregado nas primeiras separacdes cromatograficas e
evoluiu ao longo dos anos, devido as suas propriedades favoraveis, e hoje, com
caracteristicas muito mais avangadas, continua sendo o material cromatografico mais
apropriado para as separac¢oes cromatograficas.

No inicio da cromatografia liquida pressurizada, por volta dos anos 60,'®"” eram
empregadas particulas de silica porosa de forma irregular e com grande distribuicdo 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 classificacao por
tamanho com o uso de peneiras com abertura regulavel. Essas particulas irregulares
de diametro grande evoluiram para particulas menores, na faixa de tamanho de 30 —
40 um, que ainda hoje sdo empregadas em cromatografia liquida classica (CLC),
depois para particulas na faixa de tamanho de 15 — 20 um e de 10 — 3 um, preparadas
pela precipitacdo da silica gel de uma solucdo de silicato, seguida por secagem,
moagem e separacao de tamanho por decantacéo.

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 cromatografica. Estas particulas, de aproximadamente 40
um, eram compostas de um nucleo sélido de pérola de vidro revestido com uma
camada de 1 um 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 separacbes em fase
normal e em fase reversa (FR), esta ultima, inicialmente com uma camada de liquido

adsorvido e na década de 70 com silanos ligados covalentemente.
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Estas particulas cairam em desuso em CLAE devido ao surgimento das
particulas esféricas porosas de 10 e de 5 um, na década de 70 e 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 obtencédo dessas particulas, diferentes rotas de sintese foram empregadas: (a)
dispersdes da silica coloidal e geleificagcdo num sistema de duas fases, (b) hidrélise e
policondensacdo de polietoxissiloxano (PES) em esferas de silica hidrogel por
agitacdo, em um sistema de duas fases (processo sol-gel), (c) aglutinagcao de solugdes
coloidais de silica na presenca de polimero seguido de calcinagdo das esferas, (d)
secagem por vaporizacdao de suspensdes coloidais de silica e (e) formacao e
crescimento de nano particulas de silica em suspensdes. Nos dias atuais, a obtencéao
de particulas esféricas de silica porosa se da basicamente por variagcbes no processo
sol-gel.

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 patrticulas esféricas e, a partir dai, a evolugdo vem ocorrendo
no sentido de melhorar estas particulas de silica para tornar a CLAE uma técnica de
separacao mais versatil e moderna.

O desenvolvimento de novos suportes cromatograficos de silica e/ou o
aprimoramento desses suportes esta voltado para melhorar a estabilidade quimica e
térmica, diminuir a acidez dos grupos silanois superficiais e tornar os materiais aptos
para a realizagao de analises mais rapidas. Dessa forma, pode-se dividir os suportes
cromatograficos modernos baseados em silica em dois segmentos, 0os 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 analises
mais rapidas, poréem mantendo as mesmas caracteristicas dos anteriores, a silica

superficialmente porosa e a silica monolitica.

2.1.1.1 - SILICA DE ALTA PUREZA

A denominacao silica de alta pureza ou, segundo alguns pesquisadores da area,

silica do tipo B, é empregada para particulas de silica com baixo teor de metais.'®?° A



Tese de Doutorado Liane Maldaner

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 reducao do teor de Al e Fe para quantidades inferiores a 3 ug/g e
do teor de Ti, Zr e Zn para quantidades nao detectaveis caracterizam a silica como
sendo de alta pureza. Os tratamentos usados para eliminar as impurezas metalicas
apos a obtencao das particulas de silica, preparadas pelo processo sol-gel a partir de
tetraetoxissilano (TEOS) previamente destilado, consistem basicamente em processos
de lavagens &acidas e de reidroxilacdo da superficie apdés a desidratacdo a alta
temperatura.'®192!

O grande inconveniente da presenca de tragos metalicos na silica
cromatografica € o aumento da acidez dos grupos silanéis (Si-OH) provocado pela
proximidade de atomos metalicos. Estima-se que a acidez desses grupos aumenta de
tal forma que eles interagem 50 vezes mais fortemente com os compostos em analise
que os grupos silandis “normais” e, dessa forma, podem causar alargamento
substancial da banda cromatografica, principalmente dos compostos basicos, perda de
resolugdo cromatografica e reagdes quimicas indesejaveis.?’ Dessa forma, a silica
cromatografica deve ser de alta pureza para que as separagdes cromatograficas sejam
mais eficientes e seletivas. Baseado neste conceito, as particulas de silica e de silica
hibrida de diferentes tamanhos (5, 3, 2,5 e < 2 um) empregadas como suporte

cromatografico das FE modernas sdo de alta pureza.

2.1.1.2 - SILICA HIiBRIDA

As particulas de silica hibrida sdo um hibrido inorganico/organico.'®?? Estas
particulas contém componentes inorganicos, como a silica, e componentes organicos,
como um organossiloxano, e reunem as vantagens de ambos os elementos.

A sintese das particulas hibridas é realizada por uma reacao de silanizacao, ou
seja, pela mistura de dois mondémeros 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

estrutura e na superficie da silica. Os primeiros processos de sintese de particulas de
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silica hibrida resultaram em particulas de silica com liga¢des silicio-hidrogénio (Si-H)
incorporadas e possuiam propriedades cromatograficas Unicas, principalmente
aumento da estabilidade quimica e reducao das interagdes indesejaveis com 0s grupos
silandis residuais.?? A Microsolv'™ emprega estas particulas de silica hibrida com
ligagcbes silicio-hidrogénio na fabricagdo de suas colunas cromatograficas e as
denomina de TYPE-C silica™ 2324

A tecnologia hibrida desenvolvida pela Waters Corporation consiste no uso de
silanos com ligacdes silicio-metil'®?® (Si-CHs) e, posteriormente com pontes de

etano?®?’

(Si-CH2-CH»-Si), (Figura 1A) envolvendo o mesmo processo de sintese
descrito acima, mais especificamente, a partir da reacdo de tetraetoxissilano e
metiltrietoxissilano, e, tetraetoxissilano e bis(trietoxissililetano), respectivamente. As
particulas de silica hibrida com ligac6es silicio-metil foram desenvolvidas em 1999 e
foram denominadas de particulas de silica hibrida de 12 geracéo, e sdo empregadas
nas colunas comercializadas como XTerra®. Estas particulas possuem maior
resisténcia mecanica, produzem altas eficiéncias, 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 analises rapidas, sendo que as primeiras particulas fabricadas com essa
tecnologia foram de 1,7 um e proprias para serem usadas na cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (CLUE).?® Essas particulas XBridge™ possuem ainda maior estabilidade
mecanica, sao resistentes a uma faixa de pH de 1-12 e fornecem boa simetria de pico e
altas eficiéncias. Além disso, sdo estaveis em temperaturas mais elevadas, de acordo
com o fabricante de até 60 °C, entretanto, ja foram publicados trabalhos reportando que
estas particulas sdo 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™, estdo desenvolvendo particulas de silica
com uma camada de um organossilano enxertada na sua superficie. (Figura 1B). Esse
processo é realizado no estagio final da fabricacao da silica e, dessa forma, a particula

mantém a for¢ca mecénica e a rigidez da silica, promovendo altas eficiéncias, enquanto
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que a camada de silica-organica protege a particula do ataque quimico. Estas
particulas sdo estaveis 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 Selerity Technologies,
Inc.%33* vem desenvolvendo as particulas Blazesg'™ 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.

(A)

12 geracdo
(l)H OH OH OH ICIh CH;
I | | \
Si : Si Si Si
S N
\O/lxo/l\o/ll\o// O/lxo//\o/
0 0 o ™ ey, O 0
| | | / | |
|Sl\ O/
(0] (0] (0] O

22 geragdo
OH OH (g OH CH—CH,
L LN
1 Si 1 1 Si
\O/|\O/I\O// O/l O/[I\O/
CH,_ o)
0 ~CH; (0]
. | J L L
i Si . Si i i
(0] 0 O O
CH,—CH,

Figura 1 — Estruturas das particulas de silica hibrida: (A) silica hibrida tipica, de 1%e 2% geragao
e (B) silica hibrida com uma camada de um organossilano (R) na superficie.
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2.1.1.3 - SILICA SUPERFICIALMENTE POROSA

As particulas superficialmente porosas modernas, denominadas de Fused Core
(particulas de nucleo fundido), vém sendo desenvolvidas baseadas na mesma teoria
das particulas peliculares da década de 60.'°%3 Entretanto, hoje estas particulas sdo
constituidas somente de silica e o processo de fabricacdo consiste basicamente de
duas etapas. Na primeira, é formado o nucleo sélido através da sinterizacdo de uma
particula de silica porosa a alta temperatura e, em seguida, esse nucleo sélido é
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 analises rapidas sem gerar altas pressdes, alta resisténcia mecénica,
capacidade de amostra competitiva com as particulas totalmente porosas e eficiéncias
mais altas quando comparadas com particulas porosas de mesmo tamanho. Sao
geralmente empregadas para a separagao de macromoléculas como os peptideos e as

proteinas.’

Camada porosa

Nucleosélido

Figura 2 — Representagéo esquematica e micrografia de uma particula de silica
superficialmente porosa. Adaptada da referéncia 37.
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Estas particulas vém sendo desenvolvidas pela (i) Agilent Technologies,

denominadas de Poroshell, %%

com tamanho de 2,7 um, sendo o nucleo sélido de
1,7 um e a camada porosa de 0,5 um, e com tamanho de 5 um, sendo o nucleo sélido
de 4,5 pym e a camada porosa de 0,25 um; (ii) Advanced Materials Technology,

denominadas de Halo™,*%4% com tamanho de 2,7 pm, similares as Poroshell; (iii)

Supelco, sendo denominadas de Ascentis™ Express,**!

com tamanho de 2,7 um,
similares as Poroshell e Halo™ e pela (iv) Phenomenex, denominadas de Kinetex™
Core-Shell,*” com tamanhos de 2,6 pm, sendo o ntcleo sélido de 1,9 um e a camada
porosa de 0,35 um e de 1,7 um, sendo o nucleo sélido de 1,25 um e a camada porosa

de 0,23 pm.

2.1.1.4 - SILICA MONOLITICA

A silica monolitica é um leito continuo de silica porosa, '

no formato de um
bastao ou haste, que contém uma distribuicdo de tamanho de poro bimodal, composta
por macro (2 um) e mesoporos (13 nm) (Figura 3). As FE monoliticas sdo constituidas
de silica monolitica funcionalizada e descritas como um meio continuo de separagéo,
comumente em formato cilindrico, 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 cromatografico, resultando em separacoes rapidas e sem perda de eficiéncia,
devido a rapida taxa de transferéncia de massa, entretanto, esta alta permeabilidade
reduz a capacidade de aceitacdo de amostra pela coluna. A eficiéncia das colunas
monoliticas & comparavel as colunas recheadas com particulas porosas de tamanho de
3.5 um‘15,18,42-44

O preparo da silica monolitica é realizado pelo processo sol-gel.>*?4* As etapas
comumente envolvidas neste processo sdo o preparo de uma solugéo coloidal inicial, a
transferéncia dessa solugcdo para um molde de policarbonato onde ocorrera a
geleificacao, o envelhecimento e a secagem do monolito. Ap6s a secagem, é realizado
o revestimento do monolito pela transferéncia do mesmo para um tubo de PEEK
(poli(éter-éter-cetona)), que se ajusta ao didmetro do bastdo obtido. A funcionalizacao

do monolito pode ser realizada “on column” ou antes do revestimento.
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As colunas de silica monolitica disponiveis no mercado sdo a Chromolith®
fabricada pela Merck® e a Onyx™ fabricada pela Phenomenex,*® porém com
tecnologia licenciada pela Merck. Em ambas as marcas, encontram-se colunas
funcionalizadas com C8 e C18, com diferentes especificacbes de tamanho, inclusive
com dimensbes adequadas para serem empregadas em cromatografia liquida

acoplada & espectrometria de massas (CL-EM).354%46

macroporo

microporo

Figura 3 — Corte transversal do bastéao ou haste de silica monolitica e sua ampliagéo.

2.1.2 - OXIDOS METALICOS

O uso de 6xidos metalicos, como os o0xidos de alumina, titania e zirconia e mais
recentemente os 6xidos de cério e torio, como suportes cromatograficos, deve-se a
duas caracteristicas principais, a estabilidade quimica e a excelente estabilidade
térmica desses materiais.® %34’ Além disso, os éxidos metalicos comportam-se como
trocadores ibnicos anféteros, catibnicos ou anidnicos, dependendo do pH da FM. Outra
diferenca, a qual tem um grande impacto no uso das FE baseadas em o&xidos
metalicos, é a existéncia de sitios acidos de Lewis na superficie dos 6xidos, que sao
responsaveis pela habilidade de troca i6nica dessas FE.***° Devido a combinagéo do
mecanismo de retencdo em fase reversa e troca idnica, as FE baseadas em oOxidos

metalicos, quase sempre, apresentam retencao de modo misto, e consequentemente,
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seletividade variada. As variaces na seletividade vao depender das caracteristicas do
analito, do pH da FM, do tipo de tampao, da forca i6nica e da quantidade de solvente
organico presente na FM.

A alumina foi o primeiro Oxido metdlico empregado como suporte
cromatografico, primeiramente em separacdes em FN e posteriormente 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 retencdo da alumina serem muito parecidas com as da silica, e por
apresentar desempenho cromatogréafico inferior, estes materiais nao evoluiram
muito.*¢>°
A zircbnia é o 6xido metalico 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 é a ZirChrom®-PBD (zirconia recoberta com
polibutadieno) da ZirChrom?®.*7:49:53

A titdnia tende a ter propriedades e mecanismos de retencdo similares a
zircbnia. Entretanto, existem poucas informacgdes a respeito da titdnia e das vantagens
como suporte cromatografico, e, até o momento, poucas aplicacées envolvendo FE
baseadas em titania tém sido publicadas.*® A ZirChrom® comercializa uma coluna de
titAnia recoberta com polietileno (TiO»2-PE), denominada de Sachtopore®—RP, que pode
ser empregada como alternativa a ZirChrom®-PBD.

