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RESUMO

O principal objetivo desta tese foi explorar a técnica de HPLC na
resolucdo de separacdes que compreendem dois desafios ainda hoje enfrentados
pela Quimica Analitica: as separagdes enantioméricas e a separagdo de
compostos altamente polares por cromatografia liquida, com resolugdo
adequada e eficiéncia maxima. No Capitulo 1 serd apresentado o
desenvolvimento de métodos individuais para a separacdo enantiomérica do
citalopram (CIT) e 28 novos analogos sintéticos. O desenvolvimento das
metodologias para a separagdo destes racematos, utilizando HPLC em escala
analitica, foi realizado utilizando-se 9 fases estacionarias quirais (baseadas em
ciclodextrinas e glicopeptideos macrociclicos) em modos de fase reversa, polar-
organico e/ou polar-idnico. Vinte e cinco do total de misturas foram separadas
com resolugdo (R,) de até 2,9 e enantiosseletividade de até 1,33. Um total de 18
separagdes completas (R, > 1,5) e 7 separagdes parciais (0,6 < R, < 1,5) foram
obtidas. A coluna baseada em vancomicina operada em modo polar-idnico
resultou no maior numero ¢ na melhor qualidade das separacdes. As discussodes
foram fundamentadas na natureza quimica dos analitos, das fases estacionarias,
bem como dos modos cromatograficos empregados. No Capitulo 2 serd
apresentado o desenvolvimento de uma nova coluna cromatografica a base de
ciclofrutano-6 nativo (CF6) ligado a particulas de silica superficialmente
porosas (SPPs) para aplicagdo em cromatografia liquida de interagdo hidrofilica
(HILIC). As SPPs compreendem o Estado da Arte em materiais de suporte para
fases estacionarias utilizadas em HPLC para obtengdo de analises rapidas e
eficientes. Outras duas colunas cromatograficas similares foram preparadas com
particulas de silica totalmente porosas (FPPs) com diametros de 3 um e 5 wum
(FRULIC-N). A presenga de um nucleo sélido no interior destas particulas
proporcionou analises extremamente rapidas e eficientes quando comparadas as
obtidas pelas FPPs. O processo de sintese das fases estacionarias foi idéntico, e
a caracterizacdo das mesmas foi realizada por analise de CHN, a qual permitiu a
obtencdo do grau de substituicdo absoluto e relativo, sendo 0,86 umol m’ e
12,8% (m/m), respectivamente, para a fase estacionaria a base de SPPs. Dentre
os parametros cromatograficos avaliados, incluiu os pardmetros de van
Deemter, eficiéncia de pico, tempo de analise e seletividade. A avaliagdo de
desempenho no modo HILIC demonstrou que a coluna proposta forneceu
separagdes até 85% mais rapidas e eficiéncias até 3,7 vezes superiores as demais
colunas. As colunas foram também avaliadas sob condigdes de fase normal.
Observou-se que, em HILIC, o processo de transferéncia de massa ¢
influenciado pela camada de agua adsorvida na superficie da fase estacionaria e,
portanto, as vantagens das SPPs sob velocidades de fluxo elevadas, foram
pronunciadas em modo fase normal. No entanto, a coluna a base de CF6 ligado
a SPPs mostrou nitidas vantagens em termos de eficiéncia e tempo de analise
em ambos os modos cromatograficos avaliados.

Palavras-chave: separagdes enantioméricas; glicopeptideos macrociclicos;
ciclodextrinas; cromatografia liquida de interacdo hidrofilica; core-shell.






ABSTRACT

The main goal of this thesis was to explore the HPLC technique for
the separation of compounds, comprising two big challenges still faced by the
Analytical Chemistry: the enantiomeric separations and the separation of highly
polar compounds by liquid chromatography, with suitable resolution and
extreme efficiency. In Chapter 1, the development of methods for the separation
of the chiral drug Citalopram (CIT) and its twenty eight novel synthetic
analogues is presented. The development of the methodologies for the
separation of each racemate, using HPLC on analytical scale, was performed
using nine chiral stationary phases (cyclodextrin and macrocyclic antibiotics
based) on reversed phase, polar-organic and/or polar-ionic mode. Twenty five
of the total racemic mixtures were separated with resolution (R,) up to 2,9 and
enantiosselectivity (@) up to 1,33. A total of 18 baseline separations (R, > 1,5)
and 7 partial separations (0,6 < R; < 1,5) were achieved. Vancomycin based
columns carried on polar ionic mode provided the greatest number the best
quality of separations. All discussion were justified by the chemical nature of
the analytes, stationary phases, as well as by the employed chromatographic
modes. In Chapter 2, the development of a novel chromatographic column using
native cyclofructan chemically bonded to superficially porous silica particles
(SPPs) for the application in hydrophilic interaction liquid chromatography
(HILIC) will be presented. SPPs comprise the State of Art in support material
for HPLC stationary phases for obtaining fast and efficient analyses. Other two
similar chromatographic columns were prepared with fully porous silica
particles (FPPs) with diameter of 3 wm and 5 wm (FRULIC-N). The presence of
a solid core within these particles provided extremely fast and efficient analyses
when compared to those obtained by FPPs. The synthetic process of the
stationary phases was identical and their characterization was performed by
CHN elemental analysis, allowing to obtain the absolute and relative
substitution degrees for the new SPPs based column, which were 0,86 umol m?
and 12,8% (w/w), respectively. Among the evaluated chromatographic
parameters, van Deemter parameters, peak efficiency, analysis time and
selectivity were included. Performance evaluation in the HILIC mode showed
that the proposed column presented separations up to 85% faster and
efficiencies up to 3.7 times higher than those obtained by the FPPs based
columns. All columns were also evaluated under normal phase conditions. It
was observed that, in the HILIC mode, the mass-transfer process is influenced
by the adsorbed water layer on the stationary phase and, thus, the SPPs
advantages under high flow velocities are pronounced in the normal phase
mode. However, the column prepared by cyclofructan-6 chemically bonded to
SPPs showed clear advantages in terms of efficiency and analysis time in both
the evaluated chromatographic modes.

Keywords: enantiomeric separations; macrocyclic glycopeptides; cyclodextrin;
hydrophilic interaction liquid chromatography; core-shell.
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Cyclobond-DMP (B-CD-DMP) — Coluna cromatografica comercial a base do
derivado dimetilfenil carbamato de -CD

Cyclobond-I1-2000 — Coluna cromatografica comercial a base de $-CD nativa



Cyclobond-RSP (B-CD-RSP) — Coluna cromatografica comercial a base do
derivado R,S-hidroxipropil éter de B-CD

dcneis — Densidade do cloroformio

DCIT — Desmetilcitalopram

DDCIT — Didesmetilcitalopram

dmeon — Densidade do MeOH

DMF — Dimetilformamida

DMSO — Dimetilsulfoxido

DOPA - 3,4-dihidroxifenilalanina

d, — Diametro total da particula

d90/d10 — Razdo utilizada como pardmetro para avaliar a qualidade de
distribui¢do dos tamanhos das particulas. d90 corresponde ao diametro no qual
90% das particulas possuem didmetro inferior e d10, ao didmetro no qual 10%
das particulas possuem didmetro inferior

EtOH — Etanol

EUA — Estados Unidos da América

FDA — Administragdo de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos (do
inglés, Food and Drug Administration)

FPPs — Particulas totalmente porosas (do inglés, fully porous particles)
FRULIC-N — Coluna cromatografica comercial a base de ciclofrutano-6 nativo
h — Altura reduzida equivalente a um prato tedrico

Hep — Heptano

HETP — Altura equivalente a um prato teérico (do inglés, height equivalent to a
theoretical plate)

HETP,,;,, — Valor minimo de HETP

HILIC - Cromatografia liquida de interacdo hidrofilica (do inglés, hydrophilic
interaction liquid chromatography)

HOAc — Acido acético glacial

HPLC — Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, high performance
liquid chromatography)

IC — Cromatografia de troca i6nica (do inglés, ion exchange chromatography)
IPA — Isopropanol (do inglés, isopropyl alcohol)

k’— Fator de retengdo

k’; — Fator de retengdo referente ao primeiro pico cromatografico

k’, — Fator de retengdo referente ao ultimo cromatografico

LARIHC-P — Coluna cromatografica comercial a base do derivado isopropilico
de ciclofrutano-6

LARIHC-RN — Coluna cromatografica comercial a base do derivado R-naftilico
de ciclofrutano-6

MCI-2554 — Cepa do Bacillus circulans

MeOH — Metanol

m/m — Razdo massa/massa

n — Capacidade de pico

N — Numero de pratos

NH,;OAc — Acetato de amonio



NP — Fase normal (do inglés, normal phase)

OKUMZ31B — Cepa do Bacillus circulans

PI — Modo cromatografico polar-iénico

PO — Modo cromatografico polar-organico

R-NOBIN - (R)-(+)-2’-amino-1,1’-binaftalen-2-ol

RP — Fase reversa (do inglés, reversed phase)

R, — Resolugdo

SPPs — Particulas superficialmente porosas (do inglés, superficially porous
particles)

-BOC — t-butoxicarbonil

TEA — Trietilamina

TEAA — Tampao formado por acido acético e trietilamina (acido acético/acetato
de trietilamdnio)

TEM — Microscopia eletronica de transmissao (do inglés, transmission electron
microscopy)

TFA — Acido trifluoracético (do inglés, trifluoracetic acid)

UPLC - Cromatografia liquida de ultra performance (do inglés, ultra
performance liquid chromatography)

UTA — Universidade do Texas em Arlington (do inglés, University of Texas at
Arlington)

UV — Ultravioleta

v — Velocidade da fase movel

v/v — Razdo volume/volume

ZIC-HILIC — Coluna cromatografica comercial a base de sulfobetaina
1,3-DNB - 1,4-dinitrobenzeno

a— Seletividade ou enantiosseletividade

a-CD — Ciclodextrina com seis unidades de glicose

B-CD — Ciclodextrina com sete unidades de glicose

y-CD — Ciclodextrina com oito unidades de glicose

p - Razdo entre o diametro do nucleo sélido e o didmetro total de uma SPP
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As técnicas analiticas de separagdo desempenham papéis
fundamentais em diversas areas da ciéncia, incluindo os ramos da
quimica, engenharias, ciéncias médicas e farmacéuticas. Abrangem
desde o acompanhamento de reagdes e desenvolvimento de novos
materiais, até a compreensdo metabdlica de compostos em diferentes
organismos, analises forenses e controle de qualidade de produtos
(Pieters, Dejaegher et al. 2010, Dolzan, Spudeit et al. 2013, Baciu,
Botello et al. 2015, Guo, Dolzan et al. 2015, Vistuba, Dolzan et al.
2015).

Os mecanismos envolvidos nos processos de separacdo devem
ser compreendidos e planejados de acordo com a natureza fisico-
quimica dos analitos, cujas caracteristicas podem acarretar misturas
altamente complexas, de dificil separagdo. Essa complexidade junto a
diversidade de compostos e novos materiais em desenvolvimento, exige
que o avango das técnicas e métodos de separagdo quimica seja foco
constante de pesquisas, de modo a atender as necessidades de maneira
ampla e eficiente.

Uma vez que a separacdo de componentes de uma mistura sé é
possivel devido as diferengas estruturais entre os analitos, as suas
similaridades podem tornar o procedimento bastante desafiador. Nestes
termos, as misturas enantioméricas podem ser descritas como o0s
sistemas de maior dificuldade de separacdo. O interesse em separagdes
dessa natureza € decorrente, principalmente, da relacdo entre isomeria e
bioatividade dos enantiomeros junto as dificuldades em se estabelecer
sinteses organicas assimétricas, ou enantiosseletivas (McConathy &
Owens 2003, Nguyen, He et al. 2006). Atualmente, a quiralidade dos
compostos € considerada um dos principais focos no planejamento,
desenvolvimento, e comercializagdo de novos medicamentos (Nguyen,
He et al. 20006).

Por muitos anos a farmacopeia foi descrita para racematos,
entretanto, apds a “tragédia da talidomida”, no inicio dos anos 1960,
iniciou-se uma busca incessante pela seguranca dos tratamentos que
utilizam medicamentos alopaticos estereoisoméricos. De forma
dramatica, foi descoberto que frequentemente a atividade biologica de
racematos reside em um uUnico enantidmero, enquanto o outro pode
apresentar-se, ndo apenas inativo, mas toxico (Brown & Davies 1989,
Sarfati 1998, Nguyen, He et al. 2006).

