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EPIGRAFE

“Os sonhos ndo determinam o lugar que vocé vai
estar, mas produzem a for¢a necessadria para o
’

tirar do lugar em que esta.’

(Augusto Cury)



RESUMO

As fases estacionarias (FE) s@o as principais responsaveis por todo o processo quimico e
fisico-quimico de separagdo das substancias por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Apesar
de todo avango alcangado em termos de desempenho e seletividade, os materiais convencionais
baseados em Silica-Cig ainda sao limitados em relagdo a analise de substancias hidrofilicas,
apresentando baixa retencao e dificuldade de separagdo. FE recobertas com polimeros com
grupamentos hidrofilicos apresentam-se como uma alternativa para os materiais convencionais,
fornecendo maior retengdo e melhor separagdo para substancias hidrofilicas. Neste trabalho uma
fase estaciondria baseada na imobilizagdo térmica do poli(glicidoxipropilmetil-co-
dimetilsiloxano) sobre silica, Si(PGPMS), sera avaliada como alternativa simples e de baixo
custo para analise eficiente de misturas de compostos polares. Para tal, as propriedades de
retengdo cromatografica da fase Si(PGPMS) foram estudadas a partir da separagdo de protocolos
de misturas testes padrdo (mistura hidrofilica, Protocolo de Tanaka, NIST SRM 870®), o que
possibilitou estabelecer que a fase estacionaria Si(PGMS) atua como fase reversa, eluindo
primeiramente compostos mais polares e posteriormente compostos hidrofobicos. As fases
Si(PGPMS) apresentam uma peculiaridade em relagdo a composi¢do da fase movel (FM) nas
analises das misturas testes padrdo, tendo em vista que o aumento da porcentagem de 4gua na
FM resultou em um melhor desempenho e uma maior eficiéncia na separacdo de compostos
polares. A partir destas informagdes, a potencialidade de aplicacdo da fase Si(PGPMS) foi
avaliada pela separagdo de uma mistura de farmacos, obtendo separagdo eficiente com uma alta

porcentagem de 4gua na fase moével.

Palavras-chave: Fases estaciondrias, imobilizagdo térmica, poli(glicidoxipropilmetil-co-

dimetilsiloxano), compostos polares, cromatografia liquida em fase aquosa.



ABSTRACT

The stationary phases are the main responsible for the entire chemical and physical-
chemical process of separation by high-performance liquid chromatography. Despite all the
advances achieved in terms of performance and selectivity, conventional materials based on
Silica-Cis are still limited in relation to the analysis of hydrophilic substances, with low retention
and difficulty in separation. Polymer-coated stationary phases containing hydrophilic groups are
presented as an alternative to conventional materials, providing greater retention and better
separation for hydrophilic substances. In this work, a phase based on the thermal immobilization
of poly(glycidoxypropylmethyl-co-dimethylsiloxane) on silica, Si(PGPMS), was evaluated as a
simple and low-cost alternative stationary phase for efficient analysis of mixtures of polar
compounds. For this purpose, the chromatographic retention properties of the Si(PGPMS) phase
were studied from the separation of protocols from standard test mixtures (hydrophilic mixture,
Tanaka Protocol, NIST SRM 870®), which made it possible to establish that the Si(PGMS) acts
as a reversed-phase, eluting more polar compounds first and then hydrophobic ones. The
Si(PGPMS) phase presents a peculiarity in relation to the composition of the mobile phase in the
analysis of the standard test mixtures, considering that the increase in the percentage of water in
the mobile phase resulted in better performance and greater efficiency in the polar compound
separation. From this information, the potential application of the Si(PGPMS) phase was
evaluated in the separation of a mixture of drugs, obtaining efficient separation with a high

percentage of water in the mobile phase.

Keywords: Stationary phases, thermal immobilization, poly(glycidoxypropylmethyl-co-

dimethylsiloxane), polar compounds, per-aqueous liquid chromatography.
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1 INTRODUCAO

Os métodos de separagdo estdo presentes durante quase toda historia da humanidade
(COLLINS, 2009). Procedimentos como remoc¢ao de contaminantes por filtracdo em areias ou de
excesso de sal por contato com certas folhas encontram-se descritas na Biblia e em trabalhos
gregos e egipcios antigos. Processos de separacao como destilagdo e extracao por solvente foram
utilizados pelos alquimistas. No século XVI foram apresentados os resultados da “adsor¢ao” em
um processo de preparacgdo de vinho branco a partir o vinho tinto. O procedimento de “filtracao”,
no século XIX, foi aplicado em diferentes solidos para remog¢do de alguns componentes ou
fracionamento de liquidos, enquanto outros fizeram esses fracionamentos em papel (COLLINS,
2009).

O século XX foi considerado como o “século da cromatografia”, levando em
consideracdo que essa técnica foi permitiu o desenvolvimento de varias areas das ciéncias fisicas
e biologicas durante todo esse século. No momento, existem indicagdes que a cromatografia e
suas técnicas relacionadas também proporcionardo relevantes contribuigdes no século XXI
(COLLINS, 2009).

Dentro das técnicas cromatograficas, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC,
high-performance liquid chromatography) ¢ a técnica de separacdo mais versatil e mais
abrangente para resolver misturas de compostos com as mais variadas estruturas quimicas, tendo
em vista que € uma técnica analitica empregada para fins qualitativos e quantitativos (TONHI et
al., 2002). A HPLC em menos de 30 anos passou a ser um método muito utilizado na industria
farmacéutica, em determinagdes ambientais, na industria alimenticia entre outras (FARIA;
COLLINS; JARDIM, 2009), principalmente devido as suas determinagcdes com alta
detectabilidade e a possibilidade de determinar espécies ndo volateis (TONHI et al., 2002).

A técnica HPLC consiste em um sistema de pressao elevada que forca a passagem da
fase movel (FM) através de colunas fechadas que possuem a fase estacionaria (FE) (HARRIS,
2010), dessa maneira a FM ¢ capaz de distribuir os componentes da amostra pela FE, permitindo
que os componentes seletivamente fiquem retidos pela fase estaciondria. Essa pequena
quantidade de amostra ¢ introduzida por meio de uma valvula de injecdo, sendo arrastada pela
fase movel através da coluna chegando até o detector (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A determina¢do da modalidade em que se atua a HPLC ocorre de acordo com os
mecanismos de separacdo promovidos por suas fases moveis e fases estaciondrias. A modalidade
mais tradicional da HPLC ¢ a cromatografia liquida de fase normal (NP-LC, normal-phase liquid

chromatography), na qual emprega-se uma fase estacionaria polar — silica ou alumina — e uma
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fase movel apolar (VIGNA, 2004). Porém, a NP-LC ¢ cada vez menos utilizada principalmente
por usar fases méveis que empregam solventes mais toxicos, como cloroformio e diclorometano.
Com isso uma segunda modalidade da HPLC ganhou mais espaco no meio académico e
industrial, essa modalidade ¢ a cromatografia liquida de fase reversa (RP-LC, reversed-phase
liquid chromatography), na qual emprega-se uma fase estacionaria constituida de uma camada
fortemente apolar retida na superficie e poros de um suporte inorganico e uma fase mével com
eluentes misciveis em agua, incluindo a agua (MEYER, 2010).

A fase reversa apresenta uma série de vantagens em relagdo a fase normal, por isso vem
sendo empregada em mais de 90 % dos laboratorios de andlise. Esta popularidade da fase reversa
¢ devido a (1) utilizagdo de fases moveis menos toxicas e mais baratas, como metanol e agua; (ii)
tendéncia em adquirir rapido equilibrio da coluna ap6és a mudanga de fase movel; (iii) boa
reprodutibilidade dos tempos de retencdo; (iv) possibilidade de eluicdo por gradiente, resultando
em uma melhor separacdo e rapidez nas andlises; (v) a separacdo de solutos de diferentes
polaridades, massas molares e funcionalidades quimicas (TONHI et al.,2002).

A ampla aplicabilidade da RP-LC é o que impulsionou e continua impulsionando o
desenvolvimento de novas fases estacionarias, uma vez que as fases estacionarias reversas
possuem a inversdo de seletividade com a introdugdo de grupos organicos sobre o suporte de
silica (MALDANER; JARDIM, 2010; FARIA; COLLINS; JARDIM, 2009).

Dentre as FE, a mais comumente utilizada na modalidade de fase reversa sdao as do tipo
organossilano, nas quais os agentes silanos, principalmente octadecilsilano (Cig) e octilsilano
(Cg), se ligam quimicamente aos grupos silanodis da silica (TONHI et al., 2002). Devido a
interacdo entre a silica e o agente organossilano ocorre uma maior estabilidade entre as ligagdes
siloxano, provocando uma maior estabilidade hidrolitica a fase estacionaria (MALDANER;
JARDIM, 2010).

As fases quimicamente ligadas possuem desvantagens e a mais relevante delas € que
somente um numero limitado de grupos silanois, 50%, reage com os sitios ativos do suporte
cromatografico. Os agentes silanos (Cig e Cg) empregados nas reagdes sdo volumosos causando
o impedimento estérico para reagcdes com sitios ativos vizinhos, que ocasionam baixa
concentracdo do ligante na superficie da silica. Os silan6is que nao reagem (silanois residuais)
sdo acidos e podem alterar o mecanismo da retencdo da fase estaciondria ao interagirem com
compostos basicos. O ideal é que o suporte apresente a menor quantidade possivel de silandis
residuais, sitios que ndo reagiram com o agente silano ou com as espécies organicas que sao
imobilizadas, sorvidas ou ligadas quimicamente no suporte cromatografico. (KIRKLAND, 2004;

ENGERLHARDT; BLAY; SAAR, 2005; FARIA, 2006).
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1.1 Suportes cromatograficos

As fases estacionarias reversas sdo compostas de uma camada organica sorvida, ligada
quimicamente ou imobilizada fisicamente a um suporte cromatografico inorganico. Contudo, o
material empregado como suporte necessita de caracteristicas fisico-quimicas e morfoldgicas
adequadas para que a FE apresente desempenho eficiente nas andlises cromatograficas. O
suporte cromatografico ideal deve apresentar as seguintes caracteristicas (FARIA, 2006):

= Ser suficientemente poroso, permitindo que o liquido seja absorvido por seus poros;
= Apresentar diametro médio de poros entre 5 ¢ 100 nm, uma vez que poros muito estreitos
dificultam a transferéncia de massa podendo ocorrer efeitos de exclusdao por tamanho, ao

passo que poros largos impedem a fixagdo do liquido estacionario por forga capilar, e,

desta forma o liquido pode ser removido com a passagem da fase movel;

= Apresentar alta concentracdo de grupos ativos em sua superficie para favorecer a
adsor¢ao do liquido estacionario ou a reagao de fixagao;

» Possuir area superficial especifica suficientemente grande para aumentar a capacidade de
aceitagdo da amostra;

» Possuir resisténcia mecanica elevada para que o suporte seja capaz de resistir as altas
pressdes necessarias em RP-LC;

= N3ao apresentar reatividade quimica, para ndo reagir com os componentes da amostra.

Os suportes cromatograficos sdo baseados em polimeros inorganicos, organicos ou
hibridos. O 6xido de silicio (SiO2), mais conhecido como silica, ¢ um suporte cromatografico
inorganico e ¢ o suporte mais utilizado na cromatografia por apresentar caracteristicas mais
adequadas, tais como: boa resisténcia mecanica, estabilidade quimica e térmica, area superficial
e estrutura de poros controldveis e grupos silanodis (hidroxilas) suscetiveis a posteriores
modificacdes (NAZARO; LANCAS, 2013). A superficie da silica apresenta pelo menos trés
tipos distintos de grupos hidroxilas, tais como os silandis isolados ou livres, os silandis vicinais e

0s geminais, como mostrado na Figura 1 (ZHURAVLEYV, 2000).

Figura 1. Tipos de grupos silandis e ligacoes siloxano na superficie da silica.
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Isolado Vicinal Geminal Ligagao siloxano

Fonte: FARIA, 2006
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As propriedades da superficie da silica amorfa, que ¢ considerada como um o6xido
adsorvente depende de dois fatores: (i) da concentracdo e distribui¢do dos grupos silanois e (ii)
da estrutura porosa da silica (FARIA, 2006). Por exemplo, uma concentragdo suficiente dos
grupos silanois na silica garante uma superficie altamente reativa e hidrofilica.

Contudo, as fases baseadas em silica sdo limitadas por dois aspectos. O primeiro aspecto
esta relacionado a nao homogeneidade da superficie da silica, que apresenta distintos tipos de
grupos silanois, os quais prejudicam a funcionalizagdo e o mecanismo de reten¢do. De acordo
com a teoria de Bronsted-Lowry, os silano6is(-SiO-H) sdo 4cidos e podem interagir com
moléculas basicas, como farmacos, bio-organicos, entre outros, ¢ adsorvé-las reversivel ou
irreversivelmente, ou seja, interagir fortemente com os grupos acidos dos silandis na superficie
do suporte de silica que ndo foram protegidos pela camada organica. Quando a adsorcdo ¢
reversivel a adsor¢do, tem-se a adversidade de picos largos, assimétricos € com cauda, que sao
dificeis de serem resolvidos quantitativamente, além de poderem se sobrepor ou interferirem nos
picos de outros compostos que eluem com tempos de retengao parecidos. No caso da adsorcao
irreversivelmente, os compostos ficam depositados na superficie cromatografica restringindo o
transporte de massa, bloqueando sitios de interagdo e criando sitios ndo especificos, afetando o
desempenho da coluna, podendo levar a deterioracao da fase estacionarias (TONHI et al. 2002).

O outro aspecto limitante ¢ a instabilidade da silica e das fases estacionarias baseadas em
silica causada por fases moveis acidas e basicas fora da faixa de pH 2 a 8. Essas fases moveis
atacam os grupos silandis e siloxanos provocando a perda da FE ou dissolvem o suporte gerando
um colapso da estrutura da coluna. Dessa maneira, reduzindo o campo de atuacdo da RP-LC,
tendo em vista que FM com pH fora da faixa de 2 a 8 s3o amplamente recomendadas para
separacoes de diversos componentes, contendo em suas estruturas agrupamentos basicos ou
acidos, tais como os encontrados em diversas classes de agrotoxicos, drogas ilicitas,
biocompostos e farmacos (FARIA, 2006). Em fases moveis de pH < 2, ocorre a hidrolise acida
das ligagdes Si-C entre a superficie da silica e o material quimicamente ligado. Enquanto em
fases moveis com pH > 8§ acontece a rapida dissolucdo da silica devido a conversdo do 6xido de
silicio em silicato, como este composto ¢ soluvel em agua e na RP-LC a maior parte das
separagdes incluem agua na fase movel, ocorre a clivagem da fase estaciondria quimicamente
ligada ao suporte. A dissolucdo da silica leva a uma progressiva e rapida perda do desempenho
cromatografico, produzindo uma lacuna no topo da coluna e uma acentuada queda de pressdao no

sistema cromatografico (TONHI ez al. 2002;SANTOS, 2016).
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Diante dos empecilhos citados para as fases estacionarias quimicamente suportadas em
silica, cientistas de separagdo estudam alternativas para melhorar a estabilidade quimica e,
principalmente, diminuir a atividade silanofilica da fase estaciondria para analisar compostos
polares e basicos de forma mais eficiente (ZHANG et al, 2020). Dentre essas propostas

destacamos a preparacao de fases estacionarias por imobilizagdo de polimeros pré-sintetizados.

1.2 Fases estacionarias com polimeros imobilizados

Uma solucdo encontrada para diminuir os silanois residuais nas fases estaciondrias ¢ o
emprego do recobrimento superficial da silica com polimeros organicos pré-sintetizados e, dessa
maneira, combinar a resisténcia mecanica do 6xido inorganico do suporte com a versatilidade e
inércia quimica dos polimeros organicos (SEGATO, 2011).

Essas FE produzidas apresentam algumas vantagens, tais como: uma maior seletividade
proveniente do grupo imobilizado sobre a silica; um maior recobrimento dos sitios ativos do
suporte em comparacdo com as FE ligadas quimicamente, ¢ uma maior protecdo do suporte de
silica contra ataques quimicos das fases moveis (CHAUDHRY, 2005).

Existem duas principais formas de realizar a sor¢do do polimero sob a silica. O primeiro
método ¢ por deposi¢ao de camadas do polimero pré-sintetizado sorvidas na superficie e nos
poros do suporte. Enquanto o segundo método envolve a polimerizagdo in situ de mondmeros
sorvidos no suporte. Contudo, o primeiro procedimento € o mais estudado devido a
repetibilidade da quantidade sorvida do polimero no suporte, resultando em melhor
repetibilidade dos pardmetros de retencdo de coluna para coluna (FARIA; COLLINS; JARDIM,
2009).

Apo6s o recobrimento do suporte pelo polimero podem-se realizar procedimentos para a
imobilizacao (fixacdo mais forte) do polimero sobre o suporte, como por exemplo, tratamento
térmico, por irradiagdo gama ou irradiacdo por micro-ondas (CARVALHO; SILVA; FARIA,
2016). O tratamento térmico se destaca pela simplicidade de uso e pela instrumentagdo simples
necessaria. Além disso, ndo € necessario nenhum reagente quimico adicional para fixar a camada

polimérica no suporte de silica (DIB; FARIA, 2014).

1.3 Imobiliza¢do polimérica via tratamento térmico

A 1mobilizacdo polimérica ¢ um método importante no preparo de fases estaciondrias

para RP-LC. Isso ocorre devido a imobilizacdo de um polimero sobre a superficie da silica
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resultar em uma melhor protecdo dos grupos ativos do suporte, uma vez que o polimero recobre
uma maior extensao da sua superficie, permitindo que a FE seja mais estavel em uma faixa mais
ampla de pH (SANTOS, 2016).

O tratamento térmico ¢ uma das formar de realizar a imobilizagdo polimérica sobre o
suporte cromatografico. O tratamento térmico consiste no aquecimento do tubo ou frasco
contendo a fase estacionaria recém-preparada e seca e, em seguida, ocorre a transferéncia de
calor do recipiente para a amostra. Este processo ¢ empregado para fixar o polimero no suporte,
auxiliando no processo de adsor¢do (BOTTOLI et al., 2004). A adsor¢do ¢ um processo lento de
imobilizacdo a temperatura ambiente, sendo necessario consideravel periodo de tempo para que
as moléculas do polimero se rearranjem de tal maneira a formarem uma camada estavel e
uniforme sobre a superficie do suporte cromatografico (CARVALHO, 2017; BOTTOLI et al.,
2004).

Neste trabalho foi estudado como recobrimento de fase estacionaria um copolimero pré-
sintetizado, o poli(glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano) (PGPMS). A Figura 2 apresenta a

estrutura do polimero citado.

Figura 2. Estrutura quimica do poli(glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano). m e n n° de repeticoes dos

monomeros na estrutura polimérica.
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O PGPMS apresenta em sua estrutura monomérica um grupo polar glicidoxi da qual

espera proporcionar a FE uma seletividade adequada para separar compostos polares.
Substancias polares apresentam dificuldade de retencdo nas fases estaciondrias reversas
convencionais, ja que o Cig se apresenta como um grupamento fortemente hidrofébico,
oferecendo pouca retengdo para tais compostos e provocando uma dificuldade de separacao
(MALDANER; JARDIM, 2010). O grupo glicidoxi do PGPMS ¢ capaz de formar unidades de
glicol por abertura hidrolitica do anel epoxi, formando cadeias de diferentes comprimentos de
oxido de polietileno (PEO, poly(ethylene oxide)) por polimerizagdo. Os grupos epoxi reagem
para formar cadeias de PEO a partir da foto-polimerizagdo e pela inducao de calor através de

catalisadores bésicos ou acidos. Além disso, o anel epoxi do PGPMS pode sofrer abertura, a qual
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pode permitir a formagdo de um poli(6xido de etileno) sob condigdes certas da fase movel. A
estrutura desse anel epoxi ¢ formada por um atomo de oxigénio unido a dois atomos de carbono

que por sua vez estdo unidos por uma ligagdo covalente (GAMA, 2017).
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2 OBJETIVOS

Esse trabalho tem por objetivo principal avaliar as caracteristicas de retencdo e a
aplicabilidade de uma nova fase estaciondria preparada a partir de imobilizagdo térmica do
poli(glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano) sob particulas de silica cromatografica —
Si(PGPMS). O preparo da fase Si(PGPMS) foi otimizado por Gama (2017). Neste trabalho, para
cumprir o objetivo proposto, a fase estacionaria preparada sob as condi¢des otimizadas foi
caracterizada cromatograficamente através da separagdo de protocolos testes padrao para avaliar
as propriedades de retengdo da fase Si(PGPMS). A fase foi aplicada na separagdo de mistura de
compostos polares e de farmacos com caracteristicas polares e basicas que ndo sao bem
resolvidos na RP-LC, empregando as fases estaciondrias disponiveis comercialmente.
Adicionalmente, a estabilidade quimica e térmica da fase Si(PGPMS) foi avaliada através da

caracterizagao fisico-quimica e um teste de degradagdo rapida da fase estacionaria.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Materiais, vidrarias e equipamentos

Para o preparo das fases estacionarias Si(PGPMS) foram utilizados béqueres de 5 e 25
mL; agitador magnético; barra magnética; pipetas de Pasteur; espatulas; provetas de 10 ¢ 25 mL;
tubos de ensaio com tampa rosqueavel de 20 mL; funis de vidro; tubos de ensaio; balanca
eletronica com precisdo de 0,0001 g (Acculab, Bradford, MA, EUA); centrifuga (Celm, modelo
combate, Sdo Caetano do Sul, Brasil); ultrapurificador de agua (MegaPurity®, Billerica, EUA) e
mufla (JUNG, Blumenau, Brasil). Foram empregadas também duas colunas comerciais
fabricadas pela Waters (Wexford, Irlanda): (1) coluna X-Select HSS T3, com particulas de 3,5
mm ¢ dimensdes de 4,6 mm x 150 mm, lote 0123363331; (2) coluna Cortecs HILIC, com
particulas de 2,7 mm, MVK e dimensdes de 4,6 mm x 150 mm, lote 0102370061.

Para o preparo da fase movel, foram utilizadas membranas de nylon® (Millipore®,
Millford, CT, EUA) para filtragdo com porosidade de 0,22 um e didmetro de 45 mm; sistema de
filtragdo de fase movel; funil; bomba de vacuo; kitassato de 500 mL; ¢ banho ultrassom (Quimis,
Diadema, Brasil).

Para analise das misturas de compostos padrdo pelas fases estacionarias produzidas nesse
trabalho foram realizadas medidas em um Cromatografo a liquido Waters 2695 (Danbury, CT,
EUA), com sistema de detec¢do de arranjo de diodos modelo 2998 PDA, gerenciado pelo

software Empower3®.

3.2 Reagentes e solventes

Para o preparo das fases estaciondrias Si(PGPMS) imobilizadas termicamente foram
utilizados os seguintes reagentes e solventes: silica cromatografica (particulas de diametro médio
de 5 pum); poli(glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano) da UnitedChem (Bristol, PA, EUA);
tolueno grau espectroscopico; hexano grau PA; metanol grau HPLC, 99,5 % (Tedia, Rio de
Janeiro, Brasil); cloroféormio grau espectroscopico, 99 % (Tedia); dgua ultrapurificada a 18,3
MQ cm.

Foram utilizados durante a caracterizacdo das fases os seguintes compostos padrao
obtidos da Sigma-Aldrich: uracila, 99 %; tolueno, 99,8 %; benzeno, 99,9 %; benzonitrila, 99 %;
butilbenzeno, 99 %; pentilbenzeno, 99 %; o-terfenila, 99 %; trifenileno, 98 %,; etilbenzeno

benzilamina, 99 %; quinizarina, 96 %. Foram utilizados também o naftaleno, 99 %; fenol 99,5
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%, e; cafeina 98 % da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Os padrdes secundarios de amitriptilina,
furosemida, cimetidina, hidroclorotiazida, sulfasalazina e ranitidina foram obtidos em uma

Farmadcia de Manipulagdo na cidade de Ituiutaba/MG.

3.3 Preparacio da fase estacionaria Si(PGPMS)

3.3.1 Ativacdo da silica

Inicialmente, as particulas de silica cromatografica foram ativadas através da liberacdo
de moléculas de 4agua adsorvidas em sua superficie. Foram pesados 1,5 g de silica
cromatografica em um béquer e aquecido a uma temperatura de 140 °C por 12 h com o auxilio
de uma mufla, o béquer foi parcialmente coberto com papel aluminio previamente furado para

liberagdo do vapor de agua.

3.3.2 Sor¢do do PGPMS no suporte de silica

Foram adicionados 10 mL de hexano (coluna de 50 milimetros) ou 30 mL de hexano
(coluna 150 milimetros) em um béquer de 25 mL ou 50 mL juntamente com uma barra
magnética, deixando sob agitacdo branda. Lentamente, foi adicionada a quantidade adequada de
PGPMS (0,300 g para coluna de 50 milimetros ou 0,900 g para coluna de 150 milimetros). A
solucdo foi deixada sob agitagdo magnética branda durante 10 min.

Apbs esse periodo, adicionou-se aproximadamente 1,000 g de silica, previamente ativada
a 140 °C por 12 h, ao béquer que continha a solugdo de PGPMS. A suspensdo da silica na
solucao de PGPMS foi deixada sob agitagdo magnética branda por 3 h. Em seguida, o béquer foi
retirado da agitacdo e coberto com uma folha de papel aluminio previamente furada. O béquer
foi deixado em repouso por aproximadamente 5 dias para que todo o solvente fosse evaporado a
temperatura ambiente. A Figura 3 apresenta de forma esquemaética o processo de preparacdo da

fase.
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Figura 3. Fluxograma do processo de preparagdo da fase estacionaria Si(PGPMS).
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3.3.3 Imobilizacao térmica do PGPMS sobre a silica

Ap6s o periodo de 5 dias a fase estaciondria Si(PGPMS) encontrava-se totalmente seca.
A fase estacionaria totalmente seca foi colocada na mufla a 90 °C durante 12 h, que foi
otimizada anteriormente por GAMA (2017). Apods essa etapa, obteve-se a fase Si(PGPMS)
imobilizada termicamente.

Uma porcao do polimero PGPMS nao ¢ imobilizada na superficie do suporte de silica,
portanto, esse residuo deve ser removido. Para isso, o material solido foi adicionado em
quantidades aproximadamente iguais a 4 tubos de ensaio previamente limpos e secos. A cada
tubo foram adicionados aproximadamente 3 mL de hexano e agitado com o auxilio de um
agitador vortex por 30 s. Os tubos foram levados a centrifuga por 2 min a 2500 rpm,
descartando-se o sobrenadante. Repetiu-se o procedimento por mais duas vezes. O material
solido obtido foi seco a 60 °C em estufa por 1 h. A Figura 4 apresenta de forma esquematica o

processo de imobilizagdo e lavagem da fase.

Figura 4. Fluxograma do processo da preparagdo da fase Si(PGPMS) imobilizada termicamente e

posteriormente sua lavagem.
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Fonte: Propria autora.
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3.3.4 Enchimento da coluna cromatogrdfica com a fase Si(PGPMS)

Para o enchimento da coluna cromatografica foi preparada uma suspensdo com a fase
Si(PGPMS) em cloroférmio. As suspensdes consistiam em aproximadamente 1 g de Si(PGPMS)
em 20 mL de cloroférmio filtrado. A suspensdo foi agitada em vortex. Apds esse periodo, as
suspensoOes foram transferidas para o sistema de enchimento de colunas, tal como apresentado na
Figura 5. O reservatorio do solvente propulsor (1) foi preenchido com metanol. Em seguida, a
pressdo da bomba (2) foi ajustada para um valor maximo de 9.000 psi. O reservatorio de
suspensdo (3) contendo a coluna cromatografica de 50 mm ou 150 mm de comprimento (4),
devidamente colocada a sua extremidade. O volume do reservatorio foi completado com o
solvente de suspensao (cloroférmio) devidamente filtrado. Fechou-se a extremidade superior do
reservatorio de solvente pelo qual foi adicionada a FE. Com o sistema todo fechado, a bomba foi
ligada através de acionamento no software Quick-set Pump® (6), que bombeou metanol para o
sistema de enchimento, impulsionando a fase estacionaria Si(PGPMS) para o interior da coluna
cromatografica. O sistema foi mantido sob pressdo até a passagem de aproximadamente 80 mL
de solvente, que foram recolhidos em uma proveta de 100 mL (5), colocada logo abaixo do
sistema de enchimento. A manutencdo da pressdo durante todo o procedimento de enchimento da
coluna foi necessaria para produzir uma boa e homogénea compactagdo. Depois de terminado o
enchimento, o sistema foi despressurizado e a coluna desconectada do reservatorio, fechando

apropriadamente sua extremidade superior fechada com um filtro terminal.

Figura 5. Sistema de enchimento e esvaziamento da coluna cromatogridfica.
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Fonte: Propria autora.
3.3.5 Condicionamento da coluna cromatogrdfica

Apo6s o enchimento, a coluna cromatografica foi conectada ao cromatografo a liquido,

passando fase mével MeOH:H>O na propor¢ao de 50:50 (v/v) por aproximadamente 1 h. Nessa



26

etapa uma das extremidades das colunas ¢ acoplada na conexdo das bombas cromatograficas,

enquanto a outra extremidade foi ligada diretamente ao descarte.

3.3.6 Preparacdo da fase movel

Os solventes constituintes da fase mével (agua, metanol, acetonitrila e solugdes tampao:
acetado de amédnio 0,050 mol L! e tampao fosfato 0,020 mol L' a pH 7,00) foram medidos e
filtrados individualmente utilizando-se de um sistema de filtracdio de fase moével e¢ uma
membrana de 45 mm de didmetro e 0,22 um de tamanho de poros. Em seguida, os solventes
foram estocados em frascos separados e deixados por 20 minutos em banho ultrassom, para
serem desgaseificados. Apds desgaseificados, os solventes foram dispostos nos reservatorios

para fase movel do sistema cromatografico.

3.4 Caracterizacao fisico-quimica da fase Si(PGPMS)

3.4.1 Anadlise termogravimétrica

A estabilidade térmica do PGPMS e da Si(PGPMS) foi avaliada por andlise
termogravimétrica, na qual cerca de 5 mg de amostra foram colocados em uma microbalanca no
analisador térmico e submetidos a um aquecimento na faixa de temperatura de 25 °C a 600 °C,
com taxa de aquecimento de 10 °C min!. As medidas foram realizadas sob atmosfera inerte em
um analisador termogravimétrico, relacionando a perda de massa da amostra com o aumento da

temperatura. Esta medida foi realizada no Laboratorio de Equipamentos Multiusuarios do Pontal

(LEMUP).

3.4.2 Ressondincia magnética nuclear de *°Si

As fases Si(PGPMS) foram analisadas por NMR %’Si com polarizagio cruzada com
rotagdo em um angulo magico (CP-MAS) no ntcleo de silicio. Os espectros foram obtidos para
avaliar o tipo de interacdo do polimero PGPMS com o suporte cromatografico e a presenca de
grupos silandis residuais na superficie da silica apos a etapa de imobilizagdo térmica do
polimero. Medida realizada no Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas

(IQ/Unicamp).
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3.5 Avaliaciao cromatografica da fase Si(PGMS)

A avaliacdo cromatografica das fases Si(PGPMS) foi realizada através da determinacdo
dos parametros cromatograficos de uma mistura teste de compostos padrao. Os compostos foram
detectados no comprimento de onda de 254 nm e as solugdes injetadas sempre no volume 20 pL.

A primeira mistura padrdao utilizada foi constituida de cinco compostos: benzeno,
benzonitrila, naftaleno, tolueno e uracila. A ordem de eluicdo desses compostos indica o
comportamento/modo de separagdo da fase Si(PGPMS). A mistura também foi utilizada para o
estudo de vazao (Curva de Van Deemter) da fase movel para a fase estacionaria Si(PGPMS).

Com o objetivo de realizar uma caracterizagdo cromatografica mais completa também
foram analisadas as misturas do Protocolo de Tanaka e colaboradores (KIMATA et al.,1989),
pela qual sdo determinadas as propriedades de retengdo dos compostos em cada uma das
misturas analisadas. Neste protocolo sdo analisadas quatro misturas distintas, em diferentes
condigoes de fase movel. As misturas e suas respectivas fases moveis sao apresentadas na Tabela

1.

Tabela 1. Misturas testes padrdo e condigoes de andlise do Protocolo de Tanaka e colaboradores.

Misturas Compostos Condicoes de analise
uracila, butilbenzeno, pentilbenzeno, MeOH:H>O, 80:20 v/v; deteccao UV 254
MT-I . o
o-terfenila e trifenileno nm, temp. 25 °C
MT-II uracila, cafeina e fenol MeOH:H-0, 30:70 v/v; detgcgao UV a
254 nm, temp. 25 °C
. I MeOH:tampao fosfato pH 7,60, 30:70
MT-III uracila, benzilamina e fenol viv; detecgdio UV 254 nm, temp. 25 °C
MT-1V uracila, benzilamina e fenol MeOH:tampao fosfato a pH 2,70, 3070

v/v; deteccdo UV 254 nm, temp. 25 °C

MT: Mistura de Tanaka

Além das misturas propostas pelo Protocolo de Tanaka, uma mistura desenvolvida pelo National
Institute of Standards and Technology (NIST), designada Standard Reference Material SRM 870
(NIST, 2016), foi analisada pela fase estacionaria Si(PGPMS). A Tabela 2 mostra a composi¢do

e condicdes de analise da mistura.
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Tabela 2. Composig¢do da mistura SRM 870 e as condi¢des de andlise.

MISTURA COMPOSTOS CONDICOES DE ANALISE

Uracila, tolueno, etilbenzeno, MeOH:tampao fosfato pH 7, 80:20

NIST SRM 870 amitriptilina e quinizarina v/v; detecgdo UV 254, 210 e 480 nm

3.6 Aplicacao da fase estacionaria Si(PGPMS)

A fase Si(PGPMYS) foi aplicada na separacdo de uma mistura de compostos polares e o
tolueno (mistura teste 2), para avaliar sua potencialidade e seletividade para substancias com
caracteristicas polares. A mistura teste 2 foi composta por uracila, benzonitrila, fenol,

benzilamina e tolueno. As estruturas quimicas de cada composto estdo apresentadas na Figura 6.

Figura 6. Estruturas quimicas dos componentes da mistura teste 2. (a) Uracila, (b) benzonitrila, (c) fenol,

(d) tolueno, (e) benzilamina.
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A fase Si(PGPMS) foi aplicada também a analise de uma mistura de farmacos com
caracteristicas polares e bésicas. A mistura foi composta por cimetidina, furosemida,

hidroclorotiazida, ranitidina e sulfasalazina, cujas estruturas quimicas estao na Figura 7.
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Figura 7. Estruturas quimicas dos farmacos avaliados pela fase Si(PGPMS). a) Sulfassalazina
(A =210-290 nm), b) ranitidina (1 = 210-250 nm), c) hidroclorotiazida (A = 240-290 nm), d)
furosemida (A = 210-245nm) e e) Cimetidina (1 = 210-250 nm).
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Cada farmaco possui uma importdncia medicinal apropriada. A furosemida ¢ utilizada
como diurético e vasodilatador (DIAS ef al., 2004); a cimetidina ¢ indicada para o tratamento de
ulceras no estobmago e no duodeno, para tratar hemorragia gastrointestinal aguda (SAMPAIO et
al., 1979); a hidroclorotiazida ¢ um diurético tiazidico empregado na terap€utica anti-
hipertensiva (LAMOLHA; SERRA, 2007); a sulfassalazina ¢ utilizada em tratamento de artrite
reumatoide (PLOSKER; CROOM, 2012); e a ranitidina ¢ um potente inibidor da secrecdo de
acido gastrico e eficaz no tratamento de profilaxia de lesdes gastrointestinais agravadas pela

secrecao de acido gastrico (GRANT; LAGTRY; BROGDEN, 1989).
3.7 Avaliacao da estabilidade hidrolitica da fase Si(PGPMS)

Algumas condigdes de analise podem afetar a vida util das fases estaciondrias, tais como:
pH da FM, temperatura, concentracdo e tipo de tampao da fase movel e composicdo da FM
(GOMES; SANTOS; FARIA, 2020). Estas condi¢des combinadas podem acelerar a degradagao
da fase estaciondria e se tornarem um importante método de avaliacdo da estabilidade quimica

das fases estaciondrias, sem o uso de grandes quantidades de solventes e de funcionamento



30

prolongado do cromatdgrafo. Desta forma, as condi¢des degradantes foram empregadas para
avaliar de forma rapida a estabilidade da fase Si(PGPMS) e compara-la com uma fase comercial
Cis sob as mesmas condi¢cdes. As condigdes experimentais do método de avaliacdo da

estabilidade da fase estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Condigoes estabelecidas para a degradagdo rapida.

Variaveis Condicoes
pH 10
Tampao Fosfato
Temperatura 45 °C
Concentragao do tampao 25 mmol L

% solvente organico 60




31

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fase Si(PGPMS) teve sua preparagdo otimizada por GAMA (2017) e foi avaliada neste
trabalho quanto as suas propriedades cromatograficas de retengdo e suas propriedades fisico-
quimicas que estao associadas a estabilidade quimica e térmica da fase estacionaria. Para tal, a
fase Si(PGPMS) foi preparada sob as condigcdes otimizadas e caracterizada por analise

termogravimétrica e ressonancia magnética nuclear de 2°Si para inferir sobre suas estabilidades

térmica e quimica, respectivamente.
4.1 Caracterizacao fisico-quimica da fase Si(PGPMS)

4.1.1 Andlise termogravimétrica

O perfil termogravimétrico da fase Si(PGPMS) foi avaliado por andlise
termogravimétrica (TGA, thermogravimetric analysis) e comparado com o do copolimero puro.
O objetivo dessa medida foi avaliar a estabilidade térmica da fase estacionaria, uma vez que
GAMA (2017) indicou uma alta estabilidade para o PGPMS puro em seu estudo. As curvas TG

obtidas para o copolimero e para a fase Si(PGPMS) sdo apresentadas na Figura 8.

Figura 8. Curvas termogravimétricas para o PGPMS e a fase Si(PGPMS).
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De acordo com as curvas TG da Figura 9 pode-se observar que tanto o copolimero quanto

a fase estacionaria apresentam uma elevada estabilidade térmica, com temperaturas onset de
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331,1 °C e 348,8 °C, respectivamente. A imobilizagdo do PGPMS na superficie da silica
promoveu um ganho de estabilidade térmica provavelmente em fun¢do da ligagdo quimica do
PGPMS sobre a silica, que torna a estrutura polimérica menos acessivel a decomposic¢ao térmica.
E observado também que a fase Si(PGPMS) apresenta uma perda de massa de cerca de 3 % até
300 °C, que pode estar associado com a perda de moléculas de 4gua adsorvidas na superficie do
suporte nao modificado. Essa quantidade ¢ relativamente baixa quando comparada a outras fases
estacionarias com polimeros imobilizados que apresentaram perdas superiores a 10 % (DIB,
2013). Esse pode ser considerado um indicativo do adequado recobrimento da superficie do
suporte de silica pela camada de PGPMS, tornando inacessivel os grupos silandis a adsor¢do das
moléculas de agua. A fase Si(PGPMS) apresenta um residuo de 83 % de material em 600 °C,
temperatura limite da andlise, indicando a decomposi¢ao total do copolimero a partir dessa
temperatura e restando apenas o material inorganico. Considerando a perda de 3 % da massa
inicial referente as moléculas de agua adsorvidas e/ou solvente de preparagdo da fase
estacionaria, o teor de PGPMS na fase estacionaria correspondeu, portanto, a cerca de 14 % em
massa.

A alta estabilidade térmica alcancada pela fase Si(PGPMS) pode possibilitar o emprego
da mesma em separacdes a temperaturas de colunas mais elevadas. Essa condi¢do pode ser ttil
em separacgdes de baixa eficiéncia, como aquelas que utilizam alto teor de 4gua na FM, uma vez
que sob elevadas temperaturas ocorre uma diminuicdo na viscosidade da FM e
consequentemente uma maior taxa de transferéncia de massa dos solutos entre a FE ¢ FM

(TEUTENBERG, 2009).

4.1.2 Ressondncia magnética nuclear de *°Si

A fase Si(PGPMS) foi caracterizada por ressonancia magnética nuclear de silicio 29
(NMR, nuclear magnetic ressonance) para avaliar a imobilizagdo do polimero na superficie e
poros da silica. Quando induzida quimicamente, a ligacdo do polimero aos sitios ativos do
suporte de silica resulta em um sinal caracteristico no espectro de NMR 2°Si na regido entre -10 a
-50 ppm de deslocamento quimico (BACHMANN et al., 2001). Para fins de comparacdo, a silica
nua também foi avaliada por 2’Si NMR. Os espectros do suporte de silica e da fase Si(PGPMS)

sdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Espectros de *’Si NMR para o suporte de silica nua e para a fase Si(PGPMS).
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De acordo com os espectros de 2°Si NMR apresentados na Figura 9 é observada a redugio
e/ou desaparecimento de sinais caracteristicas dos grupos reativos da superficie da silica, -Si-OH
e HO-Si-OH, na fase Si(PGPMS) em comparagdo com o suporte de silica, bem como ¢
observado um sinal intenso em -23 ppm que ¢ atribuido a ligagdo quimica do PGPMS com a
superficie da silica. Essas duas condigdes indicam que a imobilizacdo do PGPMS empregando
um procedimento fisico como o tratamento térmico induziu a formagdo de ligagao quimica, do
tipo siloxano (-Si-O-Si-), entre o polimero e o suporte cromatografico. Além disso, o
recobrimento da superficie do suporte de silica foi eficiente, uma vez que os sinais referentes aos
grupos silanois reativos foram reduzidos drasticamente apds a imobilizagdo polimérica. Inclusive
¢ observado um aumento na intensidade do sinal, em relacdo ao espectro de silica nua, em -110
ppm referente a ligacdo -Si-O-Si-, provavelmente relacionado a ligacdo do PGPMS a silica.
Espera-se, portanto, que a formagao da ligacdo quimica do PGPMS com o suporte de silica e a
redugdo dos grupos ativos (4cidos) da sua superficie devido ao maior recobrimento polimérico
resultem em uma fase estaciondria mais estdvel quimicamente e com menor atividade residual na

separacao de compostos basicos.
4.2 Caracterizacdo cromatografica da fase Si(PGPMS)

A caracterizagdo cromatografica de uma fase estacionaria € realizada para determinar

suas principais caracteristicas de reten¢do, o que possibilita inferir sobre o tipo de substancia
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quimica mais adequado na aplicagdo da FE. Neste sentido, uma série de protocolos testes padrao
estdo disponiveis na literatura a fim de caracterizar da forma mais completa possivel as
propriedades retentivas de fases estacionarias para cromatografia liquida (KIMATA et al., 1989;
NIST, 2016; ENGELHARDT; JUNGHEIM, 1990). Neste trabalho foram empregadas misturas
testes padrao desenvolvidas e comumente empregadas pelo CroMat para avaliagdo rapida das
caracteristicas da fase Si(PGPMS), bem como protocolos bem estabelecidos como o protocolo de

Tanaka e a mistura teste padrdo no NIST, SRM 870®, para uma caracteriza¢io completa da FE.

4.2.1 Mistura teste hidrofobica

Primeiramente, realizaram-se analises de uma mistura padrdao hidrofobica, geralmente
aplicada na caracterizagdo de fase reversa. A mistura foi constituida por uracila, benzonitrila,
tolueno, naftaleno e benzeno. A andlise dessa mistura teste, com compostos hidrofébicos, foi
importante para a determinacdo da modalidade que a fase Si(PGPMS) atua e a sua vazado 6tima.
Desta forma, foram realizados dois testes com duas composi¢des diferentes de metanol e agua.

Os cromatogramas obtidos estdo apresentados na Figura 10.

Figura 10. Cromatogramas da separagdo da mistura teste hidrofobica composta de (1) uracila, (2)
benzonitrila, (3) benzeno, (4) tolueno e (5) naftaleno obtida pela fase Si(PGPMS). (a) FM MeOH:H,O
(60:40, v/v); (b) FM MeOH:H>0 (50:50, v/v). Vazdo FM 0,4 mL min”, detecgdo UV 254 nm. Coluna
50 mm x 4 mm de didmetro.
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A separacdo da mistura hidrofobica se mostrou eficaz como apresentado pelo
cromatograma da Figura 10b, além disso observou-se que a fase Si(PGPMS) elui primeiramente
um composto mais hidrofilico (uracila) e por ultimo um composto mais hidrofébica (naftaleno)
informando que a fase estudada atua na modalidade de fase reversa. Observou-se também que
aumentando a porcentagem de agua na fase moével ha uma melhora na separacao dos compostos
da mistura pela fase Si(PGPMS). Essas analises mostram uma caracteristica importante da fase
Si(PGPMS) que ¢ a capacidade de separar uma mistura hidrofébica com uma maior porcentagem
de 4gua (a partir de 50 % de agua na fase mdvel), que é uma porcentagem de agua maior que
fases imobilizadas por polimeros preparadas no CroMat (DIB, 2013; CARVALHO, 2014). Por
comparag¢do, uma coluna comercial de fase reversa tipica normalmente requer 80 % de solvente
organico na fase movel para garantir a separagdo destes compostos em um tempo comparavel ao
obtido para a fase Si(PGPMS). Essa caracteristica pode ser atribuida ao carater mais polar da
fase estacionaria devido a presenga do grupo glicidoxi, reduzindo a quantidade de interagdes
hidrofobicas com os compostos apolares. Apds determinada a melhor condi¢ao de fase movel
para a separacdo da mistura teste, foi realizado o estudo de vazao Otima da fase modvel para
garantir a maior eficiéncia de analise, como indicado pela curva de Van Deemter.

A vazdo 6tima da fase movel para a separagdo da mistura teste pelas fases Si(PGPMS) foi
determinada a partir da medida da altura de pratos (H) para o pico do naftaleno, obtida apos a
analise da mistura teste hidrofobica sob diferentes vazdes de FM, de 0,1 a 1,2 mL min™', sendo o

valor 6timo obtido de acordo com a equagao de Van Deemter, Equacao 2.
H=A+§+Cu Equagao 2

Em que: H = altura de um prato tedrico, obtido pela divisdao do nimero de pratos para o naftaleno
N e o comprimento L da coluna; p = velocidade linear (cm min™'), A = efeito de caminhos
multiplos; B = coeficiente de difusdo do soluto na fase mével; C = taxa de transferéncia de
massa do soluto na fase estaciondria.

A curva de van Deemter, que relaciona a altura de um prato (H) em fungdo da velocidade

linear da fase movel (n) estd apresentada na Figura 11.
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Figura 11. Curva de van Deemter para fase estacionaria Si(PGPMS), com fase movel MeOH:H20
(50:50, v/v), obtida da separagdo da mistura teste hidrofobica. Soluto-teste: naftaleno.
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O ponto minimo da curva de van Deemter corresponde a velocidade linear da fase mével
em que a fase estaciondria separa as substancias com a maior eficiéncia possivel. Para a fase
Si(PGPMS) a vazio 6tima foi de 0,5 mL min™'. Essa vazio foi utilizada para os ensaios seguintes
para todas as andlises cromatograficas empregando a fase Si(PGPMS) dentro da coluna de 50

mm X 4 mm d.i.

4.2.2 Protocolo de Tanaka e colaboradores

O Protocolo de Tanaka e colaboradores (KIMATA et al., 1989) ¢ um método de
caracterizacdo muito utilizado por fabricantes e grupos de pesquisa académicos para avaliar a
qualidade e as propriedades das fases estacionarias preparadas que atuam na modalidade de fase
reversa. O Protocolo de Tanaka ¢ composto por 4 misturas em condi¢des de analise indicadas na
secdo experimental. Cada mistura analisa determinadas propriedades da fase estaciondria sob
avaliagdo. As propriedades de retencdo da fase Si(PGPMS), avaliadas pelo Protocolo de Tanaka,
foram:

» Hidrofobicidade (kp) - Medida pelo fator de retencdo do pentilbenzeno na mistura I de
Tanaka. Este parametro indica o grau de hidrofobicidade da fase estacionaria, permitindo
também inferir sobre o grau de recobrimento polimérico do suporte cromatografico;

= Seletividade hidrofobica (acn2) - Medida pela razdo dos fatores de retencdo do
pentilbenzeno e do butilbenzeno, ocu2 = kep/kss. Esta ¢ uma medida da capacidade da

fase em diferenciar compostos organicos durante a separagdo, pois a seletividade
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hidrofobica mede a capacidade de uma FE em separar alquilbenzenos distintos por um
grupo CHp;

= Seletividade estérica (at/0) - Medida pela razao dos fatores de retengdo do trifenileno e da
o-terfenila, aro = kr/ko. O aro mede a capacidade da FE em separar duas substancias
com polaridades similares, porém que diferem quanto a sua geometria ¢ disposi¢ao
espacial;

= (Capacidade de ligagao de hidrogénio (acr) - Esta propriedade ¢ obtida pela razao dos
fatores de retencdo da cafeina e do fenol, ac/p = kc/kr. O acr € uma medida do nimero de
grupos silanois disponiveis na FE que estdo aptos a formarem ligacdes de hidrogénio com
componentes da amostra;

= (Capacidade de troca idnica total (as/r pH 7,60) — Propriedade medida pela razdo dos fatores
de reten¢do da benzilamina e do fenol, as/r pr 7,60 = ka/kr, empregando FM tamponada em
pH 7,60. O valor obtido ¢ uma estimativa da atividade silanofilica total da FE;

= (Capacidade de troca i6nica em meio 4cido (B pH 2,70) — Propriedade medida pela razao
dos fatores de retencdo da benzilamina e do fenol, o pu 2,70 = ke/kr, empregando FM
tamponada em pH 2,70. O valor obtido ¢ uma estimativa da acidez dos grupos silandis
residuais presentes na FE.
Os resultados obtidos para esses parametros na fase Si(PGPMS) sdo apresentados na

Tabela 4.

Tabela 4. Propriedades de retengdo cromatogrdfica da fase Si(PGPMS) e KROMASIL C18, de acordo

com as condigoes estabelecidas pelo Protocolo de Tanaka (indicadas na Tabela 1)..

FE Parametros de retencio
kes 0.CH2 aT/0 ac/p OB/PpH7,60  OB/PpH 2,70
Si(PGPMS) 1,00 1,00 1,00 0,33 3,28 1,26
*Kromasil C1s® 7,01 1,48 1,53 0,4 0,31 0,11

*Fonte: CRUZ et al. (1997).

A partir dos dados da Tabela 4 foi possivel perceber que os parametros de
hidrofobicidade, seletividade hidrofébica e seletividade estérica apresentaram valores iguais a
1,00. Esse valor indica que na condicdo de andlise proposta pelo Protocolo de Tanaka os
compostos da mistura teste 1 ndo foram separados pela fase Si(PGPMS). Entretanto, observou-se
através dos parametros de capacidade de troca i0nica total e capacidade de troca i6nica em meio
acido que o recobrimento da silica pelo polimero pode ser considerado eficiente, uma vez que os

valores apresentados sdo relativamente baixos quando comparados com outras fases
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imobilizadas por polimeros (DIB, 2013; CARVALHO, 2014). A capacidade de ligacdo de
hidrogénio da fase Si(PGPMS) apresentou valores baixos, acp < 1, indicando um recobrimento
adequado dos grupos silanois da superficie e poros da silica. De outra forma, estes grupos Si-OH
estabeleceriam ligagcdes de hidrogénio com a cafeina e fariam com o que valor de acp fosse
maior que 1.

A Figura 12 apresenta um grafico, na forma de radar, comparando a fase Si(PGPMS)
com uma fase comercial Cis tipica. Cada eixo do grafico corresponde a uma das propriedades

estabelecidas pelo Protocolo de Tanaka.

Figura 12. Grafico radar dos parametros de retengdo obtidos pelo protocolo de Tanaka para as fases

Si(PGPMS) e Kromasil Cis.
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De acordo com o grafico da Figura 12 quanto maior a area hachurada maiores os valores
dos parametros de retencdo. A partir dessa informacao, observa-se que a fase Si(PGPMS) possui
maior interacdo com compostos mais polares das misturas de Tanaka, indicado pela area
hachurada do lado esquerdo do grafico, enquanto que a fase Cig, reconhecidamente hidrofobica,
apresenta maior area hachurada no lado direito do grafico radar, na qual sdo separadas as
misturas de compostos mais hidrofobicos. Dessa forma, observa-se claramente a influéncia do
PGPMS na fase estacionaria e a maior capacidade da fase em interagir com compostos
hidrofilicos. Por outro lado, a fase Si(PGPMS) apresentou baixa hidrofobicidade, indicada pelos
baixos valores de ke € acHz, resultado esperado tendo em vista sua cadeia carbonica mais curta
e as interagdes polares estabelecidas com o grupo glicidoxi. No entanto, a seletividade

hidrofobica da fase Si(PGPMS) aumentou e foi similar a da fase Cis quando o teor orgénico da
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fase movel na mistura I foi reduzido de 80 para 50 %. Nessa condi¢ao foi possivel separar todos

os componentes da mistura I de Tanaka, como pode ser observado na Figura 13.

Figura 13. Cromatograma separagdo Mistura Tanaka 1 composta de (1) uracila, (2) butilbenzeno, (3)
pentilbenzeno, (4) o-terfenila e (5) trifenileno obtida pela fase Si(PGPMS). FM MeOH:H,O (50:50, v/v),

vazdo 0,5 mL min”'. Coluna 50 mm x 4 mm de diametro.
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A mistura [ de Tanaka, constituida por compostos hidrofébicos, normalmente requer uma
fase movel com maior porcentagem de solvente orgdnico para que possa ser eluida mais
rapidamente de uma fase estaciondria reversa devido a forte interagdo desses compostos com a
FE. No entanto, devido a polaridade associada ao PGPMS, a fase Si(PGPMS) requer maior teor
de agua, ou seja, menor for¢ca cromatografica da FM para eluigdo de compostos hidrofébicos.
Essa caracteristica, associada a maior interagdo com compostos hidrofilicos indicados pelas

misturas 3 e 4 de Tanaka indicam uma seletividade diferenciada para a fase Si(PGPMS).

4.2.3 Mistura NIST SRM 870®

A mistura NIST SRM 870 ¢ um protocolo de caracterizacdo ja muito utilizado por
diversos grupos de pesquisas, bem como por empresas que comercializam colunas
cromatograficas para HPLC. Essa mistura caracteriza a eficiéncia, tempo de retengdo para um
composto ndo retido, capacidade de separacdo e a presenca de metais na coluna cromatografica.
Cada composto da mistura possui um fator de retencdo que indica uma determinada propriedade
da fase estacionaria (NIST, 2016):

» Uracila: utiliza-se esse componente para determinar o tempo de retengdo para um

composto ndo retido na coluna cromatografica.
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Tolueno/etilbenzeno: sdo marcadores comuns para calcular a eficiéncia da coluna.
Quinizarina: o comportamento da retengdo desse composto indica a presenga ou a
auséncia de metais na fase estaciondria, uma vez que a quinizarina ¢ um agente quelante
para cations metalicos.

Amitriptlina: o fator de simetria do pico da amitriptlina ¢ um indicativo da atividade
silanofilica (presenga de silanois residuais) na fase estacionaria.

De acordo com o protocolo as medidas devem ser realizadas em 3 comprimentos de onda

distintos para melhor analisar os componentes da mistura. Estas medidas foram realizadas em

uma coluna de ago inox de 150 x 4 mm de d.i. Os resultados da separacdo da mistura SRM 870

estao apresentados na Figura 14.

Figura 14. Cromatograma da separac¢do mistura SRM 870 composta de (1) uracila, (2) tolueno (3)
etilbenzeno, (4) quinizarina e (5) amitriptilina obtida pela fase Si(PGPMS). FM MeOH: Tampao fosfato
(80:20, v/v), injecdo de 20 L, vazdo 1 mL min™'. Detecgdo UV (a) 210 nm, (b) 254 nm e (c) 480 nm.

Coluna 150 mm x 4 mm de diametro.
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A partir da Figura 14 pode-se observar que nas analises realizadas com a mistura SMR
870, nas condigdes estabelecidas pelo protocolo, ocorre a separacao da uracila, quinizarina e
amitriptilina; porém o tolueno e o etilbenzeno sdo coeluidos. Esta ndo separagdo pode ser
atribuida a baixa hidrofobicidade da camada de PGPMS, indicando baixa seletividade
hidrofobica da fase estacionaria Si(PGPMS), corroborando com os resultados obtidos para as
misturas de Tanaka.

As andlises da mistura SRM 870 foram realizadas também em uma coluna comercial
Cortecs, que atua no modo de cromatografia liquida de intera¢do hidrofilica (HILIC, hydrophilic
interaction liquid chromatography) e comercializada pela Waters. A Figura 15 apresenta os

cromatogramas de separagao obtidos pela fase Si(PGPMS).

Figura 15. Cromatograma da separagdo da mistura SRM 870 composta de 1) uracila, 2) tolueno, 3)
etilbenzeno, 4) quinizarina e 5) amitriptilina obtida pela fase Cortecs. FM MeOH:Tampdo fosfato (80:20,
vv), vazdo 1 mL min™. Deteccdo UV a) 210 nm, b) 254 nm e c) 480 nm. Coluna 150 mm x 4 mm de
diametro.
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Ao comparar os cromatogramas da Figura 15 das separagdes da mistura SRM 870 obtidas
pela fase HILIC com aqueles obtidos pela fase Si(PGPMS) observa-se que na fase HILIC os
compostos apresentaram menor capacidade de separagdo, coeluindo praticamente todos os
compostos. Como a mistura é empregada para caracterizar fases reversas observa-se claramente
que a fase HILIC nao ¢ eficiente para tal separagdo. Ao mesmo tempo, ¢ um indicativo de que a
fase Si(PGPMS) atua no modo de fase reversa, apesar da menor hidrofobicidade de sua camada
polimérica.

Assim como realizado para a separagdo da mistura I de Tanaka, foi realizada uma
reducdo da porcentagem de solvente organico na fase moével (80 para 60 %) e avaliada a
capacidade de separagdo da mistura SRM 870 pela fase Si(PGPMS). Os resultados estdo

apresentados na Figura 16.

Figura 16. Cromatograma da separagdo da mistura SRM 870 composta de 1) uracila, 2) tolueno, 3)
etilbenzeno, 4) quinizarina e 5) amitriptilina obtida pela fase Si(PGPMS), FM MeOH: Tampdo fosfato
(60:40, v/v), vazdo 1 mL min. Deteccdo UV a) 210 nm, b) 254 nm e c) 480 nm. Coluna 50 mm x 4 mm de

diametro.
4
2 b)
a)
4
3
I 1
N\ )
5 3 5
0 6 12 18 24 30 0 6 12 18 24 30
Tempo (min) Tempo (min)
4
c)
0 6 12 18 24 30

Tempo (min)



43

O aumento da porcentagem de agua na fase movel possibilitou a separagdo total dos
compostos da mistura SRM 870 pela fase Si(PGPMS), corroborando com os resultados obtidos
para a mistura I de Tanaka. Além da separacdo dos compostos, pode ser observado na Figura 16
que a eluicdo da quinizarina apds o pico do etilbenzeno e antes do pico da amitriptilina, bem
como sua eluicdo na forma de um pico perfeitamente simétrico sdo indicativos de que a fase
Si(PGPMS) apresenta uma baixa atividade diante de um reagente quelante, portanto, ndo possui
um teor significativo de cations metalicos oriundos de sua preparagdo. Outro fator interessante ¢
que a fase Si(PGPMS) se distingue de fases estaciondrias com grupos polares embutidos na sua
cadeia carbonica (HAN et al., 2019), uma vez que a eluicdo da quinizarina antecede o pico da
amitriptilina, fato que ndo ocorre com estas ultimas fases estacionarias (NIST, 2016).

Outra andlise a ser realizada na separagdo da mistura SRM 870 pela fase Si(PGPMS) ¢ a
alta eficiéncia alcancgada pela fase estacionaria, com N/m maior que 55 mil pratos m™! para o pico
do etilbenzeno. Essa condi¢do pode ser observada nos cromatogramas em especial da Figura 16a
em que os picos sdo eluidos de forma simétrica e sem alargamento. Com relacdo a atividade
silanofilica da fase Si(PGPMS), ou seja, a presenca de grupos ativos residuais que permaneceram
na fase estaciondria apds a imobilizagdo do polimero, pode-se inferir que seja efetivamente
baixa, uma vez que o pico da quinizarina foi eluido de forma simétrica e caso houvesse grupos
silanodis residuais em profusdo o pico apresentaria uma cauda intensa no cromatograma. No
entanto, deve-se ressaltar o longo tempo de retengao para a amitriptilina que ¢ um indicativo de
interacdes hidrofilicas realizadas com a fase estacionaria e que, portanto, devem ter acontecido
com o grupamento glicidéxi do PGPMS. Essa propriedade retentiva da fase estacionaria a
capacita para separagdes envolvendo misturas de compostos polares, pois oferece uma
retentividade diferenciada para substancias mais polares, superior aquelas alcancadas por fases
reversas tradicionais, porém sem alargamento de pico ou interacao residual e com a vantagem de
empregar quantidades maiores de 4gua na composi¢ao da fase mével.

O protocolo proposto pela NIST sugere ainda fazer a comparagdo do perfil de separacdo
da mistura SRM 870® obtido pela fase estacionaria em caracterizagdo com os perfis
normalmente encontrados para fases reversas convencionais, apresentados na Figura 17. De
acordo com estes perfis, observa-se que a fase Si(PGPMS) apresenta comportamento mais
proximo ao cromatograma C da figura, em que todos os picos sdo eluidos na mesma ordem e de
forma simétrica, indicando baixas atividades silanofilica e quelante. No entanto, as interagdes

hidrofilicas entre a amitriptilina e a camada de PGPMS sugeridas nesse trabalho, levam a uma
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maior retencdo desse composto na fase estaciondria, bem como a necessidade de maior

quantidade de dgua para resolver os picos dos compostos polares da mistura.

Figura 17. Exemplos de separagoes da mistura SRM 870® por colunas comerciais recheadas com fases
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4.3 Avaliacao da estabilidade quimica da fase Si(PGPMS)

Além das andlises de protocolos e de misturas reais para a caracterizagdo cromatografica
da fase Si(PGPMS), avaliou-se a vida 1til da fase estaciondria Si(PGPMS) utilizando a mistura
padrao hidrofobica através da passagem continua de fase movel altamente degradante (alcalina,
sob alta temperatura e concentragao elevada de tampao inorganico), empregando o teste proposto
por GOMES et al. (2020). A Figura 18 apresenta o grafico dos resultados obtidos da degradagao
da fase Si(PGPMS) em comparacdo com a degradagdo de uma fase estaciondria comercial Cisg

tipicamente empregada em separagoes.

Figura 18. Estudo da degradagdo da fase estacionaria Si(PGPMS) e a fase estacionaria Cis.
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O limite da vida util de uma coluna cromatografica ¢ definido quando em um teste de
degradacao rapida a perda de sua eficiéncia chega a 50 % do seu valor de partida, que
normalmente € representada por uma queda brusca no grafico que relaciona a porcentagem de
eficiéncia em fun¢do do volume de fase movel eluido (FONSECA et al., 2004). Sendo assim, de
acordo com a Figura 18 observou-se que a morte da coluna para fase Si(PGPMS) ocorre quando
se atinge 320 volumes de coluna e a morte da fase comercial, quimicamente ligada, ocorre ao
atingir 390 volumes de coluna. Ao comparar a morte das duas fases estudadas percebeu-se que
ambas possuem uma degradacdo de fase proximas, porém mostrando que a fase Si(PGPMS)
possui vida 1til ligeiramente inferior a fase comercial. Considerando a simplicidade e o baixo
custo de preparagdo da fase Si(PGPMS) essa diferenca de estabilidade pode ser considerada

negligenciavel.
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Além disso, a Figura 19 apresenta os cromatogramas antes € apos o teste de estabilidade
da mistura padrdao, em que se observa que apesar da morte da fase Si(PGPMS), registrada pela
queda brusca de eficiéncia de coluna e refletida nos alargamentos dos picos, a capacidade de
separagio dos compostos da mistura padrdo foi mantida. E observado um aumento no tempo de
retencdo dos compostos, provavelmente devido a manutengao de camadas poliméricas dentro da
coluna, mesmo com a dissolucao de parte do suporte de silica. Como verificado no espectro de
2Si NMR, o PGPMS forma ligagdo quimica com a superficie da silica, o que pode ter
assegurado essa sobrevida para a separacdo de substancias mesmo apds a degradagdo da fase

estacionaria.

Figura 19. Cromatogramas da separagdo da mistura teste composta de 1) uracila, 2) benzonitrila, 3)
benzeno, 4) tolueno e 5) naftaleno obtida pela fase Si(PGPMS). FM MeOH:H>O (60:40, v/v). Vazao FM
0,5 mL min™, deteccao UV 254. nm. a) Antes do teste e b) apos o teste de estabilidade. Coluna 50 mm x

4 mm de diametro.
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4.4 Avaliacao da aplicabilidade da fase Si(PGPMS)

Diante das caracteristicas de retencao da fase Si(PGPMS) misturas de compostos polares
foram analisadas para avaliar a potencialidade de aplicacdo do material. As misturas sao
constituidas de compostos padrao, que normalmente apresentam dificuldade de separagdo em

colunas comerciais a base de Cjs.
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4.4.1 Separacdao de compostos polares pequenos

Além das analises de protocolos para caracterizar a fase estacionaria recheando a coluna
cromatografica, foram realizadas também analises da aplicabilidade da fase Si(PGPMS) em uma
segunda mistura teste preparada em nosso laboratério constituida de compostos polares
pequenos. A mistura hidrofilica, mistura teste 2, consistiu-se de 5 compostos: uracila,
benzonitrila, fenol, benzilamina e tolueno, que foram escolhidos por apresentarem caracteristicas
polares, exceto o tolueno que foi escolhido para confirmar a eluicdo dos compostos no modo de
fase reversa. A Figura 20 apresenta os cromatogramas obtidos na separacdo da mistura

hidrofilica utilizando diferentes composi¢des de fase mdvel constituida de acetonitrila e agua.

Figura 20. Cromatograma da separac¢do da mistura teste 2 composta por (1) uracila, (2) fenol, (3)
benzilamina, (4) benzonitrila, (5) tolueno obtida pela fase Si(PGPMS). FM ACN:HO (a) (40:60, v/v), (b)
(30:70, v/v); (c) (20:80, v/v); (d) (10:90, v/v). Deteccdo UV 254 nm. Vazdo 1,0 ml min™. Coluna 150 mm

x 4 mm de didmetro.
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A partir da Figura 20 observou-se o cromatograma da condigdo ACN:H>O (10:90, v/v)
(Figura 20d) apresenta uma melhor separagao dos compostos da mistura hidrofilica, tendo em
vista que houve a identificagdo de cada pico correspondente a cada componente da mistura.
Além disso, inferiu-se que ao aumentar a porcentagem de agua na fase moével ha uma melhora na
separacao dos compostos da mistura pela fase Si(PGPMS), refor¢ando a caracteristica da fase
preparada em separar misturas com alta porcentagem de agua. Contudo, a separacao da mistura
hidrofilica possui um alto tempo de analise (entre 25 e 30 minutos), isso ocorre devido ao
tolueno possuir um maior tempo de reteng@o por ser um composto hidrofobico.

Devido ao elevado tempo de andlise alcancado na separacdo da mistura 2, foi proposta a
utilizacao de um gradiente de elui¢do, obtendo uma separagdo satisfatoria em um menor tempo
de andlise. A apresenta o cromatograma da separacdo da mistura de compostos polares na fase
Si(PGPMS) obtido a partir da condigdo de gradiente de fase movel. Este cromatograma
apresenta uma separacao mais rapida, em até 15 minutos da mistura, e indica a resisténcia da
fase Si(PGPMS) em suportar gradientes de elui¢do, normalmente ndo adequados para fases
estacionarias imobilizadas por polimeros. Essa resisténcia pode estar associada a ligacdo quimica
do PGPMS aos silanodis da superficie da silica registrada no espectro de 2°Si NMR da fase

Si(PGPMS).

Figura 21. Cromatograma da separag¢do da mistura teste 2 composta por (1) uracila, (2) fenol, (3)
benzilamina, (4) benzonitrila e (5) tolueno obtida pela fase Si(PGPMS). FM ACN:H>O0 (10:90, v/v) 0-7
min e ACN:H>O (50:50,v/v) de 7-15 min. Detec¢do UV 254 nm. Vazdao 1,0 mL min”'. Coluna 150 mm x

4 mm de diametro.
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A mistura teste 2 de compostos polares pequenos foi analisada também por uma fase
estacionaria comercial HILIC, Cortecs da Waters. A Figura 22 apresenta o cromatograma obtido

sob as mesmas condi¢des empregadas para a fase Si(PGPMS).

Figura 22. Cromatograma da separac¢do da mistura teste 2 composta por (1) uracila, (2) fenol, (3)
benzilamina, (4) benzonitrila, (5) tolueno obtida pela fase Cortecs. FM ACN:H>O (10:90, v/v), detec¢do
UV 254 nm. Vazéo 1,0 mL min™. Coluna 150 mm x 4 mm de didmetro.
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Ao comparar o cromatograma da Figura 20d com o da Figura 22 observa-se que a
separacao da mistura hidrofilica pela fase Si(PGPMS) apresentou uma maior eficiéncia na
separacdo dos compostos na condi¢do de fase mével ACN:H>O (10:90,v/v) em relacdo a fase
HILIC. Este resultado comprova que a fase Si(PGPMS) possui uma seletividade hidrofilica para
separacao de compostos polares pequenos, garantindo a retencdo de compostos hidrofobicos

sempre no modo de fase reversa, além de possibilitar a eluicdao por gradiente.

4.4.2 Separacdo de farmacos bdsicos e sulfacompostos

A aplicabilidade da fase Si(PGPMS) foi avaliada também a partir da andlise de uma
mistura de fArmacos preparada em laboratorio, a partir de padrdes secundarios obtidos nas redes
de farmécias de manipulagdo da cidade de Ituiutaba/MG. A mistura de farmacos consistiu de 5
compostos: cimetidina, furosemide, hidroclorotiazina, ranitidina e sulfazalazina, que foram
escolhidos de acordo com sua ampla utilizagdo e, em particular, por apresentarem caracteristicas
polares que torna-os dificeis de serem analisados nas colunas comerciais tradicionais a base de

Cis, tendo em vista que os farmacos escolhidos se referem 4 sulfa compostos que possuem forte
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retencdo nas fases comerciais estacionarias comerciais, devido a interacdes indesejaveis com o
suporte cromatografico, resultando em separagdes pouco eficientes, com picos muitos largos e
tempos de andlises relativamente longos (HSU et.al, 2011). A Figura 23 apresenta o
cromatograma da melhor condicdo de separagdo da mistura dos farmacos obtida pela fase
Si(PGPMS). Na condi¢do de fase movel utilizou-se o acetato de amonio devido ele apresentar
uma interacao diferente com os grupos aminas, hidroxilas, oxigénio presentes nos compostos da

mistura de farmacos.

Figura 23. Cromatograma da separagdo da mistura de farmacos composta por (1) hidroclorotiazida, (2)
furosemida, (3) sulfassalazina, (4) cimetidina e (5) ranitidina obtida pela fase Si(PGPMS). FM
MeOH:solucdo acetato de aménio 0,05 mol L pH 7,0 (5:95, v/v), detecgdo UV 254 nm. Vazdo 0,5 mL

min'. Coluna 50 mm x 4 mm de diametro.
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A partir da Figura 23 observou-se que a separagdao dos compostos da mistura de fArmacos
somente ¢ possivel se a porcentagem de dgua na analise for maior que 90 %, mostrando que a
fase Si(PGPMS) ¢ mais eficiente na separagdo ao se utilizar altas porcentagens de agua. Além
disso, percebeu-se que todos os compostos da mistura foram separados totalmente e
eficientemente em um periodo curto de analise, cerca de 5 minutos.

As andlises da mistura de firmacos foram realizadas também em duas fases estacionarias
comerciais, empregando a coluna X-Select Cis, que apresenta alta estabilidade quimica, e a
Cortecs, que ¢ a melhor coluna que atua no modo HILIC, para se obter uma comparagdo da
separacao dos compostos destas fases com a fase Si(PGPMS). A Figura 24 apresenta os
cromatogramas obtidos pela separacdo dos farmacos nas colunas comerciais nas mesmas

condicdes de analise empregadas para a fase Si(PGPMS).
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Figura 24. Cromatograma da separa¢do da mistura de farmacos composta por (1) hidroclorotiazida, (2)

furosemida, (3) sulfasalazina, (4) cimetidina e (5) ranitidina obtido pela fase (a) C1s X-Select e (b) HILIC

Cortecs. FM MeOH:solucdo acetato de aménio 0,05 mol L’ (5:95, v/v), deteccao UV 254 nm. Vazao 0,5
mL min”'. Coluna 50 mm x 4 mm de diémetro.
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A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 24 observou-se que as fases
comerciais (X-Select e Cortecs), nas condi¢des de andlise empregadas, ndo apresentaram picos
definidos para os farmacos e nem mesmo uma separacdo satisfatoria dos compostos. Enquanto
na fase Si(PGPMS) a separacdo ocorreu em um tempo de andlise curto e de forma eficiente,
quando a fase movel empregada foi altamente aquosa. Contudo, ao comparar as ordens de
eluicdo nos cromatogramas observou-se que houve uma mudan¢a na ordem de eluicdo dos
compostos na coluna Cortecs. Essa mudanga foi causada pela diferenga de modalidades das fases
estudadas, a fase Si(PGPMS) e a X-Select atuam na modalidade de fase reversa, enquanto a
coluna Cortecs atua no modo HILIC, esse modo mostra uma ordem de eluicao similar ao modo

de fase normal , causando a alteragdo observada na ordem de eluicao.
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5 CONCLUSOES

Através dos resultados fisico-quimicos obtidos conclui-se que a silica da fase Si(PGPMS)
tem um eficiente recobrimento pelo polimero, devido a presenca do grupo glicidil em sua
estrutura monomérica, de alto desempenho, com rapida taxa de transferéncia de massa de soluto.
Observa-se através das analises das misturas testes padrdo que a fase Si(PGPMS) possui um
melhor desempenho quando a fase movel ¢ composta de uma alta porcentagem de adgua. Essa
caracteristica pode estar relacionada com a seletividade da fase Si(PGPMS) que estabelece mais
interagdes hidrofilicas com os compostos a partir do grupo glicidoxi na estrutura monomérica.
Através dessas mesmas misturas percebe-se que a fase Si(PGPMS) realiza uma interagdo com
compostos polares utilizando uma baixa porcentagem do solvente organico, o que torna por si sO
um processo vantajoso, haja vista que gerard um menor volume de residuos de solventes
organicos pds-analises cromatograficas.

A partir das misturas NIST SRM 870 e do Protocolo de Tanaka e colaboradores observa-
se que a separacao da mistura ¢ eficiente nas condigdes estabelecidas pelo protocolo, porém ao
aumentar a porcentagem de dgua na analise conclui-se que ha uma melhora na separagdo, nem
sempre acompanhada de uma melhora na eficiéncia de coluna. A mistura dos farmacos e a
mistura hidrofilica também foram mais eficientemente separadas com maiores porcentagens de
agua na fase movel, acima de 90 %, confirmando que a fase estacionaria Si(PGPMS) possui
atuacao no modo denominado per-aqueous liquid chromatography ou cromatografia liquida em
fase aquosa.

Segundo as analises realizadas pela fase Si(PGPMS) em relagdo as fases comerciais Cis e
HILIC observa-se que a separagdes das misturas NIST SRM 870, hidrofilica e a dos farmacos ¢
melhor e mais eficiente na fase Si(PGPMS), mostrando seu potencial para este tipo de analise. A
estabilidade da fase Si(PGPMS) se mostrou ligeiramente inferior a fase estacionaria
quimicamente ligada comercial, porém devido ao baixo custo e a simplicidade de preparacao
essa diferenca em termos de estabilidade quimica da fase estacionéaria pode ser considerada
pequena ao final do processo.

De uma forma geral, conclui-se, portanto, que a fase Si(PGPMS) apresenta caracteristicas
hidrofilicas em sua cadeia polimérica que lhe possibilita a separagdo eficiente de compostos
polares empregando uma baixa quantidade de solvente organico na fase movel, alcangando assim

0 objetivo principal desse trabalho.
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