Entretanto, a dificuldade de obtencao das particulas dos 6xidos metalicos com
as propriedades requeridas para um suporte cromatografico, e também a dificuldade de
modificagdo quimica ou a organofuncionalizagdo da sua superficie, devido a caréncia
de grupos livres aptos a interagiram para formar ligacoes, levou ao desenvolvimento

paralelo de éxidos mistos.®'°

2.1.3 - OXIDOS MISTOS
Os oOxidos mistos sdo suportes cromatograficos obtidos pela mistura de silica e
de 6xido metalico, e, desta forma, combinam as propriedades da silica, como a area

superficial alta, a boa estrutura de poros e a variedade de distribuicdo de tamanhos,
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com as propriedades dos 6xidos metalicos, 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 sao reportados diversos estudos nos quais
foram desenvolvidas FE baseadas em 6&xidos mistos, que apresentam maior
estabilidade quimica e térmica, podendo-se destacar as pesquisas realizadas no
LabCrom (Laboratorio de Pesquisas em Cromatografia Liquida do Instituto de Quimica
da Unicamp), onde vém sendo desenvolvidas FE baseadas em 6xidos mistos de silica
e zircdnia e silica e titania recobertas por diferentes polimeros organicos, como o PBD,
poli(metiltetradecilsiloxano) (PMTDS) e poli(metiloctilsiloxano) (PMOS) e também
organofuncionalizadas com C18 e C18 uréia. A descricao detalhada desses materiais

l.5,54 /.56

pode ser encontrada nas revisdes publicadas por Faria et a e Silva et a

| 57,58

€ Nnos

trabalhos publicados por Collins et al.* e Silva et a

2.2 - 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 tém sido
empregadas no preparo das FE modernas, com destaque para as reacdes de
capeamento, as fases estacionarias estericamente protegidas e as fases estacionarias
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), ap6s a qual se tem um aumento do recobrimento
do suporte cromatografico e uma reducdo do nimero de silandis residuais.’*®' Esta
reacdo € realizada em uma etapa subsequente ao processo de preparo da FE. A
melhora na seletividade ocorre devido a reducdo da interacdo 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
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“complemento” para o desempenho cromatografico dessas FE e, também, porque o
emprego dessas reac¢oes independe do suporte cromatografico e do tipo da fase ligada.

O artificio envolvido nas FE estericamente protegidas®®%%

€ 0 emprego de
organossilanos que possuem grupos volumosos, como o isopropil ou o isobutil, ligados
ao atomo de silicio no inicio da cadeia de substituicdo. Estes grupos volumosos
proximos a superficie da silica fornecem uma maior protecdo a ligacao siloxano,
evitando a quebra entre a fase ligada e suporte cromatografico quando sao
empregadas FM com pH menores que 2. As FE estericamente protegidas disponiveis
comercialmente sao produzidas pela Agilent Tecnologies, denominadas de Zorbax
StableBond®.®*

As FE bidentadas®%?®° sdo preparadas a partir de silanos bidentados formados
por dois atomos 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 silandis € reduzido. Estas FE também séao

comercializadas pela Agilent Tecnologies, com o0 nome de Zorbax Extend-C18°.%

3 - AVANCOS NA SELETIVIDADE DAS FASES ESTACIONARIAS MODERNAS

Na area de separacdes, a seletividade € o requisito de maior relevancia no
processo cromatografico.®” Mais especificamente, nas separagées por CLAE, a
seletividade ¢é influenciada por quatro variaveis: (i) a fase estacionaria, (i) a
composicao da fase mével, (iii) as condigdes fisicas (temperatura e presséo) e (iv) a
natureza dos compostos a serem analisados.

No caso da FE, que é a variavel proeminente, a seletividade é influenciada por
varios fatores, podendo serem destacados: as caracteristicas da fase ligada, a
presenca de grupos silandis residuais e a realizacdo do capeamento. A forma e a
distribuicdo das particulas do suporte cromatografico, as dimensdes da coluna e o
processo de enchimento também exercem influéncia na seletividade.®®

Conforme mencionado, a seletividade da FE é dependente de um conjunto de
fatores, entretanto, o principal motivador no desenvolvimento de FE com diferentes

seletividades esta relacionado com a dificuldade encontrada nas separacbes de
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compostos polares, que englobam a maioria dos compostos basicos, por CLAE-FR,
empregando FE puramente alifaticas.®®”' Esta dificuldade é decorrente de dois fatores
principais: (i) estes compostos sao retidos insuficientemente na FE (que possui
caracteristicas hidrofébicas), (ii) estes compostos interagem fortemente com os grupos
silanois residuais da FE (que possuem caracteristicas acidas), resultando em picos
cromatograficos com cauda acentuada, podendo até ficarem retidos de forma
irreversivel. A retencao dos compostos polares pode ser aumentada com o uso de FM
com altas quantidades de agua, porém, o uso de FM com porcentagens de agua acima
de 95 % leva a faléncia da coluna cromatogréfica, além de ser incompativel com a
deteccao por EM. A principal estratégia para diminuir as interagdes entre os compostos
basicos e 0s grupos silandis residuais € o uso de tampdes inorganicos em condicoes
alcalinas ou acidas. No entanto, conforme ja discutido anteriormente, a estabilidade das
FE baseadas em silica é limitada a uma faixa estreita de pH (2 a 8) e, além disso, o0 uso
de tampdes inorganicos implica numa série de cuidados tanto com o sistema quanto
com as colunas cromatograficas, uma vez que a precipitacdo desses sais diminui
significativamente o tempo de vida de ambos. O uso de sais inorgéanicos € incompativel
também com os detectores por EM.

Em vista disso, sdo buscadas alternativas a estas limitagées, com o propésito de
desenvolver FE que possuam as caracteristicas necessarias para que as separagdes
de compostos de diferentes naturezas sejam possiveis. Dentre estas, pode-se destacar

as FE com grupo polar embutido, fenil, fluoradas, de modo misto e HILIC.

3.1 - FASES ESTACIONARIAS COM GRUPO POLAR EMBUTIDO

As FE denominadas de FE com grupo polar embutido (GPE) possuem um grupo
polar inserido na cadeia alquila, geralmente ap6s o terceiro grupo metileno ligado ao
atomo de silicio do organossilano. Na Figura 4A estd exemplificada a estrutura de uma
FE com GPE. Comumente os grupos polares empregados nestas FE incluem grupos
capazes de estabelecer ligacdo de hidrogénio, como os grupos carbamato, amida,
amina, uréia e éter, deixando estas FE com um carater mais “basico”.>%%7273
O primeiro trabalho que reporta o preparo de uma FE com um grupo amida

I.74

embutido foi publicado por Nomura et al.”* em 1987. Logo depois, Ascah e Feibush™
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também desenvolveram uma FE com um grupo amida embutido, que foi a primeira FE
com GPE comercializada, com o nome de Supelcosil ABZ (Supelco). Hoje estes tipos
de FE sdo comercializadas por praticamente todos os fabricantes de colunas e, devido
as diferencas na seletividade, resultante da presenca dos grupos polares, tém sido
consideradas complementares as FE classicas (C8 e C18) que sdao as FE mais
difundidas e empregadas nas separagoes rotineiras por CLAE-FR.

(A (B)
~ Nare NN . O
POV A VANPAN
/\OHAGPE oH @
GPE/\/\/\/\ @

(C) CF; (D)
o oH GTI
CFa GTI
OH
OH
GTI
(E)
GP /\/\ GP
OH
4 GP /\/\GP
o N Ngp

Figura 4 — Exemplos de estruturas de algumas FE (A) com grupo polar embutido (GPE), (B)
fenil, (C) fluorada, (D) de modo misto, com grupo trocador iénico (GTI) e (E) HILIC com grupo
polar (GP).

As principais caracteristicas apresentadas pelas FE com GPE sé&o: (i) mantém o
carater de FR;®"’ (ii) fornecem uma seletividade diferenciada quando comparada com

a FE alquila,”®"®"®

pois os analitos polares e basicos ficam menos retidos nas FE com
GPE, uma vez ocorre uma blindagem dos grupos silandis residuais, pelo grupo polar,
enquanto que os analitos passiveis de estabelecer ligacdo de hidrogénio, como os

fendis, as sulfonamidas, os acidos carboxilicos néo ionizados entre outros, ficam mais
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retidos, devido as interagdes por ligacdes de hidrogénio entre estes compostos e o
grupo polar presente na FE; (iii) sdo compativeis com o uso de FM com altas

porcentagens de solvente aquoso? 376777981

podendo serem usadas até mesmo com
100 % de agua sem ocorrer o colapso da FE, ou seja, a perda da sustentacdo das
cadeias da fase ligada. O fendmeno do colapso da FE & muito comum nas FE classicas
se nao for usado pelo menos de 5 a 10 % de solvente organico na composicao da FM,
porque pode ocorrer a expulsdo da FM dos poros, resultando em perda de retencéo.
Entretanto, nas FE com GPE isso n&o ocorre devido a maior solvatagcao da superficie
da FE proveniente das interagdes, por ligagcdes de hidrogénio, entre os grupos polares
e as moléculas de agua. Esta caracteristica é especialmente 0til para a retencéo de
compostos polares e promove uma melhora no desempenho cromatografico (retencao
reprodutivel e estavel) e um rapido re-equilibrio da FE apds a eluigéo por gradiente; (iv)

73,76,77,79-81

a atividade silanofilica € suprimida e, dessa forma, os compostos basicos séo

eluidos em picos simétricos, particularmente em valores intermediarios de pH. Tem

sido proposto quatro mecanismos diferentes®’”%

para explicar esta menor interagdo
entre os compostos basicos e os grupos silandis residuais: (a) interacao, por ligacoes
de hidrogénio, entre os grupos polares embutidos e os grupos silanois, bloqueando o
acesso dos analitos de interesse aos grupos silandis residuais; (b) interagdo, por
ligacdes de hidrogénio, entre o grupo polar embutido e as moléculas de agua, criando
uma camada de agua firmemente ligada ao redor do grupo polar embutido,
enfraguecendo as interagdes entre o analito e os grupos silandis residuais; (c)
interacao preferencial do analito com os grupos polares embutidos ao invés da
interacdo com os silandis residuais e (d) interagéo, por ligagées de hidrogénio, entre os
grupos polares de cadeias adjacentes, blindando o acesso aos grupos silandis.

Em vista destas caracteristicas, as FE com GPE podem ser consideradas uma
alternativa as FE classicas, especialmente para a separacdo de compostos polares e

basicos.

3.2 - 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
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de modificagdes na sua estrutura.?%® Estas modificagdes incluem: (i) o espaco entre o
atomo de silicio e o anel aroméatico pode variar de 0 a 6 grupos metilénicos; (ii) a FE
pode possuir um ou dois anéis aromaticos e (iii) a FE pode conter um heteroatomo no
espaco entre o suporte cromatografico e o anel aromatico. Na Figura 4B esta
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 difenildiclorossilano e hoje, encontram-se
disponiveis uma série de FE fenil com caracteristicas diferenciadas, como etil, propil ou
hexil-fenil, fldor-fenil e bifenil, dentre outras.®>%

O aumento da popularidade das FE fenil reside em seu potencial de seletividade
cromatografica ortogonal quando comparada com as FE alquila tradicionais, atribuido a
sua capacidade de formar ligacdes n-r com os compostos aromaticos.®%®

A interacao n-n € um tipo de interacao elétron doador — aceptor, proveniente de
sistemas com elétrons =, quer através de interacdes intermoleculares ou
intramoleculares.®*®” No caso das separagdes cromatograficas, estas interagdes
podem acontecer entre os elétrons n da FE, que é a fonte doadora de elétrons, e os
elétrons © dos compostos em andlise, que sao os receptores dos elétrons. Isto torna
essas FE muito seletivas para a separacdo de compostos aromaticos, com destaque
para os compostos aromaticos polinucleares e nitroaromaticos. 6%

Uma observagdo interessante a respeito dessas FE refere-se a influéncia
exercida pelo modificador organico da FM na seletividade de separacdo.”?®8” A
retencdo dos compostos aromaticos varia conforme o solvente organico empregado na
FM: tetraidrofurano < acetonitrila < metanol. A menor seletividade apresentada pela
acetonitrila, quando comparada com o metanol, é devido a presenca de elétrons =n
provenientes da ligagao tripla, C=N e, desta forma, pode formar complexos elétron
doador — aceptor com a FE ou com os compostos em analise, dependendo de qual é a
contra-parte mais deficiente em elétrons, suprimindo as interagdes entre os compostos

em andlise e a FE.
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3.3 - FASES ESTACIONARIAS FLUORADAS

As FE fluoradas, assim denominadas por possuirem atomos de fluor ligados a
cadeia alquila ou aos grupos fenil, sdo mais uma alternativa as FE tradicionais C8 e
C18, por apresentarem uma seletividade unica proveniente das propriedades
especificas das ligacoes C-F que promovem um aumento no carater dipolar da FE, o
que intensifica a interagdo com compostos polares, e, dessa forma, as separacdes nao
ocorrem por um mecanismo de interacdo simples de FR.%9% Na Figura 4C esta
exemplificada a estrutura de uma FE fluorada.

O primeiro trabalho sobre FE fluoradas a base de silica para 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 separacdo de compostos fluorados e nao-fluorados. O resultado deste estudo
mostrou que a FE fluorada apresentou maior interacdo com os compostos fluorados
que as FE néo fluoradas. Estes resultados despertaram o interesse em investigar estas

94-100

FE e uma série de estudos esta sendo realizada em vista da especificidade destas

FE, principalmente comparando as FE fluoradas com as FE néo fluoradas.

As principais caracteristicas apresentadas pelas FE fluoradas®%

quando
comparadas com as FE C8 e C18 sao: (i) a maioria dos hidrocarbonetos apresenta
menor retencao; (i) muitos compostos fluorados apresentam igual ou maior retencao;
(iii) ésteres e cetonas sao mais retidos; (iv) misturas contendo compostos fluorados e
nao fluorados sdao melhores separadas; (v) altas quantidades de solvente orgéanico
podem aumentar a retencdo de muitos compostos, incluindo as bases organicas, sendo
esta composicdo de FM muito util para andlises por CL-EM, na qual o aumento da
quantidade de solvente organico aumenta a detectabilidade.

Os mecanismos que regem as separacdes nas FE fluoradas ainda ndo 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 retencdo de compostos aromaticos em FE
fluoradas e verificaram que (a) em altas concentracées de metanol na composicao da
FM ocorre a inversdo da ordem de eluicdo do antraceno e do benzeno; (b) existem

interagbes moleculares exclusivas entre as moléculas aromaticas e a FE fluorada, que
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sdo mais fortes para a retencdo de compostos planares e rigidos que para compostos
nao planares e aumentam conforme aumenta o nimero de anéis aromaticos e (c) a
menor retencdo dos compostos aromaticos nas FE fluoradas, quando comparadas com
as FE alquila, é devido a menor energia necessaria para a formacao da ligacao entre o
composto aromatico e a FE fluorada. E sugerido nesse estudo que a ligagdo entre os
compostos aromaticos e a FE fluorada se da por interacdes eletrostaticas entre os
elétrons n dos anéis aromaticos e um dos pares de elétrons disponiveis no atomo de
fldor, que aumentam conforme aumenta o niumero de elétrons © 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 refragdo (IR) comparados com os ligantes alquila. Menor polarizabilidade
significa interacoes via forcas dispersivas reduzidas, com consequéncias para a
retencdo que pode ser interpretada qualitativamente em termos dos parametros do
modelo de solubilidade, ou seja, compostos e FE com IR similares exibem interacdo e
retencdo preferencial. Os IR aumentam nesta ordem: compostos fluorados <
compostos alifaticos < compostos aromaticos < compostos poliaromaticos, sugerindo
que a retencéo relativa destes compostos nas FE alquila (mais altos IR) versus as FE
fluoradas (mais baixos IR) tendem a aumentar na mesma ordem.

Bell e Daniel Jones® sugerem que as FE fluoradas apresentam o mecanismo de
retencdo U-Shape, ou seja, apresentam mecanismo de retengédo de fase reversa e de
fase normal para compostos polares, dependendo da quantidade de modificador
organico na composicdo da FM. A medida que se aumenta a quantidade de solvente
organico na composicdo da FM, ocorre uma diminuigdo da retengdo dos compostos
polares (FR) e, ap6s certo ponto, ocorre 0 aumento da retencao dos compostos polares
(FN). Uma possivel explicagdo para o mecanismo de U-Shape nas FE fluoradas € que
em altas quantidades de solvente organico, a FE esta solvatada e um nimero maior de
silanois residuais estdo acessiveis para interagirem por mecanismos de 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 interagbes eletrostaticas entre os
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compostos e os grupos silandis ionizados e interagées hidrofébicas com as cadeias
alquila da FE ou polares com os atomos de fluor, que resultam nessa maior retencéo.
Cabe ressaltar ainda, que alguns estudos apontaram as FE fluoradas como
sendo muito Uteis para a separacdo de compostos isoméricos.?” 1%
Em vista de todos estes estudos, pode-se verificar que as FE fluoradas
apresentam interagdes 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.®*

3.4 - FASES ESTACIONARIAS DE MODO MISTO

As FE denominadas de modo misto possuem grupos trocadores ibnicos
inseridos nas cadeias alquila e, desta forma, combinam os principios de separacao
ortogonal de fase reversa e de troca ibnica, oferecendo um potencial de otimizacao de
separacao de misturas complexas (por exemplo, formadas por compostos organicos
altamente polares, ionizaveis ou ibnicos e compostos hidrofébicos) muito maior que as
FE reversas classicas.®'%""% Os grupos trocadores idnicos podem ser grupos
catibnicos ou aniénicos. De uma forma geral, os compostos neutros interagem com a
FE de modo misto por mecanismo de FR, enquanto que os compostos bésicos
interagem por mecanismo de troca iGnica, de exclusao iénica ou de interagao hidrofilica
nas FE com grupos trocadores catidnicos, aniénicos ou hidrofilicos, respectivamente.
Similarmente, os compostos acidos podem interagir por interagdes de troca ibnica ou
exclusdo ibnica nas FE com grupos trocadores anibnicos ou catibnicos,

respectivamente, além das interagbes hidrofdbicas. %"

Na Figura 4D esta
exemplificada a estrutura de uma FE de modo misto.

O grande diferencial dessas FE de modo misto é que a seletividade ou a forca
das interagbes entre os compostos e os sitios trocadores idnicos pode ser ajustada
pela ativacao ou desativacao destes grupos, através da variacao de alguns parametros,
como: a natureza e a quantidade do modificador organico na FM, o tipo e a
concentracdo do tampdo, adicdo de aditivos na FM e variacbes no pH e na

temperatura 101,104,105,107
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Apesar dos sorventes de extracdo 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 publicada no inicio dos anos
60,'% somente recentemente 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 estacionarias 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 sao: (i)
capacidade superior para separar compostos ibnicos; (ii) controle total da seletividade;
(iii) multiplos modos de separacgao, incluindo fase reversa, fase normal e troca idnica; e
(iv) uma extensa gama de aplicagcdoes que inclui a separagdo de aminoacidos, acidos
nucléicos, peptideos, proteinas e também a separacdo de compostos farmacéuticos.
Estas FE vém sendo também usadas com sucesso como a segunda coluna em
cromatografia liquida bidimensional. 93105106111

Cabe ressaltar que existe uma controvérsia entre os fabricantes referente a
denominacgédo das FE de modo misto e das HILIC, que serdo apresentadas a seguir,
uma vez que ambas podem ser empregadas no modo de separagado HILIC. Entretanto,
a diferenca basica entre elas reside no fato que as FE de modo misto sdo empregadas
principalmente para a separacao de compostos ionizaveis, enquanto que as FE HILIC

sao aplicadas na analise de compostos moleculares.

3.5 - FASES ESTACIONARIAS HILIC

As FE denominadas de HILIC sdo empregadas em cromatografia de interagao
hidrofilica (HILIC, do inglés hydrophilic interaction chromatography). A cromatografia de
interacao hidrofilica € uma modalidade de separacado na qual é empregada uma FE
polar e uma FM menos polar.''?""® Entretanto, ao contrario da cromatografia liquida em
fase normal, a FM em HILIC é composta por uma mistura contendo uma porcentagem
alta de solvente orgéanico (geralmente acetonitrila, podendo também ser usado metanol
ou acetona) e uma porcentagem relativamente pequena de agua, uma vez que neste

caso, a agua é o solvente mais forte. O fato da HILIC ser uma variacdo da
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cromatografia 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”.'>'"°

O principal mecanismo de interacdo que rege as separacdées em HILIC é o de
particdo.'''"> A alta polaridade da FE associada ao uso de uma FM contendo agua
leva a formagdo de uma camada de agua que fica imobilizada na superficie da FE, e,
por causa disso, o composto em analise estabelece um equilibrio com esta camada de

agua e a FM que possui carater mais hidrofobico (Figura 5).
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Figura 5 — Mecanismo de particao em HILIC.

Desta forma, as FE HILIC possuem necessariamente caracteristicas polares,
podendo ser constituidas de silica ou outros suportes cromatograficos modificados ou
nao."'?"* No caso dos suportes modificados, os principais grupos que sao ligados as
cadeias alquila sdo: amino, amida, diol, ciano, sulfobetaina e ciclodextrina. Na Figura
4E esta exemplificada a estrutura de uma FE HILIC.

Embora esta modalidade de separacao tenha sido usada pela primeira vez em
1975, por Linden e Lawhead''® na separacdo de carboidratos, empregando uma FE
baseada em silica com grupos amino e uma FM composta de uma mistura de
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acetonitrila e agua, foi somente em 1990 que esta modalidade de separacéo recebeu a
denominagéo de HILIC, proposta por Alpert.'"” Segundo Alpert, o termo HILIC deve ser
empregado se (i) o solvente de eluicao forte for a agua e (ii) o mecanismo de retengao
for a particio. Somente recentemente, a HILIC vem ganhando aceitagdo e sendo
empregada para a separacao de compostos polares em diferentes areas de aplicagao,
como a quimica farmacéutica, agricola, alimenticia, medicinal, prote6mica e
metabolémica.'# 114118

Essa grande ascensdo da HILIC nos ultimos anos para analise de compostos
polares se deve as vantagens que esta modalidade de separacdo apresenta em
relagdo a cromatografia liquida em FN e FR e também ao desenvolvimento de um
grande numero de FE HILIC, que vém sendo comercializadas por praticamente todos
os fabricantes de colunas cromatogréficas.''?'13119120 Em relacdo as separagdes em
FN, as principais vantagens apresentadas sdo: (i) melhor solubilidade dos compostos
polares, que usualmente possuem baixa solubilidade nos solventes apolares
empregados em FN e (ii) possibilidade de ser empregada em andlises com deteccao
por EM, uma vez que a ionizagdo de uma FM orgénica e apolar ndo é facilmente
alcancada. Em relacéo as separacgdes em FR, pode-se citar: (i) a ordem de eluicdo dos
compostos em HILIC é mais ou menos oposta a ordem de eluicdo em FR, o que indica
que a HILIC retém melhor os compostos que sao problematicos de se analisar em FR;
(i) alta detectabilidade nas analises com detec¢ao por EM devido a alta porcentagem
de solvente organico polar empregada nas FM para HILIC e (iii) separagcdes mais
rapidas devido a menor viscosidade da FM.

4 - CONCLUSOES E TENDENCIAS FUTURAS

As FE modernas sdo o resultado de anos de pesquisa em busca de FE que
permitam a separagéo de misturas complexas com seletividade, eficiéncia, resolugéo e
rapidez. Para isso, foram necessarios 0s desenvolvimentos de novos suportes
cromatograficos e/ou o melhoramento dos ja existentes, de novas estratégias no

preparo de FE e também a criacdo de FE com diferentes funcionalidades.
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Conforme a revisao apresentada, que traz os desenvolvimentos mais recentes a
respeito de FE para CLAE-FR, pode-se concluir que muitos avancos ja foram
alcancados e que a disponibilidade dessas novas FE, que possuem caracteristicas de
seletividade e estabilidade superiores as FE existentes até entdo, vem permitindo a
expansao do uso da CLAE-FR, bem como facilitando a separacdo de compostos
dificeis de serem analisados, como os compostos basicos. A tendéncia é que esta

expansao aumente conforme o emprego dessas FE se torne usual.
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CAPIiTULO 3

A New Thermally Immobilized Fluorinated Stationary Phase for RP-HPLC

ABSTRACT

A new fluorinated stationary phase was prepared through thermal immobilization
of poly(methyl-3,3,3-trifluoropropylsiloxane) onto 5 um Kromasil silica particles. The
best conditions of immobilization time and temperature were determined through a
central composite design and response surface methodologies. Physical-chemical
characterization using solid-state ?*Si NMR measurements, infrared spectroscopy and
elemental analysis showed that the immobilization process was effective to promote a
coating of the support that corresponds to a monolayer of polymer. The stationary
phase presents selectivity for positional isomers and good peak shape for basic
compounds.

Keywords: experimental design, poly(methyl-3,3,3-trifluoropropylsiloxane), RP-HPLC,
stationary phases, thermal immobilization

1 - INTRODUCTION

The continuous development of new types of stationary phases (SP) for reversed
phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) is a consequence of the
wide use of this technique for the analyses of foods, pharmaceuticals, environmental
pollutants and biological samples. These developments are focused principally on the
novel selectivies of stationary phases that is required for the separation of complex
mixtures, and on improving the peak shapes of basic compounds. This still remains a
challenge in developing SP for HPLC [1-3].

Many SP, modified with different groups or different alkyl chain lengths, have
been developed to improve chromatographic selectivity [4-8]. Recently, fluorinated
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stationary phases have been explored due to their promising characteristics for the
separation of halogenated and aromatic compounds as well as positional isomers. This
selectivity is derived from specific properties of C-F bonds that promote increases in the
dipole character of the SP, and increased interactions with polar compounds. Thus, the
separation mechanism is somewhat different from that which operates for the more
commonly used C18 columns [9-15].

The preparation of more selective SP can easily be made by sorption and
subsequent immobilization of liquid polymers onto an appropriate chromatographic
support. These SP present higher coverage of the active sites of the support and the
selectivity depends fundamentally on the functional groups present in the immobilized
polymer. Due the availability of a wide range of polymers with different functionalities
the preparation of coated SP with new selectivities depends principally on the choice of
a suitable polymer for the specific separation [16]. In recent years, several SP were
prepared based on pure and metalized silicas, with polymers immobilized by thermal
treatment, gamma radiation and microwave irradiation. The polymers include
poly(methyloctylsiloxane) (PMOS) [17-23], poly(methyoctadecylsiloxane) (PMODS) [24],
polybutadiene (PBD) [25-28] and poly(methyltetradecylsiloxane) PMTDS [29-33].

In the present work a new fluorinated stationary phase, based on poly(methyl-
3,3,3-trifluoropropylsiloxane) (PMTFS), was prepared by thermal immobilization of this
polymer onto silica, optimized using a central composite design and response surface
methodology. The optimized SP was characterized by physical-chemical tests and
chromatographic evaluation using several test mixtures and applied for the separation
of polyfluorinated aromatic compounds.

2 - EXPERIMENTAL

2.1 - MATERIALS

Kromasil silica from Akzo Nobel (Bohus, Sweden), with a mean particle size of 5
um, mean pore diameter of 11.1 nm and a specific surface area of 308 m?%g was used
as support for preparation of the stationary phase. The poly(methyl-3,3,3-
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trifluoropropylsiloxane) (PMTFS) polymer, average molar mass (M) 4600, was obtained
from Gelest (Morrisville, PA, USA).

Milli-Q water (Millipore, Bedford, MA, USA) and HPLC-grade methanol and
acetonitrile (Tedia, Rio de Janeiro, Brazil) were used to prepare the mobile phases and
were filtered using 0.45 pm Nylon membrane filters from Millipore. HPLC-grade
dichloromethane and tetrahydrofuran, obtained from Tedia, were used after filtration
with 0.45 pm PVDF (polyvinylidene fluoride) membrane filters from Millipore. The
buffered mobile phases were prepared with potassium salts, KHoPO4 and KoHPOy,
purchased from Synth (Diadema, SP, Brazil). The compounds used for the

chromatographic tests were analytical reagent grade and were not further purified.

2.2 - PREPARATION OF PMTFS COATED SILICA

The SP was prepared with a 53 % loading of PMTFS (1.13 gpmtrs/gsi)- To load
the PMTFS into the silica pore system, a 10 % (w/v) solution of PMTFS in
dichloromethane was added to the appropriate quantity of Kromasil silica, previously
dried at 140 °C for 12 hours. This mixture was slowly stirred at room temperature for 3
hours, and then placed in a fume hood for evaporation of the dichloromethane at room
temperature (6 days).

2.3 - OPTIMIZATION OF THERMAL IMMOBILIZATION

Portions (~3 g) of the stationary phase obtained after the evaporation of solvent
were placed in stainless steel tubes (150 mm x 10 mm i.d.) fitted with frits and
connectors and then submitted to different conditions of thermal treatment in a model
EDG 10P FT-20 tubular oven under a nitrogen atmosphere.

The optimal time and temperature for immobilization of PMTFS onto the silica
were determined by a central composite design with response surface methodology.
The central composite design with two factors evaluated the efficiency and asymmetry
factor of the naphthalene peak. The different conditions of time and temperature
evaluated in this study are shown in Table 1.
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2.4 - SOLVENT EXTRACTION OF EXCESS POLYMER

After each thermal immobilization, the stainless steel tube containing the
stationary phase was connected to a Waters 510 pump (Milford, MA, USA) for
extraction of non-immobilized PMTFS by passing dichloromethane at 0.5 mL/min for 4
hours. After extraction, the stationary phase contained in the tube was removed and
dried with nitrogen.

2.5 - COLUMN PACKING

Columns (60 mm x 3.1 mm i.d.) were made from type 316 stainless steel tubing.
The internal surface was polished using a technique developed in our laboratory [34].
The columns were slurry packed using 10 % slurries (w/v) of the stationary phase in
tetrahydrofuran. A constant packing pressure of 38 MPa (Haskel packing pump,
Burbank,CA,USA) was used with methanol as propulsion solvent. Columns were
conditioned for 1 hour with mobile phase at 0.3 mL/min prior to the chromatographic
tests. The same conditions were used to pack a column with a commercial phase,
LiCrosphere® 60 RP-select B (Merck, Darmstadt, Germany).

2.6 - PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERIZATION

The immobilized stationary phases (Si-PMTFS) after the extraction procedure
were submitted to elemental analysis on a Model CHN-2400 Perkin-Elmer Analyzer
(Shelton, CT, USA). From these data, the mass of PMTFS per gram of silica (m, the

specific mass of PMTFS) was calculated, using the formula: mpurrs = %C/(31-%C), where

31 refers to the percent of carbon in PMTFS. From the specific mass data the PMTFS

layer thickness (t) was calculated using the equation: =—(\/d2 — Fd? —d/z) where the F

is the immobilized fraction, F = mimmebitizat /m puspores , and d is the mean pore diameter. It is
assumed for this calculation that the pores of the silica have a constant diameter and
that the immobilized PMTFS is characterized by a layer of constant thickness on the
pore wall [35]. The specific pore volume(v,) of Kromasil silica is 0.88 mL/g and the
density of PMTFS is 1.28 g/mL. From this pore volume, the mass of polymer

(E fullpores =V, X pPMTFS) that fills the pore system is 1.13 gpmTFs/Osi,
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The thermal stability of the PMTFS was evaluated by thermogravimetric analysis
with a TA model TGA-2050 instrument (New Castle, USA). For this, approximately 10
mg of sample were used, which were heated from 25 to 1000 °C at 10 °C/min in an air
atmosphere.

The presence of PMTFS and residual silanols on the modified particles was
evaluated by infrared spectroscopy (IR) with a Bomem MB-102 FTIR spectrometer
(Hartmann & Braun, St-Laurent, Canada). The samples were prepared using potassium
bromide (KBr) pellets with a KBr:sample ratio of 10:1. The FTIR spectrum background
was corrected using a freshly prepared pure KBr pellet. The IR spectral range was
evaluated from 400 to 4000 cm™ using a resolution of 4 cm™ and a scan rate of 20
scans/min.

Solid-state ?°Si NMR measurements, using cross polarization and magic angle
spinning (CP/MAS), for Si-PMTFS were recorded on a Bruker AC 300 NMR
spectrometer (Rheinstetten, Germany). Magic angle spinning was carried out with 7
mm double bearing ZrO, rotors at 3500 Hz. The contact time was 5 ms and the pulse
interval was 1.5 s. The transmitter frequencies of ?°Si were 59.6 MHz. The line
broadening was 30 Hz and the spectral width for all spectra was about 25 kHz.

2.7 - CHROMATOGRAPHIC EVALUATION

Chromatographic evaluations were performed using a modular HPLC system
from Shimadzu (Kyoto, Japan) equipped with a LC-10AD liquid chromatographic pump,
a SPD-10A UV-VIS (254 nm) detector with 8 pL cell, a CTO-10A column oven and a
Rheodyne 8125 injector (Cotati, USA) with 5 puL loop. Data were acquired and
processed using Chrom Perfect for Windows, version 3.52 and Report-Write Plus
software from Justice Innovations (Mountain View, USA). All the separations were
carried out at room temperature with flow-rates of 0.3 mL/min, the optimal flow rate
determined by a van Deemter curve.

The initial evaluations of the stationary phases were carried out using two test
mixtures (1 and 2). The first contained neutral compounds with different polarities
(acetophenone (200 mg/L), benzene (1700 mg/L), toluene (1700 mg/L) and
naphthalene (129 mg/L)) and the second contained acidic, basic and neutral
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compounds (phenol (220 mg/L), N,N-dimethylaniline (40 mg/L), naphthalene (129 mg/L)
and acenaphthene (200 mg/L)). The column dead time, ¢,, , was determined using uracil
(12 mg/L) as the unretained compound. The mobile-phase was methanol:water (50:50
v/v) and was prepared volumetrically from previously filtered individually measured
amounts of each solvent and degassed before the use. Chromatographic performance
was evaluated by means of efficiency (n/m), retention factor (k), resolution (rs) and

asymmetry factor (As) measured at 10 % of the peak height.

The optimized Si-PMTFS stationary phase was also chromatographically
characterized with respect to hydrophobicity, silanophilic activity, ion-exchange capacity
and shape selectivity by two test mixtures, those of Tanaka and co-workers [36] and
Neue et al. [37, 38]. The Tanaka test uses three test mixtures: (A) uracil (12 mg/L),
butylbenzene (1000 mg/L), pentylbenzene (1100 mg/L), o-terphenyl (80 mg/L) and
triphenylene (50 mg/L), with which the methylene selectivity («.,,) and steric selectivity

()0 ), were evaluated, using methanol:water (80:20 v/v) as mobile phase; (B) uracil (12

mg/L), phenol (220 mg/L) and caffeine (135 mg/L), with which the hydrogen bonding

capacity (aC/P) was determined using methanol:water (30:70 v/v) as mobile phase; (C)

uracil (12 mg/L), phenol (220 mg/L) and benzylamine (100 mg/L), with which the ion
exchange capacities (aB/P), using methanol:0.020 mol/L phosphate buffer (30:70 v/v) as

Notas: A caracterizagdo de uma coluna cromatografica através das misturas teste protocoladas fornece
informacdes de variaveis que refletem diferentes propriedades cromatograficas. As variaveis envolvidas
sao: (a) Seletividade hidrofébica: é a medida do recobrimento superficial da FE (densidade de ligante)
que é medida pelo fator de seletividade entre alquilbenzenos ndo polares de uma série homdloga,
diferindo apenas por um grupo metileno. Os pares tipicamente usados para essa medida sao:
etilbenzeno/tolueno ou pentilbenzeno/butilbenzeno. (b) Atividade silanofilica: € a medida da quantidade
de silanéis remanescentes, devido a derivatizagdo incompleta ou o recobrimento insuficiente do suporte,
e é um fator importante no mecanismo de retencdo. Pode ser determinada por diferentes métodos:
simetria de pico ou fator de retengcdo de compostos basicos, separagdo de o, m e p-toluidina ou pelos
fatores de seletividade para os pares anilina/fenol ou cafeina/fenol. (c) Capacidade de troca i6nica: é
também uma avaliacdo da atividade silanofilica e pode ser caracterizada pela medida da diferenca da
seletividade entre um composto basico e um composto neutro em pH relativamente altos e baixos.
Geralmente, emprega-se o par benzilamina e fenol. (d) Seletividade estérica: é a medida da capacidade
da FE distinguir compostos que diferem apenas na sua configuracdo e pode ser determinada usando-se
dois hidrocarbonetos arométicos, sendo um planar e o outro n&o-planar, como por exemplo, o par
trifenileno e o-terfenil.
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mobile phase at pH 7.60 and pH 2.70, was obtained. With the Neue test the interactions
of polar compounds with the surface of the packing were evaluated by the separation
factor between the hydrophobic compounds and the compounds with polar functional
groups and the silanophilic interactions were evaluated by the separation factor
between the basic and the hydrophobic compounds. This mixture is composed of: uracil
(12 mg/L), butylparaben (26 mg/L), naphthalene (129 mg/L), dipropylphthalate (420
mg/L), acenaphthene (200 mg/L), propranolol (400 mg/L) and amitriptyline (110 mg/L).
The compounds are separated using methanol:0.020 mol/L phosphate buffer at pH 7.0
(65:35 v/v) as mobile phase.

Finally, the Si-PMTFS stationary phase was evaluated for its ability to separate
positional isomers. The mixture employed was a mixture of difluorophenols (2,3 —
difluorophenol, 2,4 — difluorophenol, 2,6 — difluorophenol, 3,4 — difluorophenol, 3,5 —
difluorophenol) at concentrations of 10 mg/L. The compounds were separated using
acetonitrile:water (20:80 v/v) as mobile phase.

3 - RESULTS AND DISCUSSION

3.1 - OPTIMIZATION OF THE THERMAL IMMOBILIZATION OF THE STATIONARY
PHASE

The thermal immobilization of the stationary phase was carried out according to
Table 1. The conditions of immobilization time and temperature were selected after prior
univariate tests and are based on the thermal stability of the PMTFS, up to 230 °C,
determined by thermogravimetric analysis (Figure 1).

The chromatographic parameters of the Si-PMTFS stationary phases
immobilized under different conditions are shown in Table 1. Better chromatographic
performances were obtained in experiments 2, 4 and 9, where columns with high
efficiencies (higher than 70 000 N/m) and symmetrical peaks were obtained for
naphthalene, a neutral compound, as well as for N,N-dimethylaniline, a basic
compound. In these experiments the highest carbon percentage was also obtained, as
a result of the higher immobilization temperatures employed. As a consequence of the
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percent carbon, the polymeric film thickness (t) of these stationary phases was
approximately 1.0 nm, which corresponds to a monolayer coating of the support by the
polymer. All these results show that the coating of the support is uniform and
homogeneous, probably due a better distribution of the polymer onto the
chromatographic support, which results in reduced interactions between the basic

compound and the residual silanol groups.

Table 1 - Different conditions of thermal immobilization time and temperature evaluated, the
corresponding central composite design matrix for two variables and the respectively
chromatographic parameters of these SP.

Coded variable

Experiment Temperature (2C) Time (h) levels” Chromatographic parameters % C  1(nm)
X1 X2 N/m® As® As® k¥ Rs?
1 130 7 -1 -1 48 000 1.4 1.5 1.6 2.8 5.41 0.50
2 210 7 +1 -1 70 000 1.1 1.2 7.3 5.1 8.39 0.90
3 130 17 -1 +1 57 000 1.4 1.7 2.1 3.2 4.93 0.44
4 210 17 +1 +1 74 000 1.0 1.1 6.7 5.2 8.78 0.97
5 170 12 0 64 000 1.5 1.9 4.9 4.7 7.54 0.79
6 170 12 0 66 000 1.3 1.5 5.0 4.6 7.55 0.79
7 170 12 0 0 65 000 1.5 1.7 5.3 4.8 7.58 0.79
8 114 12 -1.4 0 43 000 1.3 - - - 3.07 0.26
9 226 12 +1.4 0 77 000 1.2 1.4 8.3 5.6 9.20 1.06
10 170 5 0 -1.4 47 000 2.5 2.9 2.8 2.8 4.95 0.44
11 170 19 0 +1.4 69 000 1.1 1.4 6.1 5.0 6.10 0.58
(1 -170)

4 Equations used to convert the coded variable level to the normal variable level are: X = and

(r-12)
5

40

X, = , Where T=temperature (°C) and t=time (hours).

b

C

) calculated for the naphthalene peak.

) calculated for the N,N-dimethylaniline peak.
) tw was measured with uracil.

! calculated for the toluene-naphthalene pair.
- insufficient separation.

Q

e

Experiments 1, 3, 8 and 10, in which the lowest immobilization temperatures
and/or the lowest immobilization times were employed, resulted in stationary phases
with the worst chromatographic performances, without complete separation of the
compounds. The immobilization temperatures and times employed were not sufficient to
promote immobilization of PMTFS onto the chromatographic support. This is confirmed
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by the lower percent carbon of these stationary phases, between 3 and 6 %, which
resulted in a polymer layer with equal or less than 0.5 nm thickness.

The repeatability of the preparation of these stationary phases was evaluated
from the triplicate experiments performed at the center point (experiments 5, 6 and 7).
The estimated relative standard deviation (RSD) was 2 % for column efficiency and 0.3

% for polymer coating (in terms of percent carbon). This result is quite satisfactory.
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Figure 1 — Thermogram of PMTFS polymer.

The experimental results, efficiency and asymmetry factor for the naphthalene
peak, were used to construct a response surface to determine the optimal region for
both time and temperature to be used for the subsequent preparation of the optimized
Si-PMTFS stationary phase (Figure 2). In order to represent the surface responses, a
quadratic model for both the efficiency and asymmetry factor was used. The equations
are given by:

Efficiency : 65,064+ 10,980x, + 5,595x, — 1,757 x{ — 2,513x; — 1,108x, x,
(£726.60) (+444.95) (+444.95) (£529.59) (£529.59) (£629.25)

Asymmetry: 1.42 —0.096x,—0.245x,—0.154x +0.118x5 — 0.0025x, x,
(20.061)  (10037)  (20.037) (£0.044) (£0.044) (£0.053)
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The brighter region of Figure 2 (A) corresponds to column efficiencies higher
than 70 000 N/m. Higher column efficiencies were obtained when the immobilization
step was carried out at higher temperatures and with medium to long immobilization
times. These results are in agreement with the significance of effects in which both time

and temperature are significant.

(A) x 10

Efficiency (N/m)

50 s
Temperature (°C) Time (h)

(B)
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®
E 14 1
I
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<
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0.4
50 )
Temperature (°C) Time (h)

Figure 2 — Response surfaces for thermal immobilization of the PMTFS onto silica. (A)
efficiency and (B) asymmetry factor.
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The medium gray regions of the Figure 2 (B) correspond to asymmetry factors
between 0.9 and 1.2. These values of asymmetry factors were obtained when the
immobilization was carried out at intermediate times but at both high and low
temperatures. Again, these results are in agreement with the significance of effects in
which only the time is significant.

The optimal region was determined by superposition of these two response
surfaces and the result obtained by superposition of the response surfaces show that
the optimal region for both immobilization time and temperature, which should result in
SP with column efficiencies above 70 000 N/m and asymmetry factors for the
naphthalene peak between 0.9 and 1.2, are delimited by the real values of
immobilization time and temperature in the range 9.5 - 19 h and 197 - 226 °C,
respectively. As any value inside of this region should result in a stationary phase with
similar chromatographic performance, the thermal immobilization conditions were
defined as heating at 200 °C for 12 hours.

3.2 - PHYSICAL CHARACTERIZATION OF Si-PMTFS

Infrared spectroscopy was used to verify the presence of the PMTFS immobilized
onto the silica particles and also the presence of residual silanol groups. The IR spectra
of the silica before and after the immobilization of PMTFS are shown in Figure 3 (A).
The presence of the PMTFS is confirmed by the bands in the range of 1100 and 1400
cm ' that correspond to C-F stretching. More specifically, the bands at 1150 and 1400
cm™ are characteristic of C-F3 stretching. The silanol groups appear in two regions of
the spectra. The band at 980 cm™ corresponds of the free silanol groups and this band
diminishes when the chromatographic support is coated with the polymer. The wide
band in the range between 3900-3000 cm™ is characteristic of OH stretching derived
from silanol groups and from water molecules. This band is also reduced after the
immobilization step suggesting that most silanol groups are coated.

The ?°Si NMR spectra for pure silica and the Si-PMTFS stationary phases are
shown in Figure 3 (B). The Q" species, where n is related to the number of Si-O-Si
bonds [39], are identified as Q* (siloxanes), Q° (free and vicinal silanols) and Q?
(geminal silanols) at -110, -101 and -94 ppm, respectively. The Q? species diminished
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significantly in Si-PMTFS and the ratio of the Q*/Q* species is also reduced, indicating
that total quantity of silanol groups was reduced after immobilization. The signals in the
range of — 22,5 ppm (D?) and - 20 ppm (D'y and D?) indicate the formation of new
silicon species and can be attributed to PMTFS adsorbed and chemically bonded onto
the silica particles, respectively.

(A\) Infrared spectra (B)*Si NMR spectra
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Figure 3 — Infrared spectra (A) and 2°Si NMR spectra (B) of pure silica and the optimized
thermally immobilized Si-PMTFS stationary phase.

3.3 - CHROMATOGRAPHIC CHARACTERIZATION OF Si-PMTFS

The optimized Si-PMTFS stationary phase was chromatographically
characterized with respect to hydrophobicity, silanophilic activity, ion-exchange capacity
and shape selectivity by two test mixtures, those of Tanaka and co-workers [36] and

Neue et al. [37,38] and also with a mixture of difluorophenols that provide specific
information about the fluorinated stationary phases.
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The Tanaka mixture test (A) (Figure 4 A) evaluates the hydrophobic selectivity of
the SP by the separation factor for pentylbenzene and butylbenzene («.,,) and the

shape selectivity (a;,,) by the separation factor of non-planar o-terphenyl and highly

planar triphenylene. The value calculated for the methylene selectivity (a.,,) was 1.5

and indicates that the Si-PMTFS SP has capacity for the separation of compounds that
differ only by a methylene group. This value is superior to the value encountered in the
literature [40] for an octyl fluorinated stationary phase (a.y, =1.23) and similar to a

Kromasil C18 stationary phase (a,, =1.48). The value calculated for steric selectivity

(er0) was 1.33 and indicates that the Si-PMTFS stationary phase has capacity to

differentiate compounds that differ only by their spatial configuration. This value is

somewhat higher than the value of the octyl fluorinated stationary phase (aT/O =0.63)

[40], even with a shorter alkyl chain, and may be a consequence of the good distribution
of the polymer and the arrangement of the fluorinated chains on the silica.

The Tanaka test mixture (B) shows possible hydrogen bonding interactions
between phenol and caffeine and the residual silanol groups on the silica surface. The
good separation of these two compounds can be seen in Figure 4 B, but the elution of
caffeine after the phenol and the value of the separation factor (a.,, =1.6) indicate that

there are some residual silanol groups on the Si-PMTFS stationary phase. This value is
somewhat higher than the values of the octyl fluorinated and Kromasil C18 stationary
phases [40], although their lower values may be attributed to the endcapping process to
which these stationary phases were submitted.

The Tanaka test C (a) and (b) characterizes the stationary phase with respect to
the presence and acidity of the accessible silanol groups, using buffered mobile phase
at two different pH, 2.7 and 7.6, respectively, with benzylamine as a strong base (pKa =
9.4). At the conditions of evaluation of mixture C (a) the silanol groups are not
dissociated while the benzylamine is protonated and positively charged. Analyzing
Figure 4 C (a) it is possible to conclude that ion-exchange interactions do not occur and
that protonated benzylamine elutes together with the uracil used as the mobile phase
volume marker. Under the conditions of evaluation of mixture C (b) the silanol groups

are dissociated while benzylamine is protonated, favoring ion-exchange interactions.
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The results of this test show that an interaction occurs between benzylamine and the
SP, since the retention time increased, but, nevertheless, benzylamine elutes with a
symmetrical peak (4s=0.96) (Figure 4 C (b)). The value calculated for ion-exchange

interactions (aB/P) was 6.8, higher than the value for the octyl fluorinated stationary

phase (o, =4.12) [40].
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Figure 4 — Chromatograms showing the separation of the compounds of the Tanaka test
mixtures with the optimized Si-PMTFS stationary phase thermally immobilized at 200 °C for 12
hours. Chromatographic conditions: injection volume: 5 pL, flow-rate: 0.3 mL/min, temperature:
40 °C and UV detection: 254 nm, except for test mixtures (C)(a) and (C)(b) that were detected

at 214 nm. Mobile-phases: (A) methanol:water (80:20 v/v), (B) methanol:water (30:70 v/v),

(C)(a) methanol:0.020 mol/L KH,PO4/H3;PQO,4, pH 2.7 (30:70 v/v) and (C)(b) methanol:0.020
mol/L KzHPO4,/KH,POQO,, pH 7.6 (30:70 v/v). Peak identification: 1 — uracil, 2 — o-terphenyl, 3 —
triphenylene, 4 — butylbenzene, 5 — pentylbenzene, 6 — phenol, 7 — caffeine, 8 — benzylamine

and * impurity of butylbenzene.
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The interactions of polar compounds with the surface of the packing, measured
by the separation factor between hydrophobic compounds and compounds with polar
functional groups and the silanophilic activity measured by the retention time and
asymmetry factor of a highly basic compound (amitriptyline), were evaluated with the
Neue test mixture (Figure 5).

Detector Response
w

0 1|0 2Io 3'0 4|o 5|o GIO 710 slo
Time (min)
Figure 5 — Chromatogram showing the separation of the compounds of the Neue test
mixture with the optimized Si-PMTFS stationary phase thermally immobilized at 200 °C for 12
hours. Chromatographic conditions: injection volume: 5 uL, mobile phase: methanol:0.020 mol
L' KH,POL/KH,PO, pH 7.0 (65:35 v/v), flow-rate: 0.3 mL/min, UV detection: 254 nm, room
temperature. Peak identification: 1 — uracil, 2 — butylparaben, 3 — naphthalene, 4 —

dipropylphthalate, 5 — acenaphthene, 6 — propranolol and 7 — amitriptyline.

The values calculated for the separation factor between acenaphthene and
butylparaben («,;) and acenaphthene and dipropylphthalate (e,,,) were 4.4 and 1.1,

respectively. The elution of these two compounds before acenaphthene (the more
hydrophobic compound) and with symmetrical peaks indicates that polar interactions
are negligible. The long retention times presented by the basic compounds, propranolol
and amitriptyline, can be explained based on studies of Bell and Jones [41], which
suggest that the long retention times of basic compounds on fluorinated SP is due to
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simultaneous electrostatic interactions of the analyte with the ionized silanols and
hydrophobic or polar interactions with the poly(methyl-3,3,3-trifluoropropylsiloxane)
moiety, which would be consistent with a hydrophobically assisted ion-exchange
mechanism [42,43]. The symmetrical peaks obtained for the basic compounds show
that the fluorinated SP can be a promising one for the analysis of basic compounds,
when compared with the peak shapes for these compounds on classical reversed
phases [44].

The last characterization of the Si-PMTFS stationary phase was made with a
specific test mixture for the fluorinated stationary phases, used to evaluate its potential
for separating positional isomers. For this, a mixture of difluorophenols was analyzed
with the optimized Si-PMTFS SP and with a commercial C8 SP (LiCrosphere® 60 RP-
select B, Merck). The chromatograms are presented in Figure 6 and show that a
complete separation of all compounds was only obtained with the Si-PMTFS SP and,
furthermore, with a shorter analysis time. This fact confirms the selectivity described in

the literature for fluorinated stationary phases [9-13].

Figure 6 — Chromatograms showing the separation of a mixture of difluorophenols with the
optimized Si-PMTFS stationary phase thermal immobilized at 200 °C for 12 hours, 5 um (60 mm
x 3.1 mmi.d.) (Column A) and LiCrosphere®60 RP-select B, Merck, 5 um (60 mm x 3.1 mm i.d.)

(Column B). Chromatographic conditions: injection volume: 5 uL, mobile phase:
acetonitrile:water (20:80 v/v), flow-rate: 0.3 mL/min, UV detection: 254 nm, room temperature.
Peak identification: 1 — 2,6 - difluorophenol, 2 — 2,4 - difluorophenol, 3 — 2,3 - difluorophenol, 4 —
3,4 — difluorophenol and 5 — 3,5 — difluorophenol.
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4 - CONCLUDING REMARKS

The use of experimental design to define the best conditions for thermal
immobilization time and temperature was relevant to prepare Si-PMTFS stationary
phases with high efficiencies, symmetrical peaks for basic compounds and with a
monolayer of polymer. The physical characterization by IR and 29Si NMR confirm that
the quantity of residual silanol groups was reduced after the thermal immobilization and
that the PMTFS chains are both physically adsorbed and chemically bonded to the
chromatographic support. The chromatographic characterization showed that the Si-
PMTFS stationary phase exhibits good properties for application in reversed phase
chromatography, selectivity for the separation of positional isomers and that the fluorine
atoms play an essential role to reduce the undesirable interactions between basic
compounds and residual silanol groups. Thus, these fluorinated SP present different
characteristics and can be employed for the separation of basic compounds and
fluorinated positional isomers.
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CAPITULO 4

Preparation and Characterization of a Microwave-Immobilized Fluorinated
Stationary Phase for RP-HPLC

ABSTRACT

A fluorinated stationary phase was prepared through the immobilization of
poly(methyl-3,3,3-trifluoropropylsiloxane) (PMTFS) onto 5 pum Kromasil silica by
microwave irradiation. The best conditions of immobilization time and temperature were
determined by experimental design and resulted in stationary phases with efficiencies
higher than 70 000 N/m and with asymmetry factors for the naphthalene peak in the
range of 0.9 to 1.2. The effectiveness of the microwave immobilization was evaluated by
physical-chemical characterizations (IR, **Si NMR and elemental analysis) which
confirmed that the polymer was attached onto the chromatographic support by different
mechanisms that resulted in a percent carbon loading of 10 %. Some pharmaceuticals
were completely separated with the fluorinated stationary phase using a simple mobile
phase while the same separation was not possible with a traditional C18 stationary
phase and, thus, the selectivity and capacity of the fluorinated stationary phase for
separation of basic compounds can be emphasized.

Keywords: poly(methyl-3,3,3-trifluoropropylsiloxane), microwave immobilization,
experimental design, stationary phases, RP-HPLC

1 - INTRODUCTION

The C18 stationary phases (SP) (based on octadecylsilane) remain the most
widely used SP for reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-
HPLC). This can be explained mainly by the tradition that this SP has achieved over the
years, since the first chromatographic materials were based on C18 and, in recent
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years, by the developments that have improved stability and reduced undesirable
interactions with residual silanol groups, such as the preparation of SP using hybrid
supports or higher purity type B silica particles, the use of bifunctional or monofunctional
silanes containing bulky groups and the end-capping process [1-3]. However, for the
separation of complex mixtures and/or compounds with similar characteristics, such as
basic compounds, peptides, aromatic compounds and some positional isomers,
especially when milder chromatographic conditions are required, more selective SP are
needed.

Stationary phases that present different interaction mechanisms have also been
developed, with emphasis on: (i) alkyl phases with polar embedded groups [4-6], that
present improved peak shapes for some basic analytes and permit the use of highly
aqueous mobile phases with different selectivities, such as lower hydrophobicity and
enhanced selectivity towards low molar mass acids when compared with the traditional
SP; (i) phenyl type stationary phases [7-9] that introduce additional molecular
interactions such as n-n interactions, which make the SP very selective for separation of
aromatic compounds; (iii) alkyl C30 stationary phases [10-12], which are the SP with the
longest alkyl chain commercially available, and present a unique selectivity for
geometrical isomers and can also be used with highly aqueous mobile phases; (iv)
mixed-mode stationary phases [4, 13-15] that are composed of a hydrophobic alkyl
chain and either a hydrophilic acid group or a protonated basic group. In this case the
retention mechanism can be adjusted by activating or deactivating the ion-exchange
group, varying some parameters, such as the nature and amount of organic modifier in
the eluent as well as the buffer type and concentration, additives, pH and temperature.
This SP has been very selective for the separation of ionic compounds (by two-
dimensional HPLC), polar analytes and geometrical isomers.

Beyond the SP described above, fluorinated SP have recently been exploited as
alternative to traditional C18 and C8 SP. The fluorinated SP present unique selectivities
that can be attributed to the large dipole moment and/or small polarizability of the fluoro
group, so the separations do not occur with a simple RP mechanism [15-17]. The first
report of fluorinated SP was presented by Berendsen et al. [18] in the early 80’s, in
which a comparative study between a fluorinated SP,
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(heptadecafluorodecyl)dimethylsilyl, and SP with different alkyl chain lengths, such as n-
propyl and n-decyl were described. The principal conclusion was that fluorinated
compounds were more retained by the fluorinated SP and that both fluorinated and non-
fluorinated compounds were well separated on fluorinated SP. Following this, other
investigations about the specificity of the fluorinated SP have been published, such as
that of Sadek and Carr [19] that compared fluorinated and perfluorinated SP with a C10
SP, and observed that the fluorinated and perfluorinated SP, respectively, were less
hydrophobic than the alkyl phase, and that the perfluorinated and fluorinated SP,
respectively, were useful for the separations of polar and non polar compounds due to
the different retentions. Hirayama et al. [20] prepared a perfluoroalkyl polymeric SP and
observed that the resulting SP successfully separated fluorinated compounds as well as
hydrophobic compounds. Jinno and Nakamura [21] compared fluorinated SP with alkyl
SP and observed that fluorinated SP have the ability to retain polar compounds more
than alkyl SP and that fluorinated SP have specific selectivity for non-planar molecules.
Yamamoto and Rokushita [22] observed that some aromatic compounds invert their
elution order with high organic modifier content mobile phases, when comparing a
fluorinated SP with an alkyl SP, and that planar and nonplanar polycyclic aromatic
compounds exhibit different interactions with the fluorinated SP. Monde et al. [23] and
Kamiusuki et al. [24] also compared fluorinated SP with alkyl SP and showed that
hydrocarbon compounds were less retained on fluorinated SP and that positional
isomers were well separated. Many applications using fluorinated SP were performed,
such as the analyses of tocopherols in food [25,26], the separation of taxanes [27], the
separation of alkaloids [28] (basic compounds that are often difficult to separate) and
the separation of polycyclic aromatic hydrocarbons [17]. Moreover, fluorinated SP are
promising for the analysis of non-halogenated compounds, such as some natural
products, positional isomers of pharmaceuticals, herbicides and peptides [15,22,29,30].
In the present work a new fluorinated SP was prepared by the adsorption of a
presynthesized fluorine-containing polymer ((poly(methyl-3,3,3-trifluoropropylsiloxane) -
PMTFS) into the silica pore system, followed by an immobilization step using microwave
radiation for promotion greater interaction between the polymer and the

chromatographic support [31]. The preparation of this SP was optimized using a central
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composite design and response surface methodology. The optimized SP was physical-
chemically characterized and chromatographically evaluated to explore its selectivity
characteristics, with emphasis on basic compounds.

2 — EXPERIMENTAL

2.1 - MATERIALS

Kromasil silica from Akzo Nobel (Bohus, Sweden), with a mean particle size of 5
um, mean pore diameter of 11.1 nm and a specific surface area of 308 m?g was used
as support for preparation of the stationary phases. The poly(methyl-3,3,3-
trifluoropropylsiloxane) (PMTFS) polymer (Figure 1), average molar mass (M) 4600,
was obtained from Gelest (Morrisville, PA, USA).

CF,
&,
CHg Hy | CHj
H3C—£i—0 i—O-Si—CH,
by e |G
Figure 1 — Molecular structure of the PMTFS.

The mobile phases were prepared volumetrically from individually measured
volumes of each solvent and were filtered using 0.45 pm Nylon membrane filters from
Millipore. For this, Milli-Q water (Millipore, Bedford, MA, USA) and HPLC-grade
methanol (Tedia, Rio de Janeiro, Brazil) were used. HPLC-grade dichloromethane and
tetrahydrofuran, obtained from Tedia, were used after filtration with 0.45 um PVDF
(polyvinylidene fluoride) membrane filters from Millipore for preparation of the stationary
phases. The inorganic buffered mobile phases were prepared with potassium salts,
KH.PO4 and K;HPO,4, and the organic buffered mobile phase was prepared with
HCO,NHs and HCO2H, all purchased from Synth (Diadema, SP, Brazil). The
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compounds used for the chromatographic tests were analytical grade reagents and not
further purified.

2.2 - PREPARATION OF THE STATIONARY PHASE - Si-PMTFS

2.2.1 - PREPARATION OF PMTFS COATED SILICA

For preparation of the SP, a 10% (w/v) solution of PMTFS in dichloromethane to
give a specific mass (meurrs) Of 1.13 gpmrrs/gsi was added to Kromasil silica, previously
dried at 140 °C for 12 hours. This mixture was slowly stirred at room temperature for 3
hours, and then placed in a fume hood for evaporation of the dichloromethane at room

temperature.

2.2.2 - MICROWAVE IRRADIATION OF THE STATIONARY PHASE - PRELIMINARY
TESTS AND OPTIMIZATION OF THE IMMOBILIZATION PROCEDURE

The immobilization procedure of the SP by microwave irradiation was carried out
using a Milestone Start E System (Sorisole (BG), Italy). The variables evaluated during
the immobilization process were the immobilization time and temperature. It was
necessary to evaluate the temperature instead of the power because of some
particularities of the microwave system: the power is associated with the temperature,
so it was necessary to define the temperature and then stipulate a period of time and a
minimum power to the equipment to reach the desired temperature. Furthermore, the
temperature sensor needs a minimum volume of 8 mL of a liquid sample to measure the
temperature. Thus, the immobilization procedure was as follows: 10 mL of deionized
water was put into a polytetrafluorethylene (PTFE) flask that contained the temperature
sensor. The adsorbed SP (~ 2 g) were put into other PTFE flasks and stirred throughout
the irradiation. For each immobilization temperature the power in order to obtain the
required temperature within 10 minutes was defined. The immobilization was carried out
in two cycles, each with half the desired total time, with a cooling time of 10 minutes
between the two cycles [32, 33].

Preliminary tests were carried out aiming to evaluate the ranges of time and

temperature in which the immobilization of the SP occurs. After these experiments,
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some SP were immobilized at 150 °C (1000 W) for 30 minutes to evaluate the influence
of the storage time of the coated SP before the immobilization step and the storage time
of the SP after the immobilization step (Table 1).

After the initial tests, the optimal time and temperature for immobilization of
PMTFS onto the silica were determined by a central composite design with response
surface methodology. A central composite design with two factors was used to optimize
the preparation of the stationary phases, evaluating the efficiency and asymmetry factor
of the naphthalene peak. The different conditions of time and temperature evaluated in

this study are shown in Table 2.

2.2.3 - SOLVENT EXTRACTION OF EXCESS POLYMER

After each microwave immobilization, the SP was placed in stainless steel tubes
(150 mm x 10 mm i.d.) fitted with frits and connectors and then connected to a Waters
510 pump (Milford, MA, USA) for extraction of non-immobilized PMTFS by passing
dichloromethane at 0.5 mL/min for 4 hours, which corresponds to the optimized
conditions. The control of the extraction procedure was performed by measuring the
percent of carbon. After the extraction, the stationary phase contained in the tube was
removed and dried with nitrogen.

2.3 - COLUMN PACKING
Columns (60 mm x 3.1 mm i.d.) were made from type 316 stainless steel tubing.

The internal surface was polished using a technique developed in our laboratory [34].

Notas: A imobilizacdo das FE por radiacdo micro-ondas foi realizada empregando-se um forno micro-
ondas industrial especifico para extracdo e digestdo de amostras. Quando utilizado como fonte de
radiacao para imobilizacdo de FE foram encontradas algumas limitagdes: (i) para o funcionamento do
equipamento é necessario que o sensor de temperatura esteja mergulhado na amostra, sendo o volume
minimo de 8 mL e o maximo de 30 mL; (ii) o equipamento possui apenas controle de temperatura e nao
possui controle de poténcia. A partir da temperatura selecionada o equipamento fornece a poténcia
necesséaria para atingir essa temperatura dentro do intervalo de tempo requisitado. Os intervalos de
temperatura e de poténcia do equipamento sdo de 0 a 260 °C e 0 a 1200 W, respectivamente; (iii) é
necessaria a construgao de uma rampa de temperatura de no minimo 10 minutos para o equipamento
atingir a temperatura definida. Em vista destas limitagdes, foram feitas as adaptagdes descritas no texto
para a imobilizacdo das FE por RM.
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The columns were slurry packed using 10% slurries (w/v) of the stationary phase in
tetrahydrofuran. A constant packing pressure of 38 MPa (Haskel packing pump, USA)
was used with methanol as propulsion solvent. Columns were conditioned for 1 hour

with mobile phase at 0.3 mL/min prior the chromatographic tests.

2.4 - PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE STATIONARY PHASE
The percent carbon of the immobilized stationary phases (Si-PMTFS) was
obtained through elemental analysis after the extraction procedure to evaluate the
loading of each stationary phase. These determinations were made with a Model CHN-
2400 Perkin-Elmer Analyzer (Shelton, CT, USA). From these data, the mass of PMTFS
per gram of silica (m, the specific mass of PMTFS) was calculated, using the equation:

memrrs = %CI(31-%C), Where 31 refers to the percent of carbon in PMTFS. From the

specific mass data the PMTFS layer thickness (t) was calculated using the equation:

r:—(\/dz—Fdz —d/zj where the Fis the immobilized fraction, F = mimmobiizea / M pupores , @Nd

d is the mean pore diameter. It is assumed for this calculation that the pores of the
silica have a constant diameter and that the immobilized PMTFS is characterized by a
layer of constant thickness on the pore wall [35]. The specific pore volume (v,) of

Kromasil silica is 0.88 mL/g and the density of PMTFS is 1.28 g/mL. From this pore

volume, the mass of polymer (n_wnp(m :vpxpPMTFS) that fills the pore system is 1.13

gpPMmTFS/Jsi.

The characterization of the Si-PMTFS stationary phases with respect to the
presence of PMTFS, presence and relative quantity of residual silanols and the possible
interactions between the PMTFS and the chromatographic support were made by
infrared spectroscopy (IR) and by solid-state 2°Si nuclear magnetic resonance
measurements (*®Si NMR) using cross polarization and magic angle spinning
(CP/MAS), for Si-PMTFS. These determinations were made with a Bomem MB-102
FTIR spectrometer (Hartmann & Braun, St-Laurent, Canada) and a Bruker AC 300

NMR spectrometer (Rheinstetten, Germany), respectively.
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2.5 - CHROMATOGRAPHIC EVALUATION OF THE STATIONARY PHASE
Chromatographic evaluations were performed using a modular HPLC system
from Shimadzu (Kyoto, Japan) equipped with a LC-10AD liquid chromatographic pump,
a SPD-10A UV-VIS (254 nm) detector with 8 uL cell, a CTO-10A column oven and a
Rheodyne 8125 injector (Cotati, USA) with 5 uL loop. Data were acquired and
processed using Chrom Perfect for Windows, version 3.52 and Report-Write Plus
software from Justice Innovations (Mountain View, USA). All the separations were
carried out at room temperature with flow-rates of 0.3 mL/min, using uracil to determine

the column dead time (z,,) . The chromatographic performance was evaluated by means
of efficiency v/m), retention factor ), resolution (Rs) and asymmetry factor (As)

measured at 10% of the peak height.

The chromatographic evaluations of the stationary phases were carried out in
three steps: (i) Initial tests with all prepared SP to evaluate the chromatographic
performance of the SP. For this two test mixtures were used: (1) neutral compounds
with different polarities (acetophenone, benzene, toluene and naphthalene) and (2)
acidic, basic and neutral compounds (phenol, N,N-dimethylaniline, naphthalene and
acenaphthene). The compounds were separated using methanol:water (55:45 v/v) as
mobile phase; (i) Chromatographic tests with optimized SP for the chromatographic
characterization of the SP with respect to hydrophobic selectivity, silanophilic activity,
ion-exchange capacity and shape selectivity. For this Tanaka and co-workers [36] test
mixtures were used: (A) uracil, butylbenzene, pentylbenzene, o-terphenyl and
triphenylene using methanol:water (80:20 v/v) as mobile phase, (B) uracil, phenol and
caffeine using methanol:water (30:70 v/v) as mobile phase, (C) uracil, phenol and
benzylamine using methanol:0.020 mol/L phosphate buffer (30:70 v/v) as mobile phase
at two different pH, 7.60 and 2.70; (iii) Separation of some pharmaceutical compounds
with the optimized SP to evaluate the applicability of the fluorinated SP for analysis of
basic compounds. This evaluation was performed with a mixture of pharmaceutical
compounds (levofloxacin, bromazepam, nortriptyline, fluoxetine and diazepam) at
concentrations of 10 mg/L, using methanol:0.010 mol/L HCO,NH4+/HCO2H pH 3.0 (55:45
v/v) as mobile phase.
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3 - RESULTS AND DISCUSSION

3.1- MICROWAVE IRRADIATION OF THE STATIONARY PHASE - PRELIMINARY
TESTS AND OPTIMIZATION OF THE IMMOBILIZATION PROCEDURE

In recent years, microwave radiation has attracted a great deal of attention due
its molecular-level heating, which leads to homogeneous and quick thermal reactions
and has, thus, been applied in several different fields. The principle of heating using
microwave radiation is based on the direct effect of microwaves on molecules by ionic
conduction and dipole rotation. An important attribute of microwave radiation is the
direct absorption of energy by the material to be heated, contrary to what occurs when
the heating is accomplished by convection, in which the energy is slowly transferred
from the recipient to the sample [37- 40]. The use of microwave radiation to prepare SP
seems interesting, since the principle of heating differs greatly from conventional
thermal treatment, often used for preparation of SP [35, 41-45], and thus can promote
new and/or different interactions between the polymer and the chromatographic
support.

Table 1 — Conditions of the preliminary tests to evaluate the influence of the period of time
before and after the immobilization procedure and the respective chromatographic results for
these SP.

Time before Time after Chromatographic Parameters®

Experiment  immobilization immobilization b) b) b),c) d) %C  t(nm)
N/m As k Rs
step (days) step (days)
1 6 0 33 000 0.9 6.0 3.3 7.5 0.9
2 6 6 78 000 1.2 10.5 5.6 10.4 1.4
3 3 1 67 000 1.4 7.2 5.0 8.5 1.0
4 3 6 73 000 1.4 11.3 5.7 10.5 1.5

4 chromatographic conditions: injection volume: 5 pL; mobile phase: methanol:water (50:50 v/v); flow-
rate: 0.3 mL/min; UV detection at 254 nm.

®) calculated for the naphthalene peak.

° ty was measured with uracil.

9 calculated for the toluene-naphthalene pair.
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Based on this, some initial tests were necessary to define the immobilization
procedure. The “aggressive” heating from microwaves makes it necessary to cool the
SP during the immobilization process, as previously reported [32,33], to prevent
possible degradation of the polymer. A storage time after the immobilization step is also
useful for the complete accommodation of the polymer onto the chromatographic
support. The results presented in Table 1, principally the values of efficiencies and
percent carbon loading, show that, for complete interaction and better accommodation
of the polymer onto the silica particles, a storage time of 6 days after the immobilization
procedure (and before the extraction procedure) was necessary. In the usual
preparation procedure of SP the time before the immobilization step is 6 days. In this
work, because of the need for 6 days after the immobilization procedure, a reduction of
this time to 3 days was evaluated. The results obtained (Table 1) show that the
efficiencies were lower and the asymmetry factors were higher when the time employed
was 3 days instead of six. Thus, the periods before and after the immobilization
procedure were 6 days.

After the preliminary tests, experiments were carried out according to Table 2, to
define the best conditions of microwave immobilization time and temperature that result
in SP with high efficiencies and symmetrical peaks. The chromatographic parameters of
these SP are shown in Table 2 and the chromatograms of the two test mixtures (1 and
2) employed in this evaluation are shown in Figure 2.

The similar percent carbon loading of all SP indicate that all conditions of time
and temperature evaluated were sufficient to promote the immobilization of the polymer
onto the chromatographic support. Consequently, the polymeric thickness (t) was also
similar and corresponds to a thickness slightly larger than a monolayer. This did not
interfere in the mass transfer of the compounds between the stationary phase and the
mobile phase, as seen by the high efficiencies and the retention factor of naphthalene.
On the other hand, the efficiencies and the asymmetry factors depend on the
microwave immobilization time and temperature. The SP that present the higher
efficiencies and more symmetrical peaks for both neutral and basic compounds
(naphthalene and N,N-dimethylaniline) were immobilized with lower temperatures and
also shorter immobilization times. This affirmation can be seem clearly in Figures 3 (A)
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and (B), that correspond to the surface responses of the efficiency and asymmetry
factor for the naphthalene peak, respectively, constructed by adjusting the experimental

results to quadratic models.

Table 2 - Different conditions of thermal immobilization time and temperature evaluated, the
corresponding central composite design matrix for two variables and the respective

chromatographic parameters for these SP.

Coded variable

Experiment T::‘ndpggavtvt;e(‘(l‘\—’,():) Time (min) levels® Chromatographic parameters® %G 1 om)
X1 X2 N/m® As® As? k?? Rs"

1 130 (800 W) 40 -1 -1 75 000 1.2 0.8 6.6 3.8 10.5 1.45
2 150 (1000 W) 40 +1 -1 65 000 1.5 1.3 6.6 3.8 10.5 1.45
3 130 60 -1 +1 66 000 1.5 1.1 7.0 3.9 10.7 1.52
4 150 60 +1 +1 60 000 1.4 1.3 6.2 3.4 10.1 1.39
5 140 (900 W) 50 0 76 000 1.2 0.7 6.2 3.9 10.6 1.50
6 140 50 0 74 000 1.2 0.9 6.8 3.6 10.0 1.35
7 140 50 0 0 72 000 1.3 1.2 6.5 3.8 9.9 1.33
8 126 (760 W) 50 -1.4 0 79 000 1.1 1.0 6.6 41 10.4 1.45
9 154 (1040 W) 50 +1.4 0 65 000 1.5 1.3 6.8 3.7 9.9 1.33
10 140 36 0 -1.4 66 000 1.2 1.0 6.4 3.7 10.2 1.39
11 140 64 0 +1.4 61 000 1.5 1.2 6.4 3.4 10.4 1.45
4 Equations used to convert the coded variable level to the normal variable level are: x, = (T _1(1)40) and

X, =% , where T = temperature (°C) and t = time (minutes).

b) chromatographic conditions: injection volume: 5 uL; mobile phase: methanol:water (55:45 v/v); flow-rate: 0.3

mL/min; UV detection at 254 nm.

° calculated for the naphthalene peak.

9 calculated for the N,N-dimethylaniline peak.
® tw was measured with uracil.

" calculated for the toluene-naphthalene pair.

The optimal region for both immobilization time and temperature that should
result in SP with column efficiencies higher than 70 000 N/m (clearer region of Figure 3
(A)) and asymmetry factors for the naphthalene peak between 0.9 and 1.2 (darker grey
region of Figure 3 (B)) was determined by the superposition of these response surfaces.
The real values of immobilization time and temperature that corresponds to this
delimited region are in the range of 36 — 50 minutes and 96 — 137 °C, respectively. As
any value inside of this region should result in a stationary phase with similar
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chromatographic performance, the microwave immobilization conditions were defined

as heating at 126 °C for 50 minutes.
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Figure 2 — Chromatograms obtained with different conditions of microwave immobilization time
and temperature of the Si-PMTFS stationary phase, (A) Test Mixture 1 and (B) Test Mixture 2.
Chromatographic conditions: injection volume: 5 uL; mobile phase: methanol:water (55:45 v/v);
flow-rate: 0.3 mL/min; UV detection at 254 nm. Peak identification 1 — uracil, 2 — acetophenone,
3 — benzene, 4 —toluene, 5 — naphthalene, 6 — phenol, 7 — N,N-dimethylaniline and 8 —
acenaphthene.
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Figure 3 — Response surfaces for microwave immobilization of the PMTFS onto silica. (A)
efficiency and (B) asymmetry factor.

Triplicate experiments performed at the center point were used to estimate the
repeatability of the preparation of these stationary phases. The results were quite
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satisfactory, since the relative standard deviations (RSD) were 2.8% for column
efficiency and 3.7% for polymer coating.

3.2 - PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE STATIONARY PHASE

The IR spectra of the silica and of the optimized Si-PMTFS stationary phase are
shown in Figure 4 (A). The Si-PMTFS spectrum presents two main regions that
characterize the PMTFS: the bands in the range of 1100 and 1400 cm™ correspond to
the C-F stretching and more specifically, the bands at 1150 and 1400 cm™ correspond
to the C-F3 stretching. The pure silica is characterized by three principal regions: the
band at 3400 cm™, characteristic of the hydroxyl groups having a hydrogen bridge to
physically adsorbed water; the band around 1100 cm™, attributed to the siloxane groups
and the band at 980 cm™, which corresponds to the free silanol groups [46]. Comparing
the two spectra, the characteristic bands of the silanol groups were significantly reduced
after the immobilization process, indicating that the polymer was attached onto the
support and coated most silanol groups.

The #Si NMR spectra of the pure silica and of the optimized Si-PMTFS
stationary phase are shown in Figure 4 (B). The pure silica shows resonances of Q2
(dihydroxysiloxane), Q® (hydroxysiloxane) and Q* (tetrasiloxane) groups [47, 48]. After
the immobilization of the PMTFS onto the silica particles, different silicon species
appear. At — 22 ppm a strong signal shows the resonances of the polysiloxane
backbone (D?) and the signals around — 20 ppm (D'y and D?) correspond to the
formation of new silicon species. Some of the PMTFS chains are only loosely attached
or physically bonded (D?) while others are chemically bonded (D? and D'y). The Q? and
Q® species decreased when compared with the spectrum of pure silica, indicating that
some of the silanol groups have interacted with the adsorbed polysiloxane.
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Figure 4 — Infrared spectra (A) and 2°Si NMR spectra (B) of pure silica and a microwave

immobilized Si-PMTFS stationary phase.

3.3 - CHROMATOGRAPHIC CHARACTERIZATION OF THE STATIONARY PHASE

A more specific chromatographic characterization was performed with the
optimized Si-PMTFS stationary phase microwave immobilized at 126 °C for 50 minutes,
giving an efficiency of 75 000 N/m and an asymmetry factor of 1.1 for the naphthalene
peak. This new characterization provides information about hydrophobic selectivity,
silanophilic activity, ion-exchange capacity and shape selectivity of the SP [36]. The first
test mixture of Tanaka and co-workers (Figure 5 (A)) evaluates the SP with respect to
hydrophobic selectivity using the separation factor for pentylbenzene and butylbenzene

(acyr)@nd with respect to shape selectivity (e;,) from the separation factor of non-

planar o-terphenyl and highly planar triphenylene. The values calculated, 1.2 and 1.3,
for hydrophobic and shape selectivity, respectively, show that the Si-PMTFS has
capacity for the separation of compounds that differ only by a methylene group and

capacity to differentiate compounds that differ only by their spatial configuration.
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Figure 5 — Chromatograms showing the separation of the compounds of Tanaka test mixtures
with the Si-PMTFS stationary phase microwave immobilized at 126 °C for 50 minutes.
Chromatographic conditions: injection volume: 5 uL; flow-rate: 0.3 mL/min; temperature: 40 °C;
UV detection: (A) and (B) at 254 nm and (C) and (D) at 214 nm. Mobile-phases: (A)
methanol:water (80:20 v/v), (B) methanol:water (30:70 v/v); (C) methanol:0.020 mol/L
KH,PO,/H;PO,, pH 2.7 (30:70 v/v); and (D) methanol:0.020 mol/L K;HPO4/KH,PO,, pH 7.6
(30:70 v/v). Peak identification: 1 — uracil, 2 — o-terphenyl, 3 — triphenylene, 4 — butylbenzene, 5
— pentylbenzene, 6 — phenol, 7 — caffeine and 8 — benzylamine.

The chromatogram of the separation of compounds of the second test mixture
(Figure 5 (B)) composed of basic and acidic compounds (caffeine and phenol), shows
possible hydrogen bonding interactions between caffeine and the residual silanol
groups on the silica surface. The value calculated for the separation factor for caffeine
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and phenol (a.» =1.6) shows that the compounds were well separated with low retention

times in the unbuffered mobile phase, but the elution of caffeine after phenol indicates
that hydrogen bonding interactions occur between caffeine and residual silanol groups.
The third test mixture characterizes the SP with respect to the presence and acidity of
the accessible silanol groups by ion-exchange interactions, using buffered mobile phase
at two different pH, 2.7 and 7.6, respectively, with benzylamine as a strong base (pKa =
9.4). When the separation is carried out at pH 2.7, the silanol groups are not dissociated
while the benzylamine is protonated. Figure 5 (C) shows that the retention time of
benzylamine is very close to the retention time of uracil, and so ion-exchange
interactions do not occur. At pH 7.6 the silanol groups are dissociated while
benzylamine is protonated, favoring ion-exchange interactions. The chromatogram
presented in Figure 5 (D) shows that the retention time of benzylamine increases, when

compared with Figure 5 (C), and also the values (a;,) increase from 0.12 to 5.3. This

shows that under these conditions some interactions occur between benzylamine and

the silanol groups. But, the asymmetry factor of benzylamine (4s=1.6) suggests that the

interactions between the benzylamine and the SP occur preferentially with the fluorine
atoms and so decrease the intensity of the undesirable interactions with the silanol
groups.

Comparing the results of the Tanaka tests presented in the literature for some
commercial fluorinated alkyl SP [15] with the results obtained with the Si-PMTFS SP it is
possible to make some comments. In terms of (i) hydrophobic selectivity: all the
fluorinated SP, both the commercial and the Si-PMTFS, present similar values; (ii)
shape selectivity: the Si-PMTFS SP presented the highest value, possibly as a
consequence of the good distribution of the polymer and the arrangement of the
fluorinated chains on the silica; (iii) hydrogen bonding interactions and (iv) ion exchange
interactions at pH 7.6: the Si-PMTFS SP shows the highest values. This fact shows that
this SP presents more free residual silanol groups than the commercial fluorinated SP,
that are commonly endcapped.

The potential presented by the Si-PMTFS SP for the separation of basic
compounds based on the relevant influence of the fluorine atoms in reducing

undesirable interactions with the silanol groups was investigated by the separation of
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some pharmaceuticals. The separation of these compounds was performed using a
mobile phase (methanol:0.010 mol/L HCO2NH4+/HCO2H pH 3.0 (55:45 v/v)) commonly
used in liquid chromatography coupled to mass spectrometry. To better elucidate the
characteristics of the Si-PMTFS SP, the separations were also carried out with three
commercial SP, a traditional C18 and two C18 SP having polar embedded groups, of
different brands, using the same mobile phase. As shown in Figure 6 (Column A), the
new SP completely separated all compounds, indicating that fluorinated SP have
potential for separating highly basic compounds. Furthermore, all compounds eluted in
a short analysis time and with relatively good peak shapes, considering the difficulty
often observed when analyzing these compounds.

Comparing the chromatographic performance presented by the fluorinated SP in
the separation of the basic compounds with the chromatographic performance of the
commercial SP (Figure 6 — Columns B, C and D) it is possible to verify that: C18 SP
with polar embedded groups (Column D) show a similar chromatographic performance;
C18 SP (Column B) presents a poorer chromatographic performance since it did not
separate nortriptyline and fluoxetine; and C18 SP with polar embedded groups (Column
C) only partially separated nortriptyline and fluoxetine and, furthermore, with a long
analysis time. Another interesting consideration that can be made by observing the
chromatograms shown in Figure 6 is with respect to the different elution orders of the
compounds with the three different types of SP. The different elution order of the
compounds from the Si-PMTFS SP and from the C18 SP with embedded polar groups
(for both the elution order was the same), compared to the C18 SP, can be associated
with the different interactions deriving from the fluorine atoms and from the polar
embedded groups, respectively. These characteristics are also responsible for the lower
asymmetry factors presented for the compounds.

Moreover, it should be noted that the new fluorinated SP presented good
chromatographic performance, even though the column length and internal diameter
were lower than the commercial columns, which will lead to lower cost analyses, since
lower quantities of both stationary and mobile phases will be needed to carry out the
analysis.
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Figure 6 — Chromatograms showing the separation of several pharmaceuticals with the Si-
PMTFS stationary phase microwave immobilized at 126 °C for 50 minutes, 5 pm (60 mm x 3.1
mm i.d.) (Column A); Waters Nova Pak C18, 4 um (150 mm x 3.9 mm i.d.) (Column B);
Phenomenex Synergi™ Fusion-RP, 4 um (150 mm x 4.6 mm i.d.) (Column C); and Waters
Symmetry Shield™ RP18, 5 pm (150 mm x 3.9 mm i.d.) (Column D). Chromatographic
conditions: injection volume: 5 uL; mobile phase: methanol:0.010 mol/L HCO,NH,/HCO,H pH
3.0 (55:45 v/v); flow-rates: 0.3 mL/min (column A) and 1.0 mL/min (columns B, C and D); UV
detection at 220 nm; temperature: room temperature. Peak identification: 1 — levofloxacin, 2 —
bromazepam, 3 — nortriptyline, 4 — fluoxetine and 5 — diazepam.

4 - CONCLUDING REMARKS

The high molecular-level heating of the microwave radiation promotes different
types of interactions with different intensities between the adsorbed PMTFS and silica
particles, as seen by the IR and 2°Si NMR. The use of microwave radiation also requires
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some care in preparation of the Si-PMTFS stationary phases, as the time of cooling
during the immobilization process and, principally, the storage time after the
immobilization procedure, to provide a complete accommodation of the polymer onto
the chromatographic support and, consequently, highly efficiencies, must be carefully
monitored.

The optimization of the microwave immobilization time and temperature through
experimental design resulted in SP with high efficiencies and with symmetrical peaks for
both neutral and basic compounds. The chromatographic characterization showed that
the Si-PMTFS stationary phase developed presents hydrophobic characteristics, steric
selectivity and less interaction between basic compounds and the residual silanol
groups. The reduction in undesirable interactions presented by the fluorinated SP can
be associated with the presence of the fluorine atoms that promotes different
interactions with the basic compounds and thus reduces these effects.

The application of the Si-PMTFS stationary phase for the separation of some
pharmaceuticals showed that the fluorinated stationary phase is a promising one to be
used in liquid chromatography coupled to mass spectrometry and can be used for the
analysis of highly basic compounds. The low asymmetry factors and the different
selectivity for separation of these compounds suggest that the fluorine atoms provide
unique characteristics to the Si-PMTFS stationary phase.

Based on all these considerations, is it also possible to conclude that the
preparation of fluorinated SP by the adsorption of the PMTFS followed by a
immobilization step results in SP with similar characteristics to those prepared by the
classical method, besides being simpler and of lower cost.
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CAPITULO 5

Consideracbes Finais e Sugestoes para Trabalhos Futuros
Consideracoes Finais

vV As FE, (Si-PMTFS)TT e (Si-PMTFS)RM, preparadas nas condicdes 6timas de
imobilizagao, tempo e temperatura, determinadas a partir do planejamento composto
central (planejamento fatorial 22 + triplicata no ponto central + planejamento estrela),
apresentaram altas eficiéncias (> 70.000 N m™) e boa simetria de pico para compostos
neutros, acidos e basicos, comprovando que os dois procedimentos de imobilizacdo
foram capazes de promover a interagdo do PMTFS com a silica, resultando em
espessuras de camada que proporcionaram uma boa cobertura dos grupos silandis
residuais e taxa de transferéncia de massa adequada entre o analito e a FE;

V A caracterizagéo fisico-quimica das FE, através da andlise elementar, espectroscopia
de IV e RMN ?°Si, permitiu concluir que o PMTFS ficou fisicamente adsorvido e também
quimicamente ligado a superficie da silica, sendo que estas intera¢cées foram mais
intensas nas FE imobilizadas empregando-se a RM, por ser uma forma de
aquecimento mais “agressiva” que o TT e provocar um aquecimento a nivel molecular,
0 que resultou em uma porcentagem de carbono de 9 % e 10 % para as FE (Si-
PMTFS)TT e (Si-PMTFS)RM, respectivamente;

V A caracterizagdo cromatografica mostrou que as FE desenvolvidas apresentaram
caracteristicas hidrofobicas, seletividade estérica e uma pequena interagdo entre os
compostos basicos e os grupos silandis residuais. Essa reducdo das interacbes
indesejaveis pode estar associada a presenga dos atomos de fluor que promovem
diferentes interacbes com os compostos basicos e, dessa forma, reduzem esses
efeitos. As FE fluoradas foram seletivas para a separacao de isbmeros de posi¢ao e de

farmacos e, dessa forma, sdo uma alternativa atrativa as FE tradicionais e podem ser
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empregadas em separacoes por cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de
massas, devido a compatibilidade das FM empregadas nestas separacoes;

\ As FE foram avaliadas também quanto & estabilidade quimica (resultados nzo
apresentados nos capitulos anteriores) em condicoes drasticas de andlise (FM:
metanol:0,050 mol L' K,COs/KHCOs pH 10,0 (50:50 v/v), vazdo: 1 mL min' e
temperatura de 50 °C) para acelerar o processo de colapso e evitar gasto excessivo de
fase modvel. Nestas condicoes de andlise, a FE (Si-PMTFS)TT resistiu a
aproximadamente 150 volumes de coluna, enquanto que a FE (Si-PMTFS)RM resistiu
a aproximadamente 200 volumes de coluna, que corresponde a perda de 50 % da sua
eficiéncia inicial (Figura 1). Baseado nestes valores e no perfil da perda de eficiéncia,
pode-se verificar que a maior interacdo entre o polimero e o suporte cromatogréafico
provocada pela RM, mostrada nos espectros de RMN 2°Si, também melhora a
estabilidade da coluna, uma vez que a perda de eficiéncia nao foi tdo rapida quanto na
FE (Si-PMTFS)TT. A estabilidade quimica apresentada pelas FE desenvolvidas é
similar a apresentada pelas FE baseadas em silica nua desenvolvidas no LabCrom, FE
Si-PMTDS  (poli(metiltetradecilsiloxano))! e Si-PMOS (poli(metiloctilsiloxano))® que

resistiram a aproximadamente 200 e 250 volumes de coluna, respectivamente;

[1] A.M. Faria, K.E. Collins, C.H. Collins, J. Chromatogr. A 2006, 1122 (1/2), 114 - 122.
[2] D.A. Fonseca, H.R. Gutiérrez, K.E. Collins, C.H. Collins, J. Chromatogr. A 1030 (2004) 149 - 155.
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Figura 1 — Avaliacdo da estabilidade quimica das FE (Si-PMTFS)TT e (Si-PMTFS)RM medida
a partir da porcentagem de perda de eficiéncia da coluna em funcao da passagem da fase
movel, medida em termos de volumes de coluna. Condi¢des Cromatogréficas: fase mével:

metanol:0,050 mol L™ K,COs/KHCO; pH 10,0 (50:50 v/v), vaz&o: 1 mL min™", temperatura de 50

°C e deteccao a 254 nm.

v Em termos de preparo das FE, a FE imobilizada por RM requer um tempo total de
preparo maior que a FE imobilizada por TT, devido a necessidade do tempo de
descanso de 6 dias apdés a etapa de imobilizacdo, entretanto, isso ndo pode ser
considerado uma desvantagem em relagédo ao TT, uma vez que estas FE apresentaram
uma maior resisténcia a degradacdo com a passagem de FM, além do tempo de
imobilizagdo ser bem mais curto e também pela possibilidade de se imobilizar varias FE

ao mesmo tempo.

Sugestdes para Trabalhos Futuros

v Dentre as misturas teste protocoladas na literatura mais comumente empregadas
para a caracterizacdo das FE, misturas testes de Tanaka, de Neue e Engelhardt e

Jungheim, verificou-se que as informagdes dadas pela andlise da mistura teste de
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Engelhardt e Jungheim s&o idénticas as da primeira mistura teste (uracila,
butilbenzeno, pentiloenzeno, o-terfenil e trifenileno) que compdem o teste de Tanaka.
Desta forma, quando houver a possibilidade da realizacdo do teste de Tanaka para a
caracterizacdo de uma FE, ndo ha a necessidade da realizacdo conjunta da mistura

teste de Engelhardt e Jungheim;

v O planejamento experimental tem sido uma ferramenta muito utilizada,
principalmente em Quimica Analitica, no sentido de “otimizar’, ou seja, determinar as
condicbes a serem empregadas em um procedimento que resultardo na melhor
resposta possivel. Na grande maioria dos casos, o emprego de um planejamento
experimental, além de reduzir o numero de experimentos, que implica também em
reducao de custos e de tempo, é fundamental para determinacao da melhor resposta,
ja que permite a visualizacao da interagdo entre as variaveis. Em um planejamento de
experimentos, as variaveis escolhidas para serem avaliadas, sao aquelas que
influenciam diretamente o sistema e que sdo passiveis de serem controladas. Em se
tratando de preparo de FE, tem-se a influéncia de uma variavel “externa”, a etapa do
enchimento da coluna cromatografica, que inevitavelmente faz parte do processo e nao
pode ser completamente controlada, porque é dependente de uma série de fatores
(vazédo do nitrogénio, transferéncia da suspenséo da FE para o sistema, vazamentos,
conexdes da coluna, tubo da coluna e etc.) e varia de forma aleatéria; mas que é
considerada pelo planejamento de experimentos como se fosse constante. Dessa
forma, todas as respostas avaliadas no planejamento de experimentos séo
influenciadas pelas variaveis avaliadas e também pela variavel “externa”, que embute
um percentual de variagcao “indesejado” nas respostas. Uma alternativa para minimizar
a influéncia da variavel “externa” € repetir inUmeras vezes o procedimento de
enchimento da coluna com a FE resultante de um determinado ponto do planejamento
experimental, entretanto, isso implica em um grande volume de trabalho e de consumo
de reagentes. Além disso, na maioria dos casos, os testes prévios de imobilizagdo que
sao realizados antes de se iniciar o planejamento de experimentos, permitem concluir
quais as condigbes de imobilizacdo irdo resultar em FE com bom desempenho
cromatografico. Este fato permite sugerir que no preparo de FE o emprego de
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planejamento experimental ndo é uma ferramenta recomendavel, devido as variagbes
decorrentes do enchimento de colunas, exigindo que um numero elevado de repeticdes

sejam realizadas, acarretando em um volume muito grande de trabalho e alto custo.

V Conforme a revisdo apresentada no Capitulo 2, existem varias alternativas para
aumentar a estabilidade quimica das FE. As alternativas comumente empregadas nas
pesquisas do LabCrom sdo o emprego de 6xidos mistos (silica zirconizada ou silica
titanizada) como suporte cromatografico e as reagdes de capeamento. Preparou-se o
suporte de silica zirconizada a partir do método desenvolvido por Faria et af, que
resultou em 21 % de zircbnio, determinado por fluorescéncia de raio X, o qual foi
testado como suporte cromatografico no preparo de FE fluoradas. As FE obtidas
apresentaram eficiéncias > 70.000 N m™, porém, resultaram em alta retencéo para a
N,N-dimetilanilina (Figura 2) e mostraram estabilidade quimica inferior a apresentada
pelas FE baseadas em silica nua (Figura 3), perdendo 50 % da sua eficiéncia inicial
apos a passagem de 120 volumes de coluna de FM, demonstrando que nao é viavel o
preparo destas FE. Dessa forma, a sugestao para trabalhos futuros para o aumento da
estabilidade quimica, seria a realizagdo da reagédo de capeamento das FE.

> (Sizr-PMTFS)TT

5 5

Resposta do Detector
Resposta do Detector

2 (Sizr-PMTFS)RM

10 20120 140 160 180 200 10 20 30 40 50 60
Tempo (min) Tempo (min)
Figura 2 — Cromatogramas da separagao da mistura teste 2 nas FE baseadas em silica

o

zirconizada imobilizadas nas condicdes 6timas por TT (200 °C por 12 h) e RM (126 °C por 50

min). Condicdées Cromatograficas: volume de injecdo: 5 L, fase mével: metanol:agua (50:50

v/v), vazdo: 0,3 mL min™, deteccdo por UV a 254 nm. Identificacdo dos picos: 1 — uracila, 2 —
fenol, 3 — naftaleno, 4 — acenafteno e 5 — N,N-dimetilanilina.
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Figura 3 — Avaliacdo da estabilidade quimica da FE (SiZr-PMTFS)RM (126 °C por 50 min)
medida a partir da porcentagem de perda de eficiéncia da coluna em fung¢do da passagem da
fase mével, medida em termos de volumes de coluna. Condigées Cromatogréficas: fase moével:
metanol:0,050 mol L™ K,COy/KHCO; pH 10,0 (50:50 v/v), vazéo: 1 mL min™', temperatura de 50
°C e deteccao UV a 254 nm.

[3] A.M. Faria, D.R. Magalhaes, K.E. Collins, C.H. Collins, Anal. Chim. Acta 550 (2005) 137 - 143.
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CAPITULO 6

Conclusao

As fases estacionarias fluoradas preparadas por tratamento térmico ou por
radiacdo micro-ondas apresentaram altas eficiéncias (> 70.000 N m™) e picos
simétricos para compostos neutros, acidos e basicos, mostrando que ambos os
procedimentos de imobilizacdo foram capazes de promover a interagdo do polimero
com o suporte cromatografico e também uma boa distribuicdo das cadeias do polimero
no suporte cromatografico, que resultaram numa camada polimérica de 1-1,5 um,
proxima da ideal. A seletividade diferenciada proporcionada pelas FE fluoradas foi
confirmada pela superioridade apresentada na separacdo de compostos isoméricos e
de farmacos, quando comparada com colunas comerciais tradicionais. A estabilidade
quimica apresentada pela FE (Si-PMTFS)RM foi um pouco superior a da FE (Si-
PMTFS)TT, sendo esta, a caracteristica a prevalecer na escolha por uma das FE

fluoradas desenvolvidas.
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