Com o aparecimento de novas tecnologias que permitiram o
isolamento de enantidmeros em quantidades substanciais e,
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principalmente, ap6s a declaragdo da politica da FDA (Agéncia
reguladora dos EUA, US Food and Drug Administration) para
formulagdes estereoisoméricas, em 1992, iniciou-se a era dos farmacos
enantiomericamente puros (FDA 1992, Gellad, Choi et al. 2014).

O Citalopram (CIT) é um exemplo de um farmaco quiral,
originalmente comercializado na forma racémica, que logo apds a
politica da FDA, tornou-se disponivel, também, na forma
enantiomericamente pura (S-CIT). O enantiomero de conformagdo R,
neste caso, ndo apresenta qualquer atividade toxica, no entanto a
atividade farmacologica desejada foi atribuida, majoritariamente, ao
enantiomero de conformagdo S (Gellad, Choi et al. 2014). Devido a
eficacia do CIT e ampla atividade contra desordens patologicas de
natureza comportamental, como depressdo severa, ansiedade e sindrome
do panico, novos compostos com estruturas quimicas semelhantes sdo
de interesse da pesquisa farmacéutica (Mandrioli, Fanali et al. 2003).
Algumas metodologias sdo reportadas para a separacdo dos
enantidmeros do CIT bem dos seus metabolitos, desmetilcitalopram
(DCIT) e didesmetilcitalopram (DDCIT) (Kosel, Eap et al. 1998),
entretanto diversos novos analogos racémicos foram sintetizados e os
seus enantiomeros devem ser adequadamente separados para garantir a
confiabilidade dos estudos farmacologicos.

Historicamente e ainda hoje, a técnica mais bem estabelecida
para a separacdo de misturas enantioméricas ¢ HPLC utilizando fases
estacionarias quirais (CSPs), ou, simplesmente, HPLC quiral (Ward &
Ward 2010). A técnica de HPLC quiral em escala preparativa apresenta,
ainda, a vantagem de permitir a obtengdo dos produtos
enantiomericamente puros (Meyer 1987, Kusters 1996, Smuts, Na et al.
2014). As ciclodextrinas (CDs) correspondem a classe mais antiga de
CSPs, introduzida pelo grupo de pesquisa do professor Daniel W.
Armstrong, em 1984 (Armstrong & Demond 1984). Dez anos mais
tarde, o mesmo grupo introduziria também os glicopeptideos
macrociclicos (Armstrong, Tang et al. 1994). Atualmente, estas
apresentam-se entre as principais classes de CSPs disponiveis
comercialmente (Lourenco, Cassiano et al. 2010). Dada a ampla
diversidade e aplicabilidade, a técnica de HPLC e nove CSPs a base de
glicopeptideos macrociclicos e CDs foram selecionadas para o
desenvolvimento de métodos analiticos para separagdo do CIT e vinte e
oito analogos racémicos de interesse farmacologico (Capitulo 1).

Em 2009, o grupo de pesquisa do professor Armstrong
desenvolveu a mais recente classe de CSPs comerciais, as quais sdo
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baseadas em macrociclicos ciclofrutanos (CFs), pertencentes a classe
dos oligossacarideos (Sun, Wang et al. 2009).

Além das separagdes enantioméricas, compostos a base de CFs,
principalmente CF nativo, tém sido empregados como fases
estacionarias polares para aplicacdo em HILIC (Padivitage & Armstrong
2011, Qiu, Loukotkova et al. 2011), a qual também apresenta-se
bastante recente quando comparada aos tradicionais modos de operagéo
em HPLC. De maneira similar a origem da HPLC quiral, que surgiu
para tornar possivel a resolugdo de misturas racémicas, a HILIC, foi
introduzida em 1990 para resolver separa¢des de compostos altamente
polares, que até entdo ndo eram possiveis nos modos de fase reversa
(RP), fase normal (NP) ou em cromatografia de troca idnica (IC) (Pesek,
Matyska et al. 2011, Buszewski & Noga 2012).

Experimentalmente, o modo HILIC consiste na utilizagdo de
uma fase estacionaria com caracteristica polar, como ocorre em NP, ¢
fase mdvel aquosa-organica, como utilizada em RP. Para a garantia de
um mecanismo HILIC, porém, € necessaria a utilizacdo de acetonitrila
(ACN) como modificador organico em concentragdes geralmente entre
50 e 95% (Pesek, Matyska et al. 2011). A técnica € aplicada para uma
gama de compostos de diferentes naturezas: analitos orgénicos,
inorganicos, neutros ou ionizados, com interesses nas mais diversas
areas do conhecimento, destacando-se, as ciéncias biologicas e
farmacéuticas (Liu, Chen et al. 2008, Jandera 2011).

Além de ampliar as aplicacdes da técnica de HPLC com o
desenvolvimento de novos modos cromatograficos, muitas pesquisas
estdo sendo realizadas em busca de metodologias mais rapidas e
eficientes. Com esta perspectiva, destaca-se atualmente a cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (UPLC) com a utilizagdo de colunas
cromatograficas preparadas com particulas de silica tradicionais (FPPs)
de sub-2 um (diametro, d,). A desvantagem da técnica, no entanto, ¢ a
necessidade de um equipamento diferenciado, o qual deve suportar
pressdes elevadas de até 600 bar (Pieters, Dejaegher et al. 2010, Walter
& Andrews 2014). Uma alternativa ¢ a utilizacdo SPPs de silica, que sdo
capazes de fornecer eficiéncias cromatograficas similares e até
superiores as fases estacionarias preparadas com FPPs sub-2 um, com a
vantagem de utilizar equipamentos tradicionais de HPLC (DeStefano,
Langlois et al. 2008, Wang, Barber et al. 2012).

As SPPs compreendem o Estado da Arte em material de suporte
para colunas de HPLC (Bell & Majors 2015). O procedimento de
preparo dessas colunas, no entanto, ¢ extremamente desafiador (Blue &
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Jorgenson 2015). Quando obtidas colunas cromatograficas preenchidas
adequadamente, a morfologia dessas particulas favorece o aumento da
eficiéncia do sinal analitico a partir da diminuig¢do dos termos 4, B e C
descritos na equagdo de van Deemter, os quais descrevem a contribuig¢ao
dos caminhos multiplos, da difusdo longitudinal e do processo de
transferéncia de massa, no alargamento dos picos cromatograficos
(Hayes, Ahmed et al. 2014). Outros fatores também afetam a eficiéncia
cromatografica, dentre eles, os modos cromatograficos e os mecanismos
de separagdo dos analitos (Gritti & Guiochon 2007, Gritti & Guiochon
2007, Gritti, Kazakevich et al. 2007, DeStefano, Langlois et al. 2008,
McCalley 2008, Gritti, Bell et al. 2014).

Estudos que relacionam o desempenho das SPPs sob diferentes
condigdes cromatograficas sdo escassos. Os trabalhos reportados na
literatura apresentam, na sua maioria, sistemas em modo RP utilizando
colunas C18, as quais correspondem as principais colunas a base de
SPPs disponiveis comercialmente (Gritti, Leonardis et al. 2010,
Kirkland J. J. 2013, Fekete, Guillarme et al. 2014, Bell & Majors 2015).
Por outro lado, as colunas SPPs-HILIC sdo, geralmente, baseadas em
silica n3o modificada, apresentando desempenho cromatografico
limitado e comportamento caracteristico quando comparadas a outros
seletores de estrutura quimica mais elaborada, como os CFs, o que
impossibilita a extrapolagdo das constatagdes para outros sistemas
cromatograficos (Heaton & McCalley 2014). Dessa forma, o
desenvolvimento de novas fases estaciondrias para aplicacdo em HILIC
preparadas com SPPs se faz necessario, ndo apenas como uma
alternativa as colunas atualmente disponiveis, mas do ponto de vista
analitico, também para a compreensdo do comportamento dessas
particulas em sistemas que apresentam caracteristicas distintas. Sob
estas perspectivas e devido ao extraordinario desempenho apresentado
pela coluna comercial FRULIC-N (baseada em CF nativo ligado & FPPs
de silica) (Padivitage, Dissanayake et al. 2013, Shu, Lang et al. 2015), o
mesmo seletor foi escolhido neste trabalho para o desenvolvimento de
uma nova fase estacionaria HILIC preparada com SPPs (Capitulo 2).

O desenvolvimento desta tese ocorreu em colaboragdo com o
grupo de pesquisa do professor Daniel W. Armstrong na University of
Texas at Arlington (UTA), nos EUA, onde e permaneci pelo periodo de
um ano, referente ao doutorado sanduiche realizado pelo Programa
Ciéncia Sem Fronteiras.

Tudo o que foi descrito e que sera apresentado ao longo desta
tese, demonstra o poder das colaboragdes e trocas de conhecimento
entre pesquisadores, estudantes e demais interessados, sobre o avanco da
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ciéncia. Demonstra, principalmente, que cada grupo de pesquisa e cada
ser ¢ parte indissociavel de um grande grupo, de um todo, movido por
um Unico e imenso objetivo que ¢ contribuir, com-sciéncia, para um
mundo cada vez melhor para todos.
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Capitulo 1

Separacio enantiomérica de analogos do Citalopram utilizando a
técnica de HPLC com fases estacionarias quirais baseadas em
glicopeptideos macrociclicos e ciclodextrinas

Resumo

Este capitulo descreve a separacdo de vinte e oito misturas racémicas de
analogos do citalopram utilizando a técnica de HPLC quiral. Devido a
efetividade do citalopram como agente antidepressivo, e agdo contra outros
disturbios comportamentais patogénicos, surgiu o interesse em desenvolver
novos compostos inspirados na sua estrutura quimica. A separagdo
enantiomérica desses compostos ¢ fundamental para o desenvolvimento de
estudos farmacologicos e conseguinte compreensdo das suas (in)atividades
biolodgicas e toxicidade. O total de nove fases estacionarias quirais baseadas em
glicopeptideos macrociclicos e ciclodextrinas (nativa e derivatizadas) foram
avaliadas de acordo com a sua habilidade em separar esta série de compostos
por HPLC em escala analitica. Os modos de fase reversa, polar-organico e
polar-iénico, foram testados. Vinte e cinco do total de misturas racémicas foram
separadas R, ¢ a de até 2,9 e 1,33, respectivamente. Um total de dezoito
separagdes completas (R; > 1,5) foram obtidas, enquanto que sete pares de
enantiomeros foram separados parcialmente. Colunas baseadas em vancomicina
e operadas em modo polar-idnico resultaram no maior niimero de separagoes,
apresentando-se uma excelente alternativa para futuros procedimentos em
escala preparativa. Todas as discussoes deste trabalho foram fundamentadas em
observagdes acerca das estruturas quimicas dos compostos avaliados, bem como
dos seletores quirais e modos cromatograficos utilizados.
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1. Revisao bibliografica
1.1 A estereoseletividade da vida e a quiralidade dos farmacos

Dentre os mistérios que envolvem a origem da vida e a
perfeicdo bioquimica, o fendmeno da "homoquiralidade" ¢,
particularmente, fascinante (Rodrigues 2010). As macrobiomoléculas
tendem a ser homoquirais, o que implica serem construidas a partir de
unidades de mesma quiralidade: a dupla-hélice do DNA, por exemplo,
rotaciona sempre para o lado direito, ou sentido horario (Sarfati 1998).
Os aminodcidos proteinogénicos e, consequentemente, as proteinas,
presentes em eucariotos, possuem a configuragdo L, enquanto que seu
enantiomero D ¢é necessario para formar as paredes das células das
bactérias. Outro exemplo de biomoléculas homoquirais sdo os agucares,
os quais estdo presentes sempre na forma D-sacarideo, e formando os
ribonucleosideos, fornencem a homoquiralidade também a molécula de
RNA (Rodrigues 2010). Apesar da razdo para essa assimetria da vida
permanencer incompreendida, o fendmeno da homoquiralidade, ou
quiralidade em si, implica na natureza estereosseletiva das interacdes
bioquimicas (Sarfati 1998). E incontestavel que a agdo de xenobidticos
quirais, inclusive farmacos, que ¢ o foco deste trabalho, depende de uma
estrutura tridimensional que permita o reconhecimento deste pela
biomolécula-alvo.

A Figura 1.1 apresenta um grafico informativo dos novos
medicamentos aprovados pela FDA, agéncia reguladora dos Estados
Unidos, e nos demais paises, em cada ano ao longo de uma década
(Agranat, Wainschtein et al. 2012).
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Figura 1.1 A porcentagem (eixo y) e o niimero absoluto (mostrado acima das
barras) dos novos farmacos aprovados pela (A) US Food and Drug
Administration (FDA) de acordo com as suas quiralidades sdo mostradas para
os anos de 2002-2011 e (B) o mesmo ¢ apresentado para as aprovagdes nos
demais paises no periodo de 2001-2010.
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[Fonte: Nature Reviews Drug Dlscovery, 2012, 11:972-973]. (Agranat,
Wainschtein et al. 2012)

Como pode ser observado, os farmacos aprovados sio
apresentados de acordo com a sua quiralidade, e os dados evidenciam o
desenvolvimento majoritario, ndo apenas de compostos quirais, mas de
produtos enantiomericamente puros, tendéncia que decorre do fato de
enantidomeros de um mesmo farmaco quiral serem discriminados pelo
organismo em todos os processos farmacocinéticos envolvidos, desde a
absorg¢do até a eliminacdo (Lima 1997).

A biodisponibilidade, taxa de metabolismo, natureza e acdo dos
metabdlitos, potencial e seletividade para receptores, transportadores
e/ou enzimas, e toxicidade, podem diferenciar significativamente entre
enantidmeros de um mesmo farmaco. Por exemplo, em alguns casos, um
enantidmero pode ser responsavel pelos efeitos terapéuticos (eutdomero)
enquanto o outro pode apresentar-se inativo ou toxico (distomero). Ha
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ainda a possibilidade de um enantidmero diminuir ou potencializar o
efeito do outro e, ainda, de serem ambos ativos em propor¢des bastante
distintas ou similares. Este ultimo caso ¢ bastante raro, uma vez que,
como descrito anteriormente, espera-se que 0s receptores € as enzimas
atuem seletivamente frente a diferentes arranjos espaciais (Lima 1997).
Em todos os casos ¢ fundamental que, nas diversas etapas de
desenvolvimento de um farmaco, cada enantidbmero seja avaliado
individualmente, bem como em sua forma racémica. Quando um dos
enantidmeros apresenta-se inativo, ¢ preciso atentar as diferentes
dosagens se disponibilizado na forma pura e/ou racémica e, ainda, aos
efeitos colaterais advindos de cada enantiomero. Quando um dos
enantiomeros apresentar efeitos adversos, obviamente, deve-se garantir
a pureza do enantidmero farmacologicamente ativo. A utilizagdo de
enantidmeros simples, de maneira geral, pode permitir um perfil
farmacoldgico mais simples e seletivo, e, ainda, diminuir as intera¢des
medicamentosas, no entanto, ¢ importante considerar a viabilidade
econdOmica dos processos de desenvolvimento, de forma a garantir, além
da seguranga, a acessibilidade do medicamento por qualquer ser humano
que necessita do mesmo. Este deveria ser um dos principais propositos
das diversas areas de pesquisa que atuam no desenvolvimento de
farmacos.

Atualmente, ndo existe uma regulamentagdo para que novos
medicamentos sejam desenvolvidos exclusivamente como enantiomeros
simples. Em 1992 (atualizada em 2011), a FDA declarou uma politica
em relacdo aos farmacos quirais, que permite ao proprio desenvolvedor
a decisdo sobre uma formula¢do racémica ou pura. No entanto, a escolha
por uma formulag@o racémica deve ser justificada (FDA 1992, Gellad,
Choi et al. 2014). Apdés o posicionamento da FDA, houve um
crescimento da busca por fairmacos enantiomericamente puros, que €
demonstrado pelo numero cada vez maior de trabalhos publicados nas
mais diversas areas relacionadas como a farmacodindmica, a
farmacocinética, a sintese assimétrica ¢ o desenvolvimento de métodos
analiticos (Lima 1997). Os graficos apresentados na Figura 1.1 também
ilustram essa tendéncia. No entanto, devido a inviabilidade economica
causada principalmente pelas dificuldades em obter sinteses
assimétricas, a maioria permanece comercializada na forma de
racematos.

Em 2014, Gellad e colaboradores publicaram um artigo critico
acerca da questdo que envolve a recente tendéncia na utilizagdo de
medicamentos baseados em enantiomeros simples e, mais
especificamente, sobre a denominada Chiral Switch, que ocorre no
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mercado farmacéutico quando um farmaco ja comercializado na forma
racémica ¢ substituido pelo eutdmero puro (essa esta frequentemente
associada a uma expiracdo de patente) (Nguyen, He et al. 2006, Gellad,
Choi et al. 2014). Entre os anos de 2001 e 2011, por exemplo, a FDA
aprovou nove farmacos enantiomericamente puros, 0s quais eram
anteriormente comercializados na forma racémica. Os custos envolvidos
neste periodo ultrapassaram o valor de 6 bilhdes de dodlares, tendo sido
85% destinado apenas aos novos Esomeprazol e Escitalopram, ou S-
omeprazol e S-citalopram, aprovados em 2001 e 2002, respectivamente.
Apb6s a aprovagao destes dois novos farmacos, foi observado um novo
perfil mercadologico, em que o numero de receitas médicas para a
formulag¢do enantiomericamente pura ultrapassou substancialmente as
prescri¢cdes que indicavam a formulagdo racé€mica (Gellad, Choi et al.
2014). A questdo abordada por Gellad e colaboradores, ¢ de que ndo ha
evidéncias sobre os maleficios da utilizacdo destes farmacos racémicos,
omeprazol e CIT, e tampouco sobre uma possivel diminui¢cdo das
atividades dos respectivos S-enantidmeros, o que sugere uma reflexdo
sobre o(s) proposito(s) da industria farmac€utica com a Chiral Switch.
Por exemplo, uma revisdo sistematica realizada pela Cochrane
(Cochrane.org) sobre a eficacia do Escitalopram em relagdo a sua forma
racémica mostrou que, dentre os seis estudos avaliados, trés
demonstraram vantagens estatisticamente significativas do Escitalopram
no resultado primario da resposta ao tratamento (Gellad, Choi et al.
2014). Outros estudos atribuiram este mesmo resultado & uma possivel
inibi¢do do enantidmero ativo pelo R-enantiomero quando a formulagio
racémica ¢ testada (Jacquot, David et al. 2007). No entanto, muitos
destes estudos foram financiados por empresas farmacéuticas e,
portanto, Gellad e colaboradores atentam para uma potencial
“superestimagdo do efeito do tratamento devido a parcialidade do
patrocinio” (Gellad, Choi et al. 2014).

Por outro lado, ha muitos exemplos em que o desenvolvimento
de uma formulagdo enantiomericamente pura e a substituicdo do
farmaco racémico ja comercializado pelo seu enantidmero simples, foi
fundamental para garantir a eficicia e, principalmente, a seguranca do
tratamento. Entre o final dos anos 1950 e inicio dos anos 1960, a
comercializagdo da talidomida racémica e a ingestdo por gestantes
resultou no nascimento de milhares de criangas com malformacéo, além
dos natimortos (Botting 2002, Leandro & Santos 2015). A Figura 1.2
apresenta a estrutura quimica da talidomida e um grafico com a
incidéncia dos casos de bebés que nasceram com malformagao devido a
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atividade teratogénica do enantiomero de conformagéo S, na Alemanha,
pais onde foi desenvolvido o farmaco (Botting 2002).

Figura 1.2 Estrutura quimica dos isomeros R e S da talidomida e o niimero de
casos de bebés que nasceram com malformag¢do na Alemanha entre os anos
1957 e 1963. As colunas representam a incidéncia mensal de casos (Botting
2002).
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Como pode ser visto, cerca de um ano apds a retirada da
talidomida racémica do mercado alemdo, a incidéncia dos casos decaiu
abruptamente. No Brasil, as primeiras noticias acerca dos maleficios da
droga ocorreram tardiamente, apenas trés meses apos divulgacdo na
imprensa alema e inglesa (Leandro & Santos 2015). Na mesma época
foram reportados os primeiros resultados cientificos comprovando a
acdo teratogénica da talidomida que seria, mais tarde, atribuida ao S-
enantidmero (Barreiro, Ferreira et al. 1997). A partir de entdo, iniciou-se
um novo processo de desenvolvimento de farmacos quirais, atentando-
se ndo apenas a atividade do eutdmero, mas ao comportamento
biologico e aos efeitos causados pelo segundo enantiomero. Outro
exemplo, dentre os inimeros que podem ser citados, € o farmaco DOPA
(3,4-dihidroxifenilalanina), utilizado para o tratamento do Parkinson, e
atualmente comercializado apenas sob a forma enantiomericamente
pura, L-dopa ou Levodopa. Enquanto a sua forma racémica causou
efeitos adversos significativos ao paciente, a substitui¢do pelo
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enantiomero simples reduziu estes efeitos e permitiu ainda a utilizagdo
de uma dose mais elevada do farmaco ativo (Gellad, Choi et al. 2014). A
Tabela 1.1 apresenta a relacdo de alguns farmacos e as atividades dos
seus respectivos enantidmeros (Lima 1997, Jacquot, David et al. 2007,
Gellad, Choi et al. 2014).

Tabela 1.1 Exemplos de farmacos quirais e atividades biologicas exercidas
pelos respectivos enantidmeros puros.

Farmaco Acdo
Etambutol® SS: tuberculostético
RR: pode provocar cegueira
Penicilamina S: anti-artritico
R: extremamente toxico
Bupivacaina Ambos os isomeros possuem atividade anestésica local, mas

apenas o R-enantidmero apresenta ac¢do vasoconstritora,
capaz de prolongar a agdo anestésica local

Clorfeniramina A atividade histaminica ¢é atribuida essencialmente a
configuragdo S

Salbutamol R-enantiomero é 80 vezes mais ativo que a configuragido S

Omeprazol Maior biodisponibilidade oral apresentada pelo S-omeprazol
e atividade superior a apresentada pelo R-enantiomero

Citalopram A acdo antidepressiva do S-citalopram ¢ 30-40 vezes

superior a a¢do do enantiomero R-

As informagdes apresentadas na Tabela 1.1, e a “tragédia da
talidomida” por si s6, evidenciam a necessidade de estudos
aprofundados acerca dos efeitos biologicos causados por cada
enantidmero presente em uma mistura farmacologica racémica. Essa
necessidade se da tanto para farmacos racémicos ja comercializados,
quanto nos processos de desenvolvimento de novos farmacos. Quando a
seguranca do uso de ambos os enantidmeros e a eficacia do tratamento ¢
assegurada, ¢ importante considerar a viabilidade econémica de cada
processo de produgdo, garantindo a acessibilidade pelo paciente, que
deve ser respeitado como um ser humano que necessita destes
conhecimentos e cuidados, e ndo apenas como a fonte que mantém o
mercado farmacéutico.

Recentemente a empresa farmacéutica dinamarquesa Lundbeck,
a qual atua com pesquisa e desenvolvimento, produgdo e
comercializagdo de medicamentos, vem realizando pesquisas na busca
por novas alternativas para o tratamento de desordens comportamentais.
Para isso, uma série de novos compostos foi desenvolvida a partir da
estrutura quimica do CIT, o qual é largamente utilizado de maneira
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aparentemente segura e eficaz no tratamento contra depressdo severa,
ansiedade, sindrome do panico e disturbio obsessivo-compulsivo
(Mandrioli, Fanali et al. 2003). Como descrito anteriormente, o CIT foi
originalmente disponivel na sua forma racémica, no entanto, devido ao
seu efeito farmacologico ser atribuido principalmente ao enantiomero de
conformagdo S, a formulagdo enantiomericamente pura ja ¢ disponivel
comercialmente (Mandrioli, Fanali et al. 2003, Gellad, Choi et al. 2014).
Devido a dificuldade em obter rotas sintéticas assimétricas, todos os
produtos desenvolvidos pela empresa apresentam-se na sua forma
racémica. No entanto, para garantir a eficicia e seguranca dos novos
compostos, os estudos farmacologicos deverdo ser realizados para cada
enantiomero individualmente.

Neste contexto, cresce a necessidade em desenvolver técnicas e
métodos analiticos que permitem a separacdo ndo apenas dessas, mas de
quaisquer misturas racémicas de interesse farmacoldgico (ou outros).
Essas técnicas devem possibilitar, ainda, o isolamento dos enantiomeros
puros (Meyer 1987, Kusters 1996), tanto para garantir um processo de
desenvolvimento seguro, quanto para a comercializagdo do farmaco,
sempre que se fizer necessaria.

1.2 Métodos analiticos para a separagdo de enantiomeros

A ciéncia e a industria farmacéutica s3o, de fato, as principais
responsaveis pela crescente busca por metodologias analiticas que
possibilitem a separagdo de enantiomeros. No entanto, as industrias
agroquimicas, bioquimicas, biotecnoldgicas, e a ciéncia e tecnologia dos
alimentos, também contribuem significativamente para este avango
(Cavazzini, Pasti et al. 2011, Rocco, Aturki et al. 2013, Smuts, Na et al.
2014). A garantia de processos eficientes exige um trabalho minucioso
que abrange desde o planejamento, que envolve a escolha de um seletor
quiral ou desenvolvimento do mesmo, até a escolha da técnica analitica
adequada para o sistema. Para isso ¢ fundamental que as interagdes
analito-seletor, e os mecanismos de reconhecimento molecular
especificos dos seletores quirais sejam investigados e compreendidos.

O modelo original de interacdo enantidmero-seletor quiral, onde
o seletor pode ser uma fase estacionaria ou uma biomolécula in vivo, foi
proposto por Dalgliesh, em 1952. O modelo sugere que, para que haja
reconhecimento quiral, sdo necessarias trés interagdes simultaneas entre
apenas um dos enantidmeros e o seletor e, pelo menos uma delas deve
ser dependente da estereoquimica do analito. O outro enantiomero deve
interagir com até dois sitios do seletor. Além disso, as interagdes devem
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ser entre sitios distintos tanto no enantiomero quanto no seletor quiral
(Dalgliesh 1952). Esse modelo é conhecido como “interagdo de trés
pontos”, cujo esquema ¢ demonstrado na Figura 1.3 (Lourenco,
Cassiano et al. 2010, Tang, Zhang et al. 2012).

Figura 1.3 Representacdo do modelo de “interagdo de trés pontos” (Tang,
Zhang et al. 2012).
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O modelo original considera que apenas as interagdes atrativas
sdo responsaveis pela discriminagcdo quiral, no entanto sabe-se
atualmente que as interagdes repulsivas também participam do
mecanismo de resolugdo enantiomérica, embora seja fundamental pelo
menos uma intera¢do de natureza atrativa. Anos mais tarde, em 1986,
Pirkle e Pochapsky demonstraram que para sistemas com interagdo m—,
a rigidez conformacional dos anéis aromaticos participa da formacdo do
complexo diastereoisomérico, sendo essa uma das trés interagdes
ocorrentes no sistema. Topiol e Sabio, em 1989, denominaram esse
modelo como “interacdo pseudo-dois-pontos” (Lourenco, Cassiano et al.
2010, Kalikova, Riesova et al. 2012, Tang, Zhang et al. 2012).

Os processos envolvidos na formagdo dos complexos
diastereoisoméricos transitorios analito-seletor quiral, ndo sdo simples,
visto que varias interagdes simultaneas sdo requeridas para discriminar
um enantiomero do outro. Os principais tipos de interagdes responsaveis
pela discriminag@o quiral sdo: interagdo couldmbica ou eletrostatica,
ligag@o de hidrogénio e interagdo estérica (muito fortes), interagdo m—m e
ion-dipolo (fortes), interagdo dipolo-dipolo (forca intermediaria),
interagdo dipolo-dipolo induzido (fraca) e dispersdo de London (muito
fraca). E importante ressaltar que nos mecanismos enantiosseletivos,
muitas vezes as interagdes fracas podem desempenhar um papel tdo
decisivo quanto as interagdes fortes (Lourenco, Cassiano et al. 2010).

Apesar dos modelos propostos, um por Dalgliesh, em 1952, e
outro por Pirkle e Pochapsky, em 1986, serem aceitos pela comunidade
cientifica, o numero expressivo de seletores quirais conhecidos
atualmente fornece complexidade e singularidades mecanisticas. O
modelo de “interacdo de trés pontos”, por exemplo, € pouco expressivo
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para se entender interagdes com seletores quirais proteicos. Devido a
complexa estrutura tridimensional das macromoléculas, o mecanismo de
discriminagdo quiral ndo ¢é completamente conhecido, sendo
considerado estéreo-especifico para cada mistura racémica (Lourenco,
Cassiano et al. 2010).

Com relagdo as técnicas analiticas reportadas para separacdes
enantioméricas, estdo a cromatografia gasosa, HPLC, cromatografia de
fluido supercritico, a cromatografia em camada fina e a eletroforese
capilar (Ward & Ward 2010, Kalikova, Riesova et al. 2012, Tang, Zhang
et al. 2012). A técnica de HPLC, no entanto, corresponde a principal
técnica empregada, apresentando, dentre outras vantagens, a
possibilidade de realizar separagdes em escala preparativa, que permite
o isolamento de cada enantidmero logo ap6s a cromatografia (Meyer
1987, Kusters 1996, Ward & Ward 2010, Smuts, Na et al. 2014). Dois
principais métodos sdo descritos por HPLC: método indireto e direto.
No método indireto, raramente empregado, os enantiomeros sio
convertidos a compostos diastereoisoméricos a partir da reagdo com um
reagente quiral, e sdo tipicamente separados em uma fase estacionaria
tipica, ndo quiral. Esse método apresenta o inconveniente de ser
necessaria a manipulacdo da amostra (derivatizagdo), além de despender
um longo intervalo de tempo. Ja no método direto, a formagdo de um
diastereoisdmero ocorre através da interagdo do analito quiral com a fase
estacionaria, também quiral, ou com a fase movel. Essa ultima pode
interferir diretamente na detec¢do dos analitos e limita a utilizagdo de
determinados detectores, dentre os quais, o espectrometro de massas,
cuja fase movel deve ser necessariamente volatil. O processo de
isolamento dos enantidmeros puros também ¢ dificultado (Ward & Ward
2010, Kalikova, Riesova et al. 2012, Tang, Zhang et al. 2012). Portanto,
a técnica de HPLC utilizando CSPs ¢, de longe, a técnica mais poderosa
e largamente empregada para essa finalidade (Kalikova, Riesova et al.
2012).

1.2.1 Fases estaciondarias quirais para HPLC

Atualmente sdo reportadas inumeras CSPs baseadas em
seletores quirais de diversas naturezas, cujas interagdes e mecanismos de
separacdo sdo extremamente peculiares. A Tabela 1.2 apresenta as
principais classes de CSPs junto as principais interagdes envolvidas no
processo de reconhecimento quiral e separagdo enantiomérica
(Lourenco, Cassiano et al. 2010).
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Tabela 1.2 Seletores quirais e principais interagdes com analitos quirais
(Lourenco, Cassiano et al. 2010).

Seletor quiral CSPs Principais interacoes
Natural Proteinas Interag¢des hidrofobicas e eletrostaticas
Ciclodextrinas Complexo de inclusdo e ligagao de
hidrogénio
Glicopeptideos Interagdes couldmbicas, ligagao de
Macrociclicos hidrogénio, efeitos estéricos,

interagdes -, ion-dipolo, dipolo-
dipolo, dipolo-dipolo induzido,
dispersdo de London

Polissacarideos Complexo de inclusdo e interagdes
atrativas
Cinchona Interagdes eletrostaticas
Sintético Tipo Pirkle Interagdo m—x e ligagdo de hidrogénio
Troca de ligantes Interagdes couldmbicas e ion-dipolo
Eteres de coroa Complexo de inclusido e ion-dipolo

Polimeros sintéticos  Interag¢do m—, ligagdo de hidrogénio e
interagdo dipolo-dipolo
Polimeros impressos Especifico para cada analito
molecularmente

Dentre as CSPs apresentadas na Tabela 1.2, estdo destacadas as
classes dos glicopeptideos macrociclicos (antibidticos) e das CDs, que
correspondem, além dos polissacarideos, as classes mais amplamente
empregadas, apresentando eficiéncia e seletividade para a separacdo de
misturas enantioméricas de diversas naturezas (Armstrong & Demond
1984, Armstrong, Tang et al. 1994, Ward & Ward 2010, Kalikova,
Riesova et al. 2012). Sendo estas as classes de CSPs utilizadas neste
trabalho, ambas serdo detalhadamente descritas a seguir.

1.2.1.1 CSPs a base de glicopeptideos macrociclicos

Desde a sua introdug@o por Armstrong, em 1994, a classe dos
glicopeptideos macrociclicos representam um poderoso grupo de CSPs
(Armstrong, Tang et al. 1994). Essa classe permite a utilizacdo de
diferentes modos cromatograficos RP, NP, polar-organico (PO) com
100% de solvente polar ndo-aquoso e, polar-idnico (PI), com solvente
organico ndo-aquoso contendo, principalmente, acido e/ou base,
adicionados para ajustar o estado de ionizacdo do seletor. A
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enantiosseletividade, no entanto, é diferente em cada um destes modos
cromatograficos (Berthod 2009).

Quatro seletores quirais baseados em glicopeptideos
macrociclicos sdo disponiveis comercialmente. Sao eles: teicoplanina
(Chirobiotic T e T2); teicoplanina aglicona (Chirobiotic TAG);
ristocetina A (Chirobiotic R) e; vancomicina (Chirobiotic V e V2)
(Berthod 2009). As estruturas quimicas destes seletores incluem porgdes
peptidicas, carboidratos e acidos carboxilicos ionizaveis ou grupamentos
aminicos, que interagem com enantidmeros através das diversas
interagdes moleculares possiveis (Ahuja 2008). Essas estruturas estdo
representadas na Figura 1.4 e uma comparagdo entre as suas
caracteristicas fisico-quimicas ¢ apresentada na Tabela 1.3.

Figura 1.4 Estruturas quimicas propostas para os glicopeptideos macrociclicos
teicoplanina, teicoplanina aglicona, ristocetina A e vancomicina. Legenda: A-D
compreendem os macrociclicos ou as cavidades de inclusdo; grupo R na
teicoplanina corresponde, geralmente, ao acido metil-decandico (Ward & Farris
2001, Chirobiotic-Handbook 2004).
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Tabela 1.3 Propriedades fisico-quimicas dos seletores quirais glicopeptideos
macrociclicos disponiveis comercialmente (Ward & Farris 2001, Berthod 2009).

Parametros Teicoplanina  Teicoplanina Ristocetina A  Vancomicina
aglicona

Formula CgsHosCLLNgO33 CsgHasCLN;Ogg CosH110N5O44 CesH7sCLNgO24

quimica

Massa molar 1878 g mol™ 1198 g mol™ 2066 g mol™ 1448 g mol™!

Obtengao Fermentacao Hidrolise Fermentagao Fermentacao

com quimica da com Nocardia com

Actinoplanis Teicoplanina lurida Streptomyces
teicomycetus orientalis

Centros 23 8 38 18

quirais

Macrociclos 4 4 4 3

Unidades de 3 0 6 2

aglicar

Grupos-OH 15 (4) 8(6) 21 (4) 9(3)

(fendlicos)

Grupos 1 1 2 2

aminicos

Grupos 1 1 0 1

carboxilicos

Anéis 7 7 7 5

aromaticos

Ponto 4,2 6,5 7,5 7,2

isoelétrico

CSP Chirobiotic Chirobiotic Chirobiotic R Chirobiotic

comercial T ou T2 TAG VouV2

Como pode ser observado na Figura 1.4 e nos dados da Tabela

1.3, o menor dentre os seletores ¢ a aglicona da teicoplanina com 130
atomos ¢ 1198 g mol'. A ristocetina A compreende o maior dentre os
macrociclicos descritos, com massa molar de 2066 g mol”, e ndo
apresenta atomos de cloro nem grupos acidos carboxilicos em sua
estrutura. Todos eles apresentam, no entanto, grupamentos fenolicos,
aminicos e anéis aromaticos, bem como macrociclos ou nucleos de
inclusao.

Os grupamentos aminicos e acidos carboxilicos presentes nas
quatro estruturas representadas na Figura 1.4, sdo ionizaveis, com
valores de pK, entre 7-9 e 2,8-4,4, respectivamente. Os grupamentos
fenolicos possuem pK, superior a 10 e, portanto, apresentam-se sempre
na sua forma neutra, uma vez que as condigdes experimentais em HPLC
exigem valores de pH mais brandos.



48

A variedade e complexidade estrutural dos seletores
glicopeptideos macrociclicos permitem que todas as interagdes
moleculares possiveis sejam responsaveis tanto pela retengdo dos
enantiomeros e seletividade, quanto pela conformacdo espacial do
seletor devido as interagdes intramoleculares.

Com relagdo as interagdes analito-seletor quiral, as mais fortes
ocorrem a partir de forcas couldmbicas, que podem ser atrativas ou
repulsivas, dependendo das cargas presentes nas estruturas envolvidas
num dado pH. As ligagdes de hidrogénio, sempre atrativas e muito
fortes, ocorrem principalmente a partir das hidroxilas presentes na
estrutura do glicopeptideo. As interagdes m—mtambém podem ser
atrativas ou repulsivas e, embora ndo sejam as principais interagdes
envolvidas no mecanismo de reconhecimento quiral destes seletores,
elas ocorrem, principalmente, devido a presenca de sistemas aromaticos.
De maneira geral, a interacdo € mais frequente quando um grupo -
aceptor ou m-acido do enantidmero interage com um grupo sw-doador ou
nt-basico do seletor, ou vice-versa. Os efeitos estéricos também sdo
importantes nos mecanismos de retengdo e reconhecimento quiral,
apresentando natureza forte e repulsiva. As for¢as ion-dipolo, dipolo-
dipolo e dipolo-dipolo induzido sdo sempre atrativas e ocorrem entre
moléculas que apresentam um momento dipolo. Por fim, complexos de
inclusdo s3o possiveis, embora fracos, devido as cavidades
apresentarem-se bastante superficiais. As for¢as de London (ou
interacdes de Van der Walls) sdo as mais fracas dentre as forgas
intermoleculares envolvidas. No entanto, sdo reponsaveis pelo efeito
hidrofobico e/ou pelas forgas dirigidas por entropia (Ahuja 2008,
Berthod 2009). Como descrito anteriormente, atualmente sabe-se que as
interagdes de natureza fraca sdo tdo importantes quanto as interacdes
mais fortes, e as forcas repulsivas s3o consideradas tdo produtivas
quanto as forgas de atracdo no mecanismo de formagdo do complexo
diastereoisomérico enantidomero-seletor.

E importante destacar que cada interacio descrita é favorecida,
ou ndo, pela natureza da fase movel utilizada na analise por HPLC e,
portanto, pelo modo cromatografico empregado. Como descrito
anteriormente, as CSPs a base de glicopeptideos macrociclicos podem
ser utilizadas em RP, NP, PO e PI. No entanto, os modos RP e PI sdo os
mais eficientemente empregados nesta classe de seletores quirais. No
modo RP, liga¢des de hidrogénio ocorrem entre o seletor e as moléculas
de agua presentes na fase movel, portanto as interacdes estéricas,
hidrofobicas e couldombicas sdo dominantes no processo de retengdo e
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reconhecimento quiral. Por outro lado, em modo polar-iénico, em que
ndo ha a presenca de agua, as interacdes de hidrogé€nio tornam-se
bastante importantes junto as interagdes couldombicas e de efeito
estérico. A quantidade de 4acido e/ou base contida na fase movel ¢
responsavel pelos estados de ionizagdo dos analitos e do seletor quiral.
Essa ¢ uma forma bastante sutil de ajustar a enantiosseletividade
cromatografica.

Com relacdo a polaridade, as CSPs baseadas em glicopeptideos
macrociclicos ndo podem ser classificadas como fases apolares, como a
classica C18, ou polares, como as fases de silica ndo modificada, nem
i0nicas, como as fases estacionarias de troca-idnica. Todas as quatro
CSPs apresentam polaridade similar intermedidria com sitios ionizaveis,
no entanto, a ordem de polaridade obtida a partir de uma ampla
variedade de pares enantioméricos €é: vancomicina > ristocetina A >
teicoplanina > teicoplanina aglicona. A polaridade das CSPs afeta, de
maneira geral, a retengdo dos enantidmeros, mas nao € considerada para
o reconhecimento quiral (e sim outras caracteristicas fisico-quimicas das
diferentes CSPs). Enantiosseletividade e fatores de retengdo ndo estdo
necessariamente relacionados. Diminuir as interagdes hidrofobicas,
portanto, permite uma eluicdo mais rdpida e aumenta as cinéticas de
adsor¢do-dessor¢do, melhorando a eficiéncia cromatografica, que por
sua vez, pode contribuir para uma melhor resolu¢do entre os picos
cromatograficos.

As CSPs baseadas em seletores do tipo glicopeptideos
macrociclicos tém apresentado enantiosseletividade para uma gama de
compostos, dentre os quais, destacam-se os inumeros aminoacidos e
derivados. No entanto, foi observada seletividade também para a
separagdo de diversos enantidmeros neutros, amidas, acidos, ésteres e
aminas ciclicas. Outros tipos de aminas também foram separadas com
diferentes resolucdes. Dentre os farmacos enantioméricos resolvidos em
colunas baseadas em CSPs dessa natureza, inclui-se o benoxaprofeno,
ibuprofeno, fenoterol, mefobarbital, naproxeno, warfarina, albuterol,
citrulina, DOPA, fenilalanina, bupivacaina, temazepam, verapamil e
CIT (Armstrong, Tang et al. 1994, Kosel, Eap et al. 1998, Ahuja 2008).

1.2.1.2 CSPs a base de ciclodextrinas

Obtidas naturalmente a partir da enzima ciclodextrina-
transglicosilase, a classe das CDs corresponde a terceira principal classe
de CSPs reportadas na literatura (Ward & Ward 2010, Kalikova,
Riesova et al. 2012).
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A estrutura quimica das ciclodextrinas ¢ formada por unidades
de glicose unidas pela ligacdo a-1,4, formando um carboidrato ciclico
de estrutura toroidal cristalina e inimeros centros estereogénicos. A
ciclizagdo entre 6, 7 ¢ 8 unidades de glicose fornecem a estrutura da a-
CD, B-CD e y-CD, respectivamente, as quais apresentam dimensoes e,
consequentemente, propriedades fisico-quimicas distintas (Tabela 1.4).

Tabela 1.4 Caracteristicas fisico-quimicas das ciclodextrinas nativas
(Cyclobond-Handbook 2002, Supelco 2013).

Caracteristicas a-CD g-CD y-CD
Unidades de glicose 6 7 8
Massa molar (g mol™) 972 1135 1297
Diametro da cavidade (nm) 0,47-0,52 0,60-0,65 0,75-0,85
Profundidade da cavidade (nm) 0,78 0,78 0,78
Solubilidade em 4gua (g L™) 145 18,5 232
Centros quirais 30 35 40

A Figura 1.5 apresenta a estrutura quimica geral das
ciclodextrinas sob diferentes perspectivas.

Figura 1.5 Representagdes da estrutura quimica das ciclodextrinas (Supelco
2013).
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Como pode ser observado na Figura 1.5, as ciclodextrinas
apresentam uma estrutura peculiar e simples, quando comparadas aos
glicopeptideos macrociclicos descritos anteriormente. Uma cavidade de
carater hidrofobico ¢ formado pelos atomos de oxigénio glicosidicos e
atomos de hidrogénio metilénicos, enquanto o carater hidrofilico da
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superficie externa ¢ consequéncia das hidroxilas presentes nas posicoes
2, 3 e 6 de cada unidade de glicose (Cyclobond-Handbook 2002, Ahuja
2008, Supelco 2013).

Desde a sua introdu¢do, em 1984, as ciclodextrinas
correspondem a uma das classes de seletores quirais mais antigos
empregados em métodos de separagdo, sendo a P-CD a mais
amplamente utilizada (Armstrong & Demond 1984, Ahuja 2008,
Lourenco, Cassiano et al. 2010, Ward & Ward 2010)

Para o desenvolvimento das CSPs a base de CDs, um ou dois
grupos hidroxilicos primarios sdo ligados covalentemente a silica gel.
Os grupos hidroxilicos secundarios, por sua vez, podem ser
derivatizados seletivamente, geralmente primeiro aqueles em posigdo 2
e, entdo, os demais em posi¢cdo 3. Muitos derivados de ciclodextrinas
nativas tem sido desenvolvidos de forma a alterar as suas propriedades
fisico-quimicas e ampliar a gama de aplicagdo desta classe de CSPs,
dentre as quais s@o reportadas P-CDs acetiladas, além de B-CDs
modificadas com grupos hidroxipropil éter e dimetilfenilcarbamato.

Inicialmente as CSPs a base de CDs eram utilizadas apenas nos
modo de fase normal e fase reversa. No entanto, atualmente é
reconhecido o seu desempenho sob condigoes de fase normal e fase
movel polar-organica (Armstrong & Demond 1984, Cyclobond-
Handbook 2002). Podem, ainda, ser utilizadas em cromatografia liquida
de interacdo hidrofilica, devido a polaridade da sua superficie externa
(Wang, Jiang et al. 2008, Jandera 2011).

O modo RP ¢ o mais utilizado em separagdes quirais utilizando
essa classe de CSPs. Todas as colunas cromatograficas disponiveis
comercialmente, nativas e derivatizadas, sdo compativeis com esse
modo de operacdo. Quando sdo utilizadas sob condigdes de fases moveis
aquosas, o mecanismo basico de retencdo dos enantiOmeros se da
através da formacdo de um complexo de inclusdo. Neste caso, um
analito apolar, ou apenas uma porc¢ao apolar do mesmo, é atraido pela
cavidade hidrofobica, enquanto as moléculas de agua presentes na fase
movel interagem com as hidroxilas livres presentes na superficie externa
do seletor. O modificador orgénico também ird tornar os sitios de
interagdo mais ou menos disponiveis. Por exemplo, a acetonitrila é
capaz de ocupar a cavidade hidrofébica das CDs e diminuir
significativamente os tempos de retengdo dos analitos, bem como a
possibilidade de formagdo de complexos de inclusdo. Por outro lado, o
metanol, por ser um solvente protico de alta polaridade, atua de maneira
semelhante a agua, favorecendo as interacdes hidrofobicas entre
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enantiomero-seletor quiral e, portanto, a formac¢do de complexos de
inclusdo. O efeito da natureza e concentra¢do do tampdo bem como pH,
afetam a retengdo dos analitos ¢ o grau de resolugdo dos pares
enantioméricos e, portanto, compreendem uma forma sutil de ajustar a
seletividade do processo de separagdo.

Quando um grupo aromatico estd presente na estrutura do
analito, a orientagdo na cavidade ocorre secletivamente devido ao
compartilhamento de elétrons entre os grupos metilénicos aromaticos e
os oxigénios glicosidicos. Hidrocarbonetos lineares ou aciclicos, por
outro lado, ocupam posi¢des aleatorias no interior da cavidade. Desta
forma, para a enantiosseletividade das CDs em condi¢des de fase
reversa, ¢ fundamental que o analito apresente pelo menos um anel
aromatico na sua estrutura. A unica excec¢do observada até o momento
foi a separagdo de alguns analitos heterociclicos e amino Aacidos
protegidos com grupos z-butoxicarbonil (--BOC).

Em condig¢des de fase normal, a enantiosseletividade ¢ dirigida
por ligacdes de hidrogénio e, portanto, pelas interagdes que ocorrem na
superficie externa no seletor, bem como por interagdes m-;t em CDs
derivatizadas com grupamentos naftil ou 3,5-dimetilfenil (Chang, Reid
et al. 1993).

O modo polar-organico compreende o mais recente € poderoso
avango nas aplicagdes desta classe de CSPs (Chang, Reid et al. 1993,
Cyclobond-Handbook 2002). A metodologia permite a separacdo de
compostos que ndo contém anéis aromaticos e muitas outras separagoes,
as quais ndo eram possiveis nos modos cromatograficos tradicionais,
também puderam ser separadas de maneira rapida e eficiente no modo
PO.

Os mecanismos de retencdo e enantiosseletividade sdo dirigidos
pelas interagdes entre os analitos e as hidroxilas secundarias presentes
na superficie externa da CD, que podem ocorrer através de ligacdes de
hidrogénio e/ou interagdes dipolares. Além disso, os efeitos estéricos
também demonstram-se relevantes. Uma vez que a acetonitrila
(componente majoritario da fase moével polar-orginica) ndo compete
com os analitos pelos sitios de ligacdo de hidrogénio presentes no
seletor, algumas moléculas poderdo ficar fortemente retidas na CSP.
Neste caso, pequenas quantidades de metanol e/ou acido acético e/ou
trietilamina podem ser adicionadas para se obter niveis desejaveis de
retencdo. Por outro lado, foi observado que quantidades elevadas destes
aditivos podem prejudicar significativamente o processo de
reconhecimento quiral.
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Uma vez que pelo menos trés pontos de interacdo sdo
necessarios para o reconhecimento quiral, o preenchimento da cavidade
pela ACN decorrente das interagdes hidrofobicas atrativas é visto como
uma das interagdes presentes. Portanto, pelo menos dois grupos
funcionais devem estar contidos na estrutura do analito para que o
reconhecimento quiral seja possivel sob essas condigdes. E necessario,
ainda, que pelo menos um grupo polar disponivel para fazer ligacdo de
hidrogénio esteja proximo ao centro estereogénico e, particularmente em
CSPs a base de CD nativa, a presenga de um segundo sitio para ligacdo
de hidrogénio ¢ bastante vantajosa, embora ndo seja fundamental.

Dentre as inumeras aplicacdes, as misturas farmacologicas
racémicas apresentam-se como 0s principais alvos para a separacio
utilizando CDs como CSPs em modo PO. Dentre elas inclui-se a
warfarina, o oxazepam e diversos (-bloqueadores, como propranolol,
atenolol, timolol, etc, além de outras moléculas com caracteristicas
estruturais particulares (Chang, Reid et al. 1993, Cyclobond-Handbook
2002, Ahuja 2008).

2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Separar misturas racémicas do Citalopram e vinte e oito
analogos sintéticos utilizando a técnica de HPLC com fases
estacionarias quirais a base de glicopeptideos macrociclicos e
ciclodextrinas.

2.2 Objetivos Especificos

* Explorar e comparar as peculiaridades de nove fases
estacionarias quirais comerciais baseadas em glicopeptideos
macrociclicos (teicoplanina, ristocetina A e vancomicina) e
ciclodextrinas (B-CD nativa, B-CD acetilada e derivatizada com
dimetilfenilcarbamato e hidroxipropil éter);

e Utilizar os modos cromatograficos de fase reversa, fase polar-
organica e polar-idnica para separagdoo das misturas racémicas;

e Obter as condi¢gdes Otimas de separacdo de cada mistura
racémica a partir da avaliacdo de parametros cromatograficos
como fator de retengdo, resolucdo e enantiosseletividade;
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* Comparar o desempenho das diferentes fases estacionarias
utilizadas;

* Discutir e compreender os mecanismos envolvidos a partir das
semelhangas e diferencas estruturais dos analitos junto a
natureza das fases estacionarias quirais e¢ dos modos
cromatograficos utilizados;

* Indicar as condi¢des mais adequadas para futuras separagdes
em escala preparativa.

3 Experimental
3.1 Materiais

Metanol (MeOH) e ACN grau HPLC foram comprados da
empresa EMD (Gibbstown NJ, EUA) e a agua utilizada foi purificada
utilizando o sistema Milli-Q (Millipore, Billerica MA, EUA). Acido
acético glacial (HOAc), dimetilsulfoxido (DMSO), trietilamina (TEA),
trifluoracetato de amonio (NH4TFA), nitrato de amoénio (NH4NOs3),
acetato de amoénio (NH4OAc) e nitrato de tetrametil amoénio
((CH3)4NO;3N) foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich (Milwaukee,
WI, EUA). Todas as colunas cromatograficas utilizadas foram de
dimensdes analiticas (250 mm x 4,6 mm d.i, 5 um) obtidas da Advanced
Separation Technologies (Wippany, NJ, EUA). As colunas utilizadas
foram as seguintes: Cyclobond-1-2000 ($-CD), Cyclobond-RSP (R,S-
hidroxipropil éter B-CD; B-CD-RSP), Cyclobond-AC (B-CD acetilada;
B-CD-AC), Cyclobond-DMP (dimetilfenil carbamato (B-CD; B-CD-
DMP), Chirobiotic-V e -V2  (vancomicina), Chirobiotic-T
(teicoplanina), Chirobiotic-TAG (teicoplanina aglicona) e Chirobiotic-R
(ristocetina A).

3.2 Instrumentagdo

As separagdes cromatograficas foram conduzidas em um
sistema HPLC Agilent série 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara
CA, EUA), equipado com bomba quaterndria, um auto-amostrador e
detector com arranjo de diodos. Para aquisicdo dos dados e
monitoramento das andlises foi utilizado o software Chemstation versao
Rev.B.03.02 [341]. Para as andlises, todas as misturas racémicas foram
dissolvidas em MeOH, exceto o composto 19, o qual apresentou
solubilidade em DMSO, possivelmente devido a uma forte interacdo
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intramolecular entre uma das hidroxilas livres e o grupo carbonila do
acido carboxilico, presentes na sua estrutura quimica. Foram utilizadas
concentragdes de aproximadamente 50 mg L. A deteccio UV foi
realizada em 230 nm e 254 nm e as separagdes conduzidas em
temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C) e 0 °C para algumas
otimizagdes especificas. O volume de injecdo variou entre 0,3 e 5,0 uL e
o fluxo de fase mével entre 0,5 ¢ 1,5 mL min™'.

As separacdes enantioméricas foram avaliadas e otimizadas de
em modo PO e fase reversa RP. O modo PI foi utilizado em colunas a
base de glicopeptideos macrociclicos e consistiram em fases moéveis
compostas por MeOH e misturas variadas de TEA e HOAc diluidos. O
modo fase reversa consistiu de uma mistura bindria de MeOH e tampao
composto por HOAc e TEA (descrito como TEAA) com ajuste de pH.
As composi¢des da fase moével descritas ao longo deste trabalho
apresentam-se em termos de razdo v/v. Todas as solucdes utilizadas
como fase mével foram previamente desgaseificadas utilizando banho
ultrassonico e véacuo.

3.3 Analitos

Todos as misturas racémicas utilizadas foram desenvolvidas e
fornecidas pela companhia farmacéutica Lundbeck (sede em
Copenhagen — Dinamarca).

A Figura 1.6 apresenta as estruturas dos analitos utilizados
neste trabalho. Como pode ser observado, todos sdo estruturalmente
analogos do CIT (1-[3-(dimetilamino)propil]-1-(4-fluorofenil)-1,3-
dihidro-2-benzofuran-5-carbonitrila), o qual é também mostrado na
Figura 1.6.
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Figura 1.6 Estrutura do Citalopram (CIT) e dos 28 racematos analisados por
HPLC neste trabalho.
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Figura 1.6 Continuacio
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Todos os compostos possuem o mesmo centro estereogénico
presente no CIT. A maioria deles sdo derivados de ftalatos biciclicos
(Sidhu, Priskorn et al. 1997), porém alguns possuem diferentes
substituintes no anel benzénico, como halogénios, acido carboxilico,
ésteres, amidas, aldeidos e cetonas (compostos 1-13). Os compostos 21-
25 sdo os Unicos que apresentam diferentes grupos aminicos em
substituicdo a amina tercidria presente no CIT e demais analogos.
Outros compostos apresentam ainda a abertura do anel ftalato (14-20)
enquanto outros dois andlogos sdo triciclicos (27, 28). A maioria destes
analitos sdo ionizaveis devido a presenca de um grupamento aminico,
entretanto os compostos 5 ¢ 19 possuem grupos carboxilicos ¢ podem
apresentar-se na forma zwitterionica. Os analitos 21 e 22 sdo os
metabolitos DCIT e DDCIT, respectivamente, os quais resultam do
metabolismo oxidativo com desmetilagdo do CIT (Sidhu, Priskorn et al.
1997, Kosel, Eap et al. 1998, Rochat, Kosel et al. 1998, Mandrioli,
Fanali et al. 2003).
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4 Resultados e Discussao

Alguns pardmetros experimentais foram avaliados para otimiza¢do dos
métodos cromatograficos, dentre os quais: natureza e concentragdo dos aditivos
utilizados em modo PI; pH e concentragdo de tampao, natureza e propor¢ao do
modificador organico em modo RP; velocidade de fluxo da fase movel e; o
efeito da temperatura também foi considerado para aperfeicoar algumas
separagdes quimicas.

Inicialmente foi realizada uma triagem mantendo condig¢des iniciais de
fases moéveis no modo PO (ACN/MeOH/HOAC/TEA 95/5/0,3/0,2), PI
(MeOH/HOAC/TEA 100/0,1/0,1) e RP (MeOH/NH,OAc 0,1% pH 4) escolhidas
com base nas condi¢bes indicadas pela empresa Advanced Separation
Technologies para colunas Cyclobond e Chirobiotic (Cyclobond-
Handbook 2002, Chirobiotic-Handbook 2004). A partir de entdo, foi
estudada a influéncia dos pardmetros descritos acima nas separagdes
quimicas de interesse.

Os aditivos estudados em modo PI foram diferentes sais
(NH4TFA, NH4NO;3;, NH;4OAc, (CH;3)4NO3N), TEA e HOAc. A escolha
deste ultimo foi devido as diferentes seletividades, resolugao ¢ eficiéncia
fornecidas por diferentes contra-ions, sendo reportada a seguinte ordem
de desempenho: acetato > fosfato > nitrato> sulfato (Cyclobond-
Handbook 2002).

Mantendo-se a concentragdo de 0,06% de sal em MeOH, foi
observada a influéncia da natureza quimica dos sais na retengdo,
eficiéncia, resolugdo e seletividade dos picos cromatograficos (testados
os analitos 1, 8, 15 e 21). Picos mais eficientes ¢ melhores resolugdes
foram obtidas utilizando-se (CH3);NO3;N. Os tempos de retengdo
seguiram a ordem NH4OAc > (CHj3)4sNO;3;N > NH4NO; > NH4TFA.
Diferentes concentracdes de (CHj3)4NO;N foram, entdo, avaliadas:
0,06%, 0,02%, 0,01% ¢ 0,0075%. Os valores R; e a retengdo dos analitos
aumentaram com a diminuicdo da concentracdo, porém foram
acompanhadas pelo alargamento dos picos cromatograficos. Os
resultados indicam que uma maior concentragdo de aditivos presentes na
fase movel, diminui os sitios das CSPs disponiveis para interagdo com
os analitos. Por fim, a influéncia da presenga do HOAc e TEA foi
avaliada, contatando-se que misturas entre HOAc/TEA fornecem os
melhores resultados quando comparados aos obtidos com a utilizagao de
sais, dada a possibilidade de ajuste do pH, o qual afeta a ionizacdo das
CSPs baseadas em glicopeptideos macrociclicos bem como dos analitos.
Novamente os tempos de reten¢do dos analitos foram diminuidos com o
aumento da concentragdio de TEA, no entanto, o aumento na
concentracdo de HOAc pouco influenciou a retengdo dos analitos. Por
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outro lado, a seletividade e eficiéncia dos picos cromatograficos foram
diretamente afetadas pela concentragdo de HOAc e TEA, apresentando
uma ambos concentragdes e proporgdes 6timas (compostos 1, 8, 15 e 21
avaliados utilizando a coluna cromatografica Chirobiotic V2, baseada
em vancomicina).

Em modo RP foram testados ACN e MeOH como
modificadores organicos, mantendo-se a propor¢do solvente/tampao,
sendo que a presen¢a de ACN ndo apenas diminuiu os tempos de analise
como também a seletividade foi substancialmente prejudicada. Desta
forma, MeOH foi selecionado como modificador orgéanico para todas as
analises em RP.

Em seguida foram estudadas diferentes proporcdes
MeOH/tampao utilizando apenas o composto 1 e a coluna a base de
vancomicina. Como esperado, a retencdo dos analitos foi favorecida
com o aumento da concentragdo de MeOH, porém o alargamento dos
picos cromatograficos prejudicou a resolucao e enantiosseletividade dos
sistemas estudados. O mesmo perfil foi observado nos estudos acerca
das velocidades de fluxo da fase mével.

Por fim, foram testados diferentes pHs (4, 5 ¢ 6) do tampdo,
respeitando a faixa de pH a qual as CSPs podem ser operadas
(Cyclobond-Handbook 2002, Chirobiotic-Handbook 2004). Constatou-
se que a diminui¢do do pH e, portanto, a maior concentragdo de ions
H;0" diminui consideravelmente a reten¢do dos analitos, além de que
resolucdo e seletividade sdo significativamente afetadas. No entanto, o
pH otimo para analise varia para cada sistema, dados os diferentes
pontos isoelétricos das CSPs baseadas em glicopepetideos macrociclicos
(Tabela 1.3) e pK,s dos analitos.

Apos  estas  constatacdes, diferentes propor¢des  de
solvente/tampdo e de velocidades de fluxo foram utilizadas para
aperfeigoar tempos de analise, enquanto que a natureza do modificador
organico ¢ do pH foram preferencialmente ajustados para melhorar
resolu¢do e seletividade durante o processo de desenvolvimento dos
métodos para separagdo do CIT e seus vinte e oito andlogos sintéticos. A
Figura 1.7 apresenta os cromatogramas obtidos para o analito 1 em
coluna Chirobiotic V2, baseada em vancomicina, obtidas variando-se
alguns parametros descritos acima.
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Figura 1.7 Influéncia da A) natureza do sal e das concentragdes de B) HOAc ¢

C) TEA utilizados como aditivo em modo polar-idnico, bem como da D)

natureza do modificador organico em modo de fase reversa. Cromatogramas

obtidos para o analito 1 (ver Figura 1.6) na coluna Chirobiotic V2, baseada em
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A Tabela 1.5 apresenta, de maneira resumida, as condigdes
cromatograficas otimizadas para cada separagdo cromatografica e
apresenta as melhores condi¢des de separagdo obtidas para cada analito.
Foram consideradas 6timas as condi¢des que forneceram os maiores
valores de R; mantendo os fatores de retengdo (k’) satisfatoriamente
baixos. Foi observada enantiosseletividade para 25 dos 28 compostos
relacionados. Os valores de o variaram de 1,05 (composto 18) a 1,33
(composto 5). Os valores de R; para os pares enantioméricos variaram
de 0,6 (composto 24) a 2,9 (composto 8). Os analitos 19, 23 e 26 ndo
foram separados sob as diversas condi¢des avaliadas (R; < 0,4). O
primeiro possivelmente devido a repulsdo eletrostatica Um total de 18
compostos apresentaram valores de R, superiores a 1,5 e foram
considerados completamente separados.

Tabela 1.5 Resumo das condigdes cromatograficas Otimas utilizadas nas
separagdes enantioméricas de 28 analogos do Citalopram.

Analito CSpP? k', a R, Fase movel (modo
cromatografico)
1 Chiro-V2 756 108 1,6 MeOH/HOAC/TEA 100/0,01/0,02,
0,75 mL/min (PI)
2 Chiro-V2 762 108 1,5 MeOH/HOAc/TEA 100/0,01/0,02,
0,75 mL/min (PI)
3 Chiro-V2 760 108 1,5 MeOH/HOAc/TEA 100/0,02/0,03,
0,50 mL/min (PI)
4 Chiro-V2 9,12 1,06 09 MeOH/HOAc/TEA 100/0,01/0,02,
1,0 mL/min (PI)
5 B-CD-AC 298 133 18 MeOH/0,1% TEAA pH 5 30/70,
1,0 mL/min (RP)
6 Chiro-V2 115 108 13 MeOH/0,1% TEAA pH 5 60/40,
1,0 mL/min (RP)
7 Chiro-V2 9,16 1,12 18 MeOH/0,1% TEAA pH 5 60/40,
1,0 mL/min (RP)
8 Chiro-V2 991 121 29 MeOH/ 0,1% TEAA pH 5, 40/60,
1,0 mL/min (RP)
9 Chiro-TAG 733 1,18 15 MeOH/HOACc /TEA 100/0,2/0,3,

1,0 mL/min (PT)
10 B-CD-DMP 950 126 1,5 MeOH/0.1% TEAA pH 4.1 20/80,
1,0 mL/min (RP)

1 Chiro-V2 165 1,0 14 MeOH/HOAc /TEA 100/0,01/0,02,
1,0 mL/min, T= 0°C (PI)
12 Chiro-TAG 496 121 17  MeOH/HOAc /TEA 100/0.2/03,
1,5 mL/min (PT)
13 Chiro-V2 130 1,2 13  MeOH/HOAc /TEA 100/0.2/0 4,

1,0 mL/min (PT)
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Tabela 1.5 Continuacao

14 B-CD-RSP 137 122 1,7 MeOH/0.1 % TEAA pH 5 15/85,
1,0 mL/min (RP)
15 B-CD 386 1,10 1,7 ACN/MeOH/HOAc /TEA
90/10/0,3/0,2, 1,0 mL/min (PO)
16 B-CD 426 1,16 26 ACN/MeOH/HOAc /TEA
90/10/0,3/0,2, 1,0 mL/min (PO)
17 B-CD-RSP 1,10 125 1,7 MeOH/0,1% TEAA pH 4,1 40/60,
1,0 mL/min (RP)
18 B-CD 338 105 0,8 ACN/MeOH/HOAc /TEA
90/10/0,3/0,2, 1,0 mL/min (PO)
19 N/A® - - - -
20 B-CD-AC 125 123 1,6 MeOH/0,1% TEAA pH 5 10/90,
1,0 mL/min (RP)
21 Chiro-V2 1,73 127 24 MeOH/HOAC/TEA 100/0,2/0,3,1,0
mL/min (PI)
22 Chiro-V2 163 121 1,8 MeOH/HOAC/TEA 100/0,2/0,3,1.0
mL/min (PI)
23 N/A - - - -
24 Chiro-T 6,07 107 0,6 MeOH/0,1% TEAA pH 4,1 30/70,
1,0 mL/min (RP)
25 B-CD-RSP 808 1,12 1,1 MeOH/0,1% TEAA pH 4,1 30/70,
1,0 mL/min (PO)
26 N/A - - - -
27 Chiro-V2 990 1,10 1,6 MeOH/HOAc/TEA 100/0,01/0,02,
1,0 mL/min (PI)
28 Chiro-V2 18,1 1,14 1,5 MeOH/HOAc /TEA 100/0,01/0,02,

1,0 mL/min, T = 0°C (PI)

# Os espagos ndo preenchidos da tabela indicam que ndo foi observada separagdo (R,
< 0,4) sob nenhuma das condig¢des testadas. Legenda: Chiro-V2, vancomicina;
Chiro-T, teicoplanina; Chiro-TAG, aglicona de teicoplanina; 3-CD, (3-ciclodextrina
nativa; 3-CD-AC, B-CD-RSP e $-CD-DMP correspondem a f-CD derivatizada
com grupamento acetil, R,S-hidroxipropil éter e dimetilfenil carbamato,
respectivamente.

Como pode ser observado na Tabela 1.5, as CSPs baseadas em
glicopeptideos macrociclicos (Chiro-) forneceram 16 das melhores
separagdes obtidas, sendo 11 separagdes completas, enquanto os
seletores a base de ciclodextrinas forneceram 9 separagdes 6timas, sendo
7 separagdes completas. Dentre as CSPs utilizadas, a coluna
Chirobiotic-V2, baseada em vancomicina, foi considerada a coluna mais
favoravel para as separagdes cromatograficas testadas, fornecendo as
melhores separagdes para 13 dos 28 compostos, sendo 9 separagdes
completas. Os modos PO e PI compreenderam 15 dos melhores
resultados listados na Tabela 1.5, os quais apresentam-se vantajosos
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para futuras separacdes em escala preparativa (Beesley 2004, Smuts, Na
et al. 2014, Woods, Patel et al. 2014).

O desempenho de cada CSP ¢ mostrado no grafico da Figura
1.8, o qual apresenta o nimero total de separagdes parciais (0,4 < R, <
1,5) e totais (R, > 1,5) obtidas utilizando cada seletor quiral.

Figura 1.8 Numero total de separagdes parciais e totais obtidas utilizando
HPLC com diferentes CSPs. Nota: “em PI” significa que as separagdes foram
obtidas apenas em modo polar-idnico, enquanto as demais separa¢des foram
obtidas em modos PI/PO e RP. As defini¢des das abreviagdes utilizadas para as
fases estaciondrias quirais (CSPs) estdo apresentadas na sessdo Experimental)
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Setenta e trés separagdes parciais obtidas pelas nove colunas
cromatograficas avaliadas e vinte e seis separagdes completas. Para as
colunas cromatograficas baseadas em teicoplanina (Chirobiotic-T e -
TAG), os dados da Figura 1.8 foram obtidos apenas em modo PI, uma
vez que o modo RP favoreceu a interagdo analito-CSP e a maioria dos
compostos nio foram eluidos em intervalos até cerca de 50 minutos. E
possivel observar ainda, que as CSPs a base de vancomicina sdo as mais
eficientes para a separacdo enantiomérica de analogos do CIT. Sob as
mesmas condi¢des, Chirobiotic-V2 apresentou melhores resultados
quando comparados aos obtidos pela Chirobiotic-V, fornecendo maiores
tempos de retengdo e melhor seletividade, o que pode ser explicado pelo
maior grau de substituicdo do seletor quiral na CSP V2 (Bosakova,
Curinova et al. 2005, Smuts, Na et al. 2014). O sucesso das CSPs a base
de vancomicina quando utilizado o modo PI demonstrou que as
interagdes  i6nicas atuam  definitivamente no  processo de
reconhecimento quiral. Por outro lado, para os compostos separados
utilizando ciclodextrinas, o0 modo RP produziu os melhores resultados,
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indicando que as interagdes hidrofobicas e formagdo de um complexo de
inclusdo sdo fundamentais para a enantiosseletividade deste tipo de
seletor quiral para a maioria dos analitos estudados (exceto para aqueles
que apresentavam a abertura do anel isobenzofurano e, portanto, a
presenca de duas hidroxilas livre para interagdo — ver Figura 1.9).

Embora todos os analitos apresentem arquiteturas moleculares
similares e possuam o mesmo centro estereogénico, diferencas entre as
estruturas de cada analito produzem efeitos significativos tanto no
processo de retencdo quanto de reconhecimento quiral. Alguns
resultados comparativos sdo apresentados e discutidos a seguir,
considerando-se a natureza do seletor quiral, do analito e as condigdes
cromatograficas. Para os cromatogramas apresentados nas figuras 1.9 a
1.12, os niimeros indicados se referem ao niimero do analito apresentado
na Figura 1.6 e as defini¢des das abreviagoes utilizadas para CSPs estdo
apresentadas na sessdo Experimental.

Exceto para os compostos 14-20, todos os demais apresentam
um centro estereogénico na posicdo 1 do anel isobenzofurano. Nos
compostos 14-20, este anel apresenta-se aberto, fornecendo uma
estrutura mais flexivel e mais hidrofilica devido a presenca de dois
grupos hidroxila livres proximos ao centro estereogénico. A Figura 1.9
apresenta uma comparagdo entre a separagdo enantiomérica de
compostos com estruturas similares, os quais diferenciam-se entre si
pela abertura ou ndo do anel de isobenzofurano.
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Figura 1.9 Comparagio entre a separagdo de compostos que apresentam o anel
de isobenzofurano aberto (14-17) e fechado (1-4), substituido com hidrogénio
ou halogénios (Cl, Br e I). Condi¢des experimentais: A) CSP: Chirobiotic-V2;
fase movel: MeOH/HOAC/TEA 100/0,06/0,06, 1,0 mL min'l; T ~ 23 °C e; B)
Cyclobond-1-2000; fase mével: ACN/MeOH/HOAC/TEA 90/10/0,3/0,2, 1,0 mL
min’; T ~ 23 °C.

A) Chirobiotic V2: modo PI B) Cyclobond 3-CD: modo PO
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Em geral, como pode ser observado nos cromatogramas da
Figura 1.9 e nos dados da Tabela 1.5, colunas a base de ciclodextrinas
demonstraram uma melhor seletividade enantiomérica para os
compostos que apresentam o anel de isobenzofurano aberto (5 das 7
separagdes Otimas completas). Ja as CSPs baseadas em glicopeptideos
macrociclicos demonstraram melhor seletividade para os analitos que
contém o anel isobenzofurano em suas estruturas. Este interessante
comportamento indica que mecanismos enantiosseletivos
complementares sdo apresentados por estas duas classes de seletores
quirais. Evidentemente, os secletores a base de glicopeptideos
macrociclicos dependem de algum efeito estérico proporcionado pelo
anel fechado para diferenciar dois enantiomeros. Por outro lado, os
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resultados sugerem que as ligacdes de hidrogénio adicionais presentes
nos compostos que apresentam a ruptura deste anel, favorecem as
interagdes  responsaveis pelo  reconhecimento quiral quando
ciclodextrinas sdo utilizadas em modo PO (Chang, Reid et al. 1993,
Cyclobond-Handbook 2002).

A Figura 1.10 apresenta os cromatogramas obtidos para os
compostos 14-17 utilizando B-CD nativa como seletor quiral em ambos
os modos PO e RP. Os resultados enfatizam a influéncia dos
substituintes halogénios no grupamento fenila tanto na retengdo quanto
na seletividade destes analitos.

Figura 1.10 Comparacdo entre a separacdo de compostos contendo diferentes
substituintes no anel isobenzofurano (14-17) utilizando Cyclobond-1-2000 como
CSP nos modos A) PO (polar-organico) e B) RP (fase reversa). [lustragdes dos
fendmenos que ocorrem nos diferentes modos cromatograficos também sao
apresentadas (Cyclobond-Handbook 2002). Condigdes experimentais A) fase
moével: ACN/MeOH/HOAC/TEA 90/10/0,3/0,2, 1,0 mL min; T ~ 23 °C; B)
fase movel: MeOH/0,1 % TEAA pH 4, 15/85, 1,0 mL min‘l; T ~ 23 °C. Nota:
TEAA, acetato de trietilamonio.

CH4CN
A) Cyclobond-1-2000: modo PO B) Cyclobond-1-2000: modo RP
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Considerando apenas os substituintes halogénios, tanto para o
sistema PO quanto RP, a reten¢do, resolugéo e seletividade apresentam-
se na ordem —I > -Br > -CI. No modo PO (Figura 1.10 A), a cavidade da
ciclodextrina ¢ completamente preenchida pela ACN (Wang, Jiang et al.
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2008) e as interagdes com os analitos ocorrem nas porgdes externas do
seletor quiral. Por outro lado, no modo RP (Figura 1.10 B), a inclusdo
do analito quiral na cavidade hidrofobica da ciclodextrina é,
frequentemente, a interacdo majoritaria com este tipo de seletor (2002).
Neste caso, o aumento da hidrofobicidade do analito (ex., o substituinte
iodo torna o analito mais hidrofobico) aumenta a retengdo e a
complexacdo enantiosseletiva por inclusdo. Este resultado estd de
acordo com os estudos previamente realizados por Guo e colaboradores,
que demonstraram que a constante de associacdo para a formagdo do
complexo de inclusdo entre a 3-CD e benzenos monossubstituidos com
halogénio segue a ordem —I > -Br > -Cl (Guo, Luo et al. 1998).

A influéncia dos substituintes também pode ser observada na
Figura 1.11 para a separagdo dos compostos 1-8 utilizando vancomicina
como seletor quiral nos modos PI e RP. No modo RP, a concentragdo do
modificador organico bem como a concentracio de TEAA na fase
aquosa (0,1%, 0,3% e 0,5%) e o pH (4, 5 ¢ 6) foram avaliados. Para
comparacdo, foi utilizada uma fase mdvel composta por MeOH/0,1%
TEAA pH 5, 60/40.

Figura 1.11 Comparacdo entre a separacdo de compostos contendo diferentes
substituintes (1-8) utilizando Chirobiotic-V2 como CSP nos modos A) PI e B)
RP. Condi¢des experimentais: A) fase movel: MeOH/HOAC/TEA
100/0,02/0,03, 1,0 mL min'1; T ~ 23 °C; B) fase mével: MeOH/0,1% TEAA pH
5, 60/40, 1,0 mL min™; T ~ 23 °C. Nota, PI ¢ RP correspondem aos modos
polar-ionico e fase reversa, respectivamente; TEAA, acetato de trietilamdnio.

A) Chirobiotic V2: modo PI B) Chirobiotic V2: modo RP
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Como pode ser observado na Figura 1.11, a influéncia dos
substituintes halogénios (1-4) nos fatores de retencdo é evidente quando
o modo RP ¢ utilizado e segue a ordem -1 > -Br > -Cl > -H. Por outro
lado, apenas uma suave mudanga nos tempos de retengdo é observado
no modo PI, seguindo a mesma ordem de eluicdo. Para ambos os modos
de operacdo, os valores de R; ¢ seletividade enantiomérica sdo melhores
para os analitos menos retidos. Considerando os compostos 1-4, a
diferenca entre os resultados obtidos em PI ¢ RP para um mesmo
composto ndo foi pronunciada, o que se apresenta contrdrio ao
comportamento observado para a separagdo dos compostos 14-17 em
CSP a base de B-CD (Figura 1.8). A razdo volumétrica de HOAc e TEA,
0,01/0,02%, utilizado no modo PI, corresponde a estequiometria 1,22:1
(pH ~ 5,3 se presente em solugdo aquosa), enquanto que o pH da fase
aquosa no modo RP foi ajustado para 5. Ambas as condi¢cdes permitem
interagcdes entre o grupo amino protonado do analito e o 4cido
carboxilico ionizado da CSP (Takacsnovak, Noszal et al. 1993, Berthod
2009), explicando o comportamento similar observado na Figura 1.11
para as separacdes dos compostos 1-4.

A Figura 1.11 mostra ainda um efeito pronunciado da presenga
de um substituinte acido carboxilico na estrutura do analito 5. No modo
PI, a retencdo deste foi significativamente diminuida, porém sem perda
em seletividade ou resolugdo. Entretanto, no modo RP, a diminuicdo da
reten¢do foi acompanhada pela perda completa da seletividade. A fraca
retencdo apresentada pelos compostos com grupos carboxilicos quando
utilizada vancomicina como CSP, foi reportada anteriormente por
Bosakova e colaboradores na separagdo de profenos em modo RP
(Bosakova, Curinova et al. 2005). De maneira interessante, quando o
modo PI foi utilizado neste trabalho, um aumento da retengdo e
seletividade foram obtidos para o composto 5 quando comparado ao
modo RP. Os resultados indicam uma repulsdo eletrostatica entre a CSP
e o analito, o que, surpreendentemente, ndo afeta a seletividade no modo
PI. O composto 19, o qual também apresenta um grupo acido
carboxilico como substituinte do anel benzénico, nao foi retido na CSP a
base de vancomicina sob qualquer condi¢do estudada, o que esta de
acordo com a explicacdo descrita acima, além de possivelmente
apresentar forte interagdo intramolecular entre a hidroxila livre e a
carbonila do grupo 4cido carboxilico. Quando o acido carboxilico
presente no composto 5 é esterificado (compostos 6, 7 e 8), ndo ocorre
repulsdo eletrostatica e a retengdo € observada. Enquanto no modo PI a
retencdo seguiu a ordem -CHj3 > -CH,CHj3 > -CH(CHs;),, a seletividade
aumentou de maneira contraria, -CH(CHj3), > -CH,CH; > -CHs.
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Entretanto, no modo RP, maiores seletividades foram encontradas para
todos os trés ésteres, aumentando significativamente com o aumento da
hidrofobicidade do éster. E evidente que efeitos estéricos sdo
importantes para o reconhecimento quiral tanto no modo PI quanto RP,
enquanto efeitos hidrofobicos sio criticos no modo RP.

A Figura 1.12 apresenta os cromatogramas obtidos para a
separacdo do CIT e seus metabdlitos DCIT e DDCIT (compostos 21 e
22, respectivamente).

Figura 1.12 Comparagdo entre as separa¢des dos compostos 21, 22 e
Citalopram (CIT). Condigdes experimentais: A) CSP: Chirobiotic V2; fase
movel: MeOH/HOAC/TEA 100/0,06/0,06, 1,0 mL min'l; T ~ 23 °C e; B) CSP:
Cyclobond-RSP; fase movel: MeOH/0,1% TEAA pH 5, 25/75, 1,0 mL min; T
~ 23 °C. Nota, PI e RP correspondem aos modos polar-ionico e fase reversa,
respectivamente; TEAA, acetato de trietilamonio.

A) Chirobiotic V2: modo PI B) Cyclobond-RSP: modo RP
ar -N(CH,), M N
21 -NH(CH,) f\
S v
0 5 10 15 20 25 0 10 20 min

Pode-se observar que a seletividade na coluna Chirobiotic-V2
(Figura 1.12 A) aumenta na ordem DCIT (amina secundaria) > DDCIT
(amina primaria) > CIT (amina tercidria). A mesma ordem de
seletividade e retencdo foi encontrada por Kosel e colaboradores
utilizando Chirobiotic-V e fase mével similar (Kosel, Eap et al. 1998). O
impacto significativo da mudanga no grupamento amino sobre a
enantiosseletividade e retengdo em CSPs baseadas em vancomicina ¢
evidente, no entanto outros estudos devem ser realizados para uma
compreensdo mais detalhada acerca da influéncia destes grupos no
mecanismo de retengdo e reconhecimento quiral em CSPs desta natureza
(Kosel, Eap et al. 1998, Smuts, Na et al. 2014). Contraditoriamente,
quando uma CSP a base de ciclodextrina foi utilizada no modo RP
(Figura 1.12 B), uma seletividade modesta foi observada na ordem CIT
(amina tercidria) > DCIT (amina secundaria) > DDCIT (amina
primaria), evidenciando, mais uma vez, a formacdo de um complexo de
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inclusdo, o qual é favorecido pela presenca de fase movel tipica de fase
reversa (rica em agua) e analitos mais hidrofobicos.

5 Conclusoes e recomendacoes

Neste capitulo foi apresentada a separagdo enantiomérica do
CIT e vinte e oito analogos sintéticos por HPLC quiral. Os métodos
apresentaram enantiosseletividade para vinte e cinco dentre o total de
analogos avaliados, dentre os quais dezoito separagdes completas e sete
separagdes parciais. As colunas cromatograficas quirais a base de
glicopeptideos macrociclicos apresentaram cerca de 90% das separagdes
otimas obtidas, sendo os melhores resultados apresentados pelo sistema
envolvendo a coluna Chirobiotic-V2, a base de vancomicina com
elevado grau de substituicdo, empregada em modo PI, apresentando-se
promissor para futuras separagdes em escala preparativa. Estes
resultados indicaram a relevancia das interagdes iGnicas no processo de
separacdo das misturas racémicas avaliadas. As CSPs a base de CDs,
por outro lado, apresentaram melhores enantiosseletividades em
sistemas operados em modo RP, indicando a formagdo de complexos de
inclusio no processo de reconhecimento quiral dos compostos
analisados. De maneira geral, as classes das CDs e dos macrociclicos
glicopeptideos demonstraram desempenhos complementares na
resolucdo das separagdes do CIT e dos vinte e oito analogos sintéticos
apresentados neste trabalho.

Recomendagdes: utilizar as condi¢des otimizadas no
desenvolvimento de analises em escala preparativa (especialmente em
modo PO/PI), para obtengdo dos enantidmeros puros em quantidades
suficientes para que seja dada continuidade aos estudos farmacoloégicos
destes compostos e, possivelmente, para comercializagdo segura do(s)
novo(s) farmaco(s).
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Capitulo 2

Desenvolvimento, caracterizaciio e avaliacdo de uma nova fase
estacionaria utilizando ciclofrutano-6 quimicamente ligado a
particulas de silica superficialmente porosas para aplicacdo em
HILIC

Resumo

Este capitulo descreve o desenvolvimento de uma nova fase estacionaria HILIC
composta por ciclofrutano-6 nativo quimicamente ligado a particulas de silica
superficialmente porosas com d, de 2,7 um. A caracterizagdo foi realizada por
analise elementar de CHN, a qual permitiu a obten¢do do grau de substituicdo
absoluto, de 0,86 wmol m'z, e relativo, de 12,8%. As condigdes Otimas para o
preenchimento da coluna cromatografica proposta envolveram um slurry
composto por uma mistura de CHCl;/MeOH com concentragao de particulas de
cerca de 15 mg mL", volume adequado de tolueno atuando como push solvent,
e sistema operado sob pressao constante de 12000 psi. O desempenho
cromatografico da coluna foi, entio, avaliado e comparado com fases
estaciondrias preparadas com o mesmo seletor ligado a particulas de silica
totalmente porosas com d, de 3 um e 5 um (FRULIC-N), ambas desenvolvidas
neste trabalho. Os resultados obtidos pela coluna a base de SPPs demonstraram
separagdes até 85% mais rapidas e eficiéncias até 3,7 vezes superior as obtidas
pelas colunas a base de FPPs no modo HILIC. A nova coluna cromatografica
foi também avaliada sob condigdes de NP. Dentre os pardmetros avaliados
inclui-se eficiéncia de pico, tempo de andlise, seletividade e capacidade de pico.
A partir dos graficos de van Deemter, foi possivel observar que a nova fase
estacionaria a base de SPPs apresentou velocidades de fluxo 6timas superiores
as apresentadas pelas colunas cromatograