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INTRODUCAO

IEX

= Ferramenta alternativa

= Separacao de compostos polares (LogK,,,<0) eions
= HILIC vs RPLC

= Maior eficiéncia de separacao
NPLC
= Perdas not,

Figura 1. Diagrama de correlacdo entre 0s mecanismos de separacdo cromatografica
dos analitos (A) por migracao diferencial entre a MP e SP na HILIC, NPLC, RPLC e

Composicédo MP RPLC IEX. Adaptado da referéncia [1].
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INTRODUCAO Uniao de caracteristicas de diferentes modos de separacéao

~ .0 e,
/SI *e
| NH,*

IEX Analito SN

SN

Citosina

Fase movel

NPLC Fase estacionéria

H,O/ACN / MeOH
Aditivos

Figura 1. Diagrama de correlacdo entre os mecanismos de separacdo cromatografica dos
analitos (A) por migracédo diferencial entre a MP e SP na HILIC, NPLC, RPLC e IEX.
Adaptado da referéncia [1].
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HISTORICO

Linden et al. (EUA)
Separacdo de carboidratos
empregando MP (ACN:H,O)
e coluna de silica (Bondpack,
Waters)

TN

Linha do tempo

Termo HILIC por Alpert (EUA)

Proteinas, peptideos,
aminoacidos, oligonucleotideos
e carboidratos. - Variacdo da
NPLC

N

Gregor et al. (EUA)

Resina trocadora de ions de
acido sulfénico — Separagéo de
moléculas neutras

e

SEMINARIO

Rubinstein (EUA)

Uso de silica quimicamente
ligada com gupos DIOL para
separacao de proteinas

B —

Otimizacao
+ Estratégias para MP

+ SP
+Estudos (2844 trabalhos)



MECANISMOS DE SEPARACAO HILIC

Particao hidrofilica
= RPLCVsHILIC>

Interacgdes hidrofilicas .
Interacoes

eletrostaticas

» Particéo hidrofilica

= InteracOes intermoleculares

= Dipolo-dipolo

Figura 4. Representacdo dos mecanismos envolvidos na separacdo cromatografica em HILIC.
Adaptado da referéncia [8].
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MECANISMOS DE SEPARACAO HILIC

Particao hidrofilica

= Vantagem frente RPLC

= Equilibrio de particao

Interacoes

= Menor viscosidade da MP eletrostaticas

Menor pressao da coluna
cromatografica

Figura 4. Representacdo dos mecanismos envolvidos na separagao cromatografica em HILIC.
Adaptado da referéncia [8].

* Jonizacao eficiente em sistemas LC-ESI-MS
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= Figura 6. Efeito do solvente da amostra no formato do pico
FASE MOVEL cromatografico no modo HILIC. Adaptado da referéncia [2].
= MP hidro-organica

A
» Filme aquoso 3 e 40% da MP

= ACN vs MeOH: Performance e competicao

[
o
: ~ : A © }
» Ligacao de hidrogénio ,"%
z | |
= Sitios ativos da SP = '] |
- / /r \ |
ALTA BAIXA ' . / N—
Agua (H,O) ACN
Metanol (MeOH) } \
Etanol (EtOH) >

2-Propanol (C;H;0)
Acetonitrila (ACN)
Acetona (C;H;0)

Tetrahidrofurano (C,H;O)

Tempo (min)

FORCA DE ELUICAO DA MP

Figura 5. Diagrama de correlacao entre a forca de eluicdo da MP nos modos HILIC e
BAIXA ALTA RPLC. Adaptado da referéncia [1].

SEMINARIO HILIC




TAMPOES E ADITIVOS

= Boasolubilidade
= Separacao cromatografica
= Diminuicao daretencédo -2 IE

= Acetato e formiato de amoénio

(A)

|

Sem fosfato Fosfato micromolar

=

B Metabolito PO,

Metabdlito 4
+ 0

Metabolito - .;."-I-

Assimetria e erros no tratamento Menor assimetria de pico e maior

de dados cobertura de metabolitos
» Favorecimento da ligacdo de hidrogénio (B)
1.0 I -
~ . D
= Aumentando areten¢ao do analito S _08-
> 0
& 'iz e Bl Nao detectado
. - a > 0.
» Aplicacdo em metabolémicas Eg D.Eﬁciénci?’ |
2 = 04 - intermediaria
= Aumento na cobertura do metaboloma ga I Atta eficiéncia
2 024
o
Figura 7. Efeito do emprego de fosfato em MP para analise metabolomica. (A) 0l — =
Representacédo do efeito da adicdo de fosfato MP na separagdo cromatografica no modo _Nao Sim_

HILIC. (B) Eficiéncia cromatografica para 65 padrbes analiticos com o emprego de MP

com e sem fosfato (5 uM de fosfato de amoénio). Adaptado da referéncia [5].
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HILIC

Presenca de
fosfato na MP




TAMPOES E ADITIVOS

(A) Silica: 0,5 mM NH,OAc (C) silica: 0,5 mM Ba(OAc),
142434445 o b
= Tracos de ion Ba?* 4 5
» Aumento da seletividade . . . | ' v . - ‘
i : (g)S'I' 105 nia(cug) ) i
= ilica: 0,5 mM Ba 4)2
B) Silica: 0,5 mM NH,CIO
* NH,OAc e NH,CIO, =t il T2
1+2+3+4+5
4 s
= LC-UV-Vis
= Alteracdo do comportamento  ° L 2 0 2 4 6
Tempo (min) Tempo (min)
de eluicéao

Figura 8. Avaliacdo da seletividade de seletividade do modo HILIC para 5 acidos sulfonicos
empregando 4 tampdes diferentes em MP (ACN:H20; 90:10 v/v). (A) Silica com 0,5 mM de
NH40Ac, vazéo: 0,425 mL min-, (B) silica com 0,5 mM de NH,CIO, , vazao: 0,425 mL min-,
(C) silica com 0,5 mM Ba(OAc)2, vazdo: 1 mL min-t, (D) silica com 0,5 mM Ba(CIO,),, vazéo:
mL min-i. Analitos: (1) acido antraquinona 2-sulfénico, (2) acido p-xileno 2-sulfénico, (3) acido
benzeno sulfénico, (4) &cido anilina 2-sulfénico, (5) acido 4-hidroxibenzenossulfénico. Adaptado
da referéncia [6].
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FASES ESTACIONARIAS Grupos

= Crescimento do mercado

v Silica
= Atendimento de diferentes aplicacoes

v Silica quimicamente ligada
= Obtencéao de alta seletividade

v' Fases zwiteribnicas
= Eficiéncia de separacao

= (Classificacdes —

v Liquidos lénicos

Hydrophobicity v' Suportes hibridos
o High v' Colunas monoliticas
pH Range

0 2to 8 14
Pore Size

D — - v SP revestidas ou ligadas em polimero

0 120 300
Particle Size Zpm, 5pm

Carbono grafitico poroso (PGC)
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FASES ESTACIONARIAS Silica

Repulsao

= Aplicacodes: A
eletrostatica

v' FArmacos

0 0

v' compostos polifendlicos | | | |
. —0—8IOH | —D-—Sf—ﬂ—Sf—H
. . . |
= Vantagem frente a SP quimicamente ligada | (B | {|-’. 0
= Compostos fortemente acidos e basicos = Limitac&o! 0 SIOH 0 Sr' 0 SIH
| , 0 o0 o0
= Menor quantidade de dgua na MP ; |
0 5‘] OH I —O0—SI—0— S:I —H
= Classificacdes: | g i (|) 0
[ |
v’ Tipo A: precipitacdo de uma solucdo contendo silicatos : i |
acidificada. Cuidado! - impurezas - Deformacotes
. - o . . (a) Silica do tipo (b) Silica do tipo
v' Tipo B: agregacéo de silica sol no ar > Estabilidade quimica AeB c
(pH 9). Cuidado! - TFA (supresséo da ionizacado dos grupos
silanol) Figura 9. Representagdo da superficie da silica gel nos tipos A e B (a) e do tipo C

(b). Adaptado da referéncia [1,9].
v' Tipo C: hidrdlise da superficie da silica = Menor polaridade.
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FASES ESTACIONARIAS

= Diol-Silica

v" Inicialmente para separacao de proteinas

v' Problemas de adsorcéao da silica pura

<\

Elevada polaridade + Formacao de
ligacbes de hidrogénio
Decaimento das IE

Maior interacéo Analito-SP

Interacao hidrofilica

DN N NN

Separacao de mistura de isdbmeros

G\)VGH

SEMINARIO

Silica quimicamente ligada

10.0 1

2
|
5.0
.

5 . .
=g 1 — : S F—
E 0.0 5.0 10.0 15.0 200 250
R |
2 145 5 Cis-4,5-dimetoxi
P | imidazolidina-2-  2p
@ 100 tiona ' . o . .
2 trans-4,5-dimetoxi imidazolidina-2-tiona

1 -1b
. 2a

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Tempo de retencdo (min)

Figura 10. Cromatogramas de cromatografia liquida para a separacdo dos isébmeros dos
isbmeros  cis-4,5-dihidroxi imidazolidina-2-tiona (1a), trans-4,5-dihidroxi imidazolidina-2-tiona
(1b), cis-4,5-dimetoxi imidazolidina-2-tiona (2a) e trans-4,5-dimetoxi imidazolidina-2-tiona (2b)
com emprego (a) de coluna analitica com SP de silica (coluna Zorbax RX-SIL 4.6x150 mm,
diametro de particula 5 um), MP isopropanol/1,2-propanodiol (94:5:1, viviv) e (b) coluna analitica
com diol quimicamente ligada a silica (coluna Luna HILIC 200 A, 4.6x150 mm, diametro de
particula 5 ym), MP acetonitrila/agua (95:5, v/v). Adaptado da referéncia [10].

HILIC 12




FASES ESTACIONARIAS

» Alquilamida ligadas a silica

v’ separacao cromatografica de horménios
sexuais femininos

v’ Sintese em conjunto com a SP do tipo
amino-ligada de forma mista com
cloretos de acetil + hexanoil ou estearoil

v" Mix contendo diferentes tipos de ligantes
(-CN, -Ph, -C8 e -C18)

|

Multiplas interacGes do analito com a SP -

Silica quimicamente ligada

(a) Alquilamida (d) Amino
Cl)H
qO;’\S;\\/\/NH NH2
O—S.WNH
0
(b) Amida (e) Ciano
NH, (o]

M RN

O—/\R m n N
(c) Mix

Figura 12. Representacdo da superficie da silica gel quimicamente ligada
com grupos (a) alquilamida, (b) amida, (c) mix de ligantes, (d) amino e (e)
ciano. Adaptado das referéncias [12,13].

separacao de nucleosideos
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FASES ESTACIONARIAS

= Aminoéacido e peptidica

Aplicacbes

v' Aminoacidos

v Peptideos

Mecanismo complexo

“Quadrupolo”

Multipontos de interagcdes analito-SP

$

v Anibdnicos (silanol residual, grupos carboxilicos)
v Catibnicos (grupos aminos protonados)

= LigacOes de hidrogénio dependente do
tipo de aminoacidos

SEMINARIO

HILIC 14

Silica quimicamente ligada

= Diferencas de pH - Ativacdo de mecanismos de
separacao diferentes

= Distribuicao de cargas

H NH
NH, H
o o
HN o) o pK,=62-68 HN
HN z NH
0= 0=
NH NH
OH OH
OH Silica i

Figura 13. Estrutura de aminoacido e peptidica quimicamente ligadas em
silica em estado néo ionizado. Adaptado da referéncia [14].



FASES ESTACIONARIAS Fases zwiteridnicas

* Mecanismos de separacao

= AplicacOes
v’ Particao hidrofilica dos analitos SP-MP

v Combinacéo de sitios ibnicos com v" Nucleotideos de piridina
adsorcdo de analitos polares sobre a SP v' Metabolitos
- ion-ion e ion-dipolo v’ Peptideos

v' Fracas interacfes eletrostéaticas v' Polissacarideos

v Aminoacidos em bebidas
= (Cargas (+) e (-) em proporcéao 1:1

= Tipos de SP

v’ Sulfalquilbetaina

v’ Peptidica

v ino-
Figura 14. Representacdo da estrutura da SP zwitteridnica Amino-fosfato

com contendo N, N, N-trimetil taurina ligada a um silano. v Glutationa (GSH)
Adaptado da referéncia [15].
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FASES ESTACIONARIAS Fases zwiteridnicas

=  Sintese amino-fosfato zwiteridnica

= Aplicacdes: vitaminas hidrossoluveis, acidos organicos e nucleosideos

» [atores cruciais para os mecanismos: MP, tampao e temperatura do forno da coluna

O
OH 1 NH
Silica gel % + {HEED}JE':’P“-"'“'“N";IHVNHE Tnluenn-l-trletllamma-_ : O
% N-g | 130°C /13 horas | "
OH -B-aminoetil-y- 4 NH,
: aminopropil- JEIMN’“‘W
Oxicloreto de trimetoxissilano 0

Fosforo o
%éiMNWNHE ) Carga positiva

H
POCI;+ 2,4,6-collidine

Y
O-

12 horas

. : , =0 o a
Figura 15. Procedimento de sintese da SP do tipo amino-fosfato zwiteridnica. Adaptado da referéncia [16].
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FASES ESTACIONARIAS

SEMINARIO

Caracteristicas

v Alta condutividade

Média estabilidade térmica

Interacdes de solvatacao variada

Ampla faixa de miscibilidade e viscosidade

Reutilizacao

» Modos de separacao

Dependéncia da

estrutura do IL ¥ HILIC
+ q— v NPLC

Proporcdes de v IEX

cations e anions

Liquidos IGnicos

= Mecanismos de separacgao

DN N N N N

Particdo hidrofilica

Processos de interacao por solvatacao
Troca idnica

Ligacao de hidrogénio

TT-T7 stacking

Interacdoes dipolares

17




FASES ESTACIONARIAS Liquidos I6nicos

= Sintese amida funcionalizada em imidazdlio ligada em silica
= Separacdo de nucleosideos em amostras complexas como urina e mistura de flavonoides em soja
= Seletividade é otimizada - maior quantidade de sitios ativos para diferentes mecanismos de interacéo do analito-SP

0]

AN \/[L e Y /Y““z
N N + ; Agitacaopor 48 h N N
/\ \___/ ’ NH \ ® [ Bl

Bromoacetamida
\ ® ;“/Wf
Br
Silica modificada com 3-mercaptopropil o

0 NH,
o>s-/\/\s/\/’“/@\~/\r
iz \ | B I

Figura 16. Sintese de amida funcionalizada em imidazdlio ligada em silica. Adaptado da referéncia [18].

Vinilimidazol
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FASES ESTACIONARIAS Liquidos I6nicos

= Nanomateriais de carbono (CNMs) = CDs: Tamanho entre 1 a 10 nm

v' Caracteristicas: Alta dispersdao em agua, alta biocompatibilidade e baixa
= Vantagens:

toxicidade
O OH
v’ Alta area superficial oY o
i _— AL BrOH,CHONH, © HO on
v Estabilidade térmica N"ON '“ ——— <O ABIA NI, OH g
=/ cCN\, 80
. ~ - 200, 4h
v' Capacidade de adsorcédo \=/
v’ Estabilidade mecéanica )
e O SIENH., EDC/NHS
Mo Sik- . J b
v' Durabilidade ﬂ ° -
] DES, 60T
v' Resisténcia a corrosdo Ho” 5 Tcoon
=  Materiais: A Sil-lmCDs
O
v" Nanodiaman Xi , ~OH
anodiamantes oxidados - —— @:::3\5/\/\'\' |
v Fulereno - *SCOOH

v' Pontos de carbono (CDs) Figura 17. Sintese de imidazoélio IL derivados de pontos de carbono funcionalizados em silica

(Sil-ImCDs). Adaptado da referéncia [19].
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FASES ESTACIONARIAS

= Maior eficiéncia cromatografica e

seletividade

» Sulfametoxina com 75000 pratos
teoricos/m (Sil-ImCDs) Vs 43200

pratos tedricos/m (Sil-Im)

SEMINARIO

400 -
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100 -

Nucleosideos
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200+
(b) si-MIm
8 9
K
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(c) Sil-NH,

8 9
A Y o .

L) . 1 o L] L L] v L] g 1

20 30 40 50 60 70
Tempo de retengao (min)

Figura 18. Separacdo cromatografica de 8 nucleosideos (1.timina, 2.timidina, 3.uridina, 4.adenina,
5.citosina, 6.guanina, 7.citidina e 8.guanosina) e 9 sulfonamidas (1.sulfonamida, 2.sulfapiridina,
3.sulfametazina, 4.sulfamerazina, 5.sulfametoxina, 6.sulfametoxina, 7.sulfadiazina, 8.sulfatiazol e
9.sulfaisoxazolas) empregando SPs imidazodlio IL funcionalizado em fase estacionaria de silica (Sil-
MIm), aminopropil suportado em silica (Sil-NH2) e imidazolio IL derivados de pontos de carbono
funcionalizados em silica (Sil-ImCDs). Adaptado da referéncia [19].

HILIC
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FASES ESTACIONARIAS

= Materiais organico-inorganico hibridos

= Aumento de 10x da estabilidade quimica
» Remocéao de 1/3 dos grupos silanol

» pH mais alcalinos (11)

= Temperaturas elevadas

= Caracteristicas:

v" Menor acidez dos grupos silanol
v" Maior tempo de vida util da SP
v Boa resisténcia mecanica

v" Regulacao pH 2> IE

SEMINARIO

Suportes hibridos

SP hibrida com ponte
de etileno - BEH

!

oH CH CH _H CH C

. Si S Si |5i S Z
o |~ | N ‘“cj’lr‘“m’ “‘*cf’}“‘u"
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= %8s s 5||4 S |5.
d’uk heg “gf"“c( “*d’|‘“‘~u"
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2z

\

O

OH CH OH
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0 i:r

|
e
o 0 @

Figura 19. Estrutura da SP do tipo BEH. Adaptado da referéncia [20].
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FASES ESTACIONARIAS Suportes hibridos

= Materiais organico-inorganico hibridos

Silica nao derivatizada BEH nao derivatizada

= Aumento de 10x da estabilidade quimica 2 (A)  10Injecdes || ** (B) | 10 Injecdes
ED-W 1 2 :. 3 in;g . . i
= Remocéao de 1/3 dos grupos silanol | | |
B.00 / ' 0.0
. . 0.30 5 1 - 0.0 | | . o
= pH mais alcalinos (11) o | 800lInjecoes || * . | 1000Injectes
| [ 2 1 2|3
0.0 L 2 |3 010
= Temperaturas elevadas o0’ ' 0 |
0 1000 InjegSes . | 2000 Injecoes
= Caracteristicas: 2 | 2™
0.0 1 2 3.; 8] 1 2 |3
v" Menor acidez dos grupos silanol "0 o ok o o 1w 12 14 1m0 140 200 | om 020 0a 06 0w 100 12 140 18 180 24
Tampo (minubos) Tampo (minubos)

v' Maior tempo de vida util da SP

v Boa resisténcia mecanica Figura 20. Teste de estabilidade quimica das colunas de silica (A) e BEH (B)

" em pH 5. Gradiente de 1-99% de MP B durante 2 minutos. Vazdo a 0,5 mL
v" Regulacao pH 2 IE P ’

min-t. Compostos avaliados Picos: (1) uracil, (2) 5-fluorocitosina e (3) citosina.

Adaptado da referéncia [20].
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FASES ESTACIONARIAS

» [Fator de retencao dependente do pH

= Aplicacoes

Carboidratos
Anti-histaminicos
Fosfolipidios em alimentos
Gendmica

Pteridinas

Aminoacidos

Glicerol

D N N N N Y NN

Drogas de abuso

SEMINARIO

Suportes hibridos

7.0 -
6.5 4
Pseudoefedrina

= 6.0 4
zg Catina/ efedrina
e 554
3 . _
o Fenilpropanolamina
= 504
[}
T
o 451
-
w
- 4.0 - QP —“ Metilefedrina
X

3.5 1

3.0 4

X
2 5 ] L] L) ' J
2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 50 5.5

pH

Figura 21. Fator de retencéo (k) de efedrinas em coluna BEH HILIC em
funcdo do pH. Temperatura do forno da coluna: 50 °C. MP: CH3CN:200
mM tampdo acetato de amoénio (95:5, v/v). Analitos: efedrina (m),
fenilpropanolamina (A), catina (o), metilefedrina (x) e pseudoefedrina (0).
Adaptado da referéncia [21].
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FASES ESTACIONARIAS Colunas monoliticas

» Classificacao:

= Combinac&o de micro ou mesoporos
v" Organicos (polimerizacao térmica ou fotoiniciada)

= Rede de poros v' Inorganicos (transicéo sol-gel de alcoxissilanos)
~ ~ v Materiais organico-inorgéanico (hibridos)
= Retencao e separacao

» Seletividade dependente dos GF = Vantagens:

) L v Elevada permeabilidade
v Alcool polivinilico

v Diol 7 Pelepifiee v Baixa compressdo da MP
v Ciclodextrina v' Andlises + rapidas

v Sulfoalquilbetaina v' Eficiéncia em altas vazdes
v Poli (succinimida) = Aplicacdes:

v" Polietilenoglicol v FArMacos

v" Pentafluorofenilpropil v Metaboldmica

v Bioanélises
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FASES ESTACIONARIAS

= Alternativa a silica gel
» Folhas de grafite de alta pureza
= Estrutura esférica porosa
» Retencdo de compostos polares por Transferénciade e-
= Nuvem eletrénicado PGC
A)

= Maior efeito PREG (polar retention effect on grafite)

guando os analitos polares estdo ligados a anéis

aromaticos ou par de e

» Sobreposicdo dos orbitais e condutividade

Carbono grafitico poroso (PGC)

= Aplicagoes

v' Carboidratos
v" Hidroxila
v' Carboxila

v' Amino

|\’
T

...........

= Alta estabilidade térmica e quimica (T> 200 °C e pH 0-14)

» Variada modificagfes da superficie do carbono

Forcas atrativas

lretencao em SP

—

convencionais

; 2

't ot b ‘I_!_ITT 2t sk bk s i i a

G el i il il b | =\

—

.......

Forcas repulsivas

Figura 22. Representacao do efeito da retencao de analitos polares em que (A)
cargas positivas e (B) cargas negativas, ao se aproximarem da superficie do PGC

resultam em dipolo induzido por carga na superficie do grafite. Adaptado da
referéncia [25].

SEMINARIO

HILIC
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— 2000

FASES ESTACIONARIAS sl (0 257 I

= Polimeros qF

viivaas s dhriva v viaree e ravy T " v "

S
w
|

= Acetato de polivinila (PVA) funcionalizado em PGC

PGC
— 1200

Caracteristicas:

Maior permeabilidade (pressao 50%|)
pH 1-12,7 unidades

Absorbancia (AU)

s — 800
Formacao de hidrogéis porosos

Pressao da coluna (PSl)

Entre 70000-118000 pratos/m (citosina e resorcinol) PVA-PGC i

Excelente eficiéncia cromatografica — 400

Maior simetria vs PGC _ L

PVA predominantemente neutro 0 4 8 12 16
_ _ _ Tempo (min)

Adicao de grupos funcionais carregados '

. . Figura 24. Cromatograma da separacao dos nucleosideos (1) uracilo, (2)
Dopagem (como amonio quaternario ou cloreto de 5 metiluridina, (3) uridina, (4) adenosina, (5) citosina, (6) inosina e (7)
citidina empregando as SP PGC e PVA-PGC. MP: 88% ACN/ 6% H20/ 6%
formato de amonio (250 mM, pH 8,2, (v/v/v). Temperatura do forno da
coluna: 35 °C. Detecao por UV-Vis em comprimento de onda de 254 nm.
Adaptado da referéncia [27].
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FASES ESTACIONARIAS SP revestidas ou ligadas em polimeros

» Problemas da silica gel OH
OEt Piridina O S
= Ampla faixa de pH O 050‘2: —— '
p . - : - "OH Refluxo
= Polimero hidrofilico - revestimento da silica 24h Vinil-Sil
= Aplicagoes CH3OH, AIBN
65°C,12h
v i :
Nucleosideos o-si/"8 si Benzil mercaptano
v Compostos basicos o OFt
v' Sulfonamidas 09>3i—\/_c,
/
v' Sacarideos OBt ore-Sil O
OH
- Slntese PVA Bte S|I 1 - on
. 90°C_ Filtro 140°C OH
0,5h Th ‘
..... OH
Figura 35. Demonstracdo da .
ha | 4/\(1’" PVA-Bte-Sil “.. OH
hidrofilia de Bte-Sil e PVA-Bte- OH
Sil em agua pura. Adaptado da Figura 25. Esquema de sintese da SP PVA-Bte-Sil. Adaptado da

referéncia [29]. referéncia [29].
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FASES ESTACIONARIAS

0.5 — 14243
4+7
0.4 —
- 65
=)
< 03—
=
3
S Bte-Sil
2 524 3 )
E 0.2 — ! s 7
< A AN
12 *3~4+5 . , XAmide
0.1 — "_ ._" /] , .
B 12,3 45 6 7 Silica pura
- A
PVA-Bte-Sil
' | ' I ' l ' | ' |
0 4 8 12 16
Tempo (min)
SEMINARIO

SP revestidas ou ligadas em polimeros

PVA-Bte-Sil

v Melhor performance

v' Menor efeito de cauda

v' DSR intraday e interday inferiores
a0,22% (n=9) e 0,45% (n=3)

v' Estabilidade SP

Figura 26. Sobreposicdo de cromatogramas da separacdo cromatografica
de (1) uracil, (2) 5-metil uridina, (3) uridina, (4) adenosina, (5) adenina, (6)
citosina, (7) citidina empregando colunas analiticas Bte-Sil, XAmide, Silica
pura (Bare silica) e PVA-Bte-Sil. Adaptado da referéncia [29].
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FASES ESTACIONARIAS SP revestidas ou ligadas em polimeros

. . . - ~ r
= Poliacrilamida (PAM) Mampmag?jcc)) Cri:veess?ierﬁzztg
=  Altamente hidrofilico

= Grupos carbomoil O
= Revestimento fo‘a@ 7
Q‘}
Aquecimento/
v Dissolucéo dos reagentes OH agitacao
| > Zc:amadas
v Aguecimento OH Evaporacio
v Agitacao OH
v Evaporacao ‘f"”z“'”]_ Jcamadas
Silica gel a:‘l*=“n
NH2

= PBaixo custo
PAMSIl

= Sintese simples _ _
Figura 27. Esquema de sintese da SP PAM-Sil. Adaptado da referéncia [30].
m

= Ambientalmente amigavel

= Maior tolerancia ao pH
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FASES ESTACIONARIAS SP revestidas ou ligadas em polimeros

= PAM-SIL 3 camadas

v Melhor performance v Lactose - 67000 pratos tedricos/m

v' 10 sacarideos v Aumento de 235% comparado a silica

. —  PAMSES 2 — silica gel — NH-Sil

. B
I
' € 94 I |‘U|| I‘ 10
NN~ \ x..JLJ\_,
o &5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 3 0 10 20 30 40 50
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)

Figura 28. Cromatogramas empregando SPs PAM-Sil 3 camadas, silica gel e NH,-Sil, para separacdo dos sacarideos (1) D-ribose, (2) xilose, (3)

arabinose, (4) frutose, (5) glicose, (6) sacarose, (7) maltose, (8) lactose, (9) melezitose, (10) rafinose. Adaptado da referéncia [30].
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FASES ESTACIONARIAS MONs (Microporous organic networks)

» Subclasse dos po“’meros microporosos = Core-shell MON'ZCOOH@S|02 micrOSphereS
» Caracteristicas: = Modo misto em RPLC/HILIC
gt
v' Grande area superficial v" Hidrofdbico

v" Boa hidrofilicidade v" Hidrofilica
v' Tamanho de poro regular
v' Estabilidade térmica e em solventes

v’ Estrutura projetavel

OH

\
—0, 0

\O'Si\/\/Br
OH— Br

Anhydrous
OH DMF 90 °C

HO

Cul, Pd(PPh,),Cl,
90°C, 48 h

OH

Br
SiO, SiO,-Br MON-2COOH@SIO,

Figura 29. Esquema de sintese de microesferas MON-2COOH@SIiO2. Adaptado da referéncia [35].
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FASES ESTACIONARIAS MONs (Microporous organic networks)

= Aplicacoes:

—

v" Nucleosideos 4
v Acidos nucleicos 85% ACN

v" Flavonobides

v" Herbicidas 87% ACN

= Boa seletividade

» RSD<3,1% (n=3) 89% ACN.

v

\J v L v L) o A w

0 10 20 30 40 50 60
Tempo de retencao (min)

Figura 30. Separacéo por HPLC de nucleosideos e bases
nucleicas em coluna MON-2COOH@SiO2 com diferentes
proporcdes de ACN/H20O como fase movel. Condicoes
cromatograficas: vazdo: 1,0 mL min™!; Comprimento de
onda de deteccao UV: 254 nm. Picos: 1, uracil (0,25 mg
mL™1); 2, adenosina (0,25 mg mL™); 3, adenina (0,25 mg
mL™1); 4, guanosina (0,25 mg mL™) [35].
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CONCLUSAO

» Ferramenta promissora em diferentes aplicacdoes com boa retencéo de compostos polares

= Os mecanismos de separacdo envolvem nao somente a particao hidrofilica caracteristica da técnica,
mas também interacbes secundarias como as eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio entre outras
interacdes intermoleculares

= Desenvolvimento de novas tecnologias para sintese de SP, ndo estando restrita ao desenvolvimento
de grupos quimicos ligados a silica, mas também ao emprego de liguidos ibnicos, suportes hibridos,

polimeros e carbono grafitico poroso
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CONCLUSAO

» Expectativa na evolucéo de materiais para SP que atendam a HILIC e RPLC

» Ampliacdo do potencial de separacao de compostos de ampla faixa de polaridade com eficiéncia

» Para atender as necessidades de uma separacao cromatografica com maior eficiéncia e menor efeito
de cauda, a MP em HILIC pode ter seu potencial de eluicao dos compostos aprimorado com a adicéo
de tampdes e aditivos, aumentando a cobertura de moléculas e minimizando os erros de deteccao

durante o processamento de dados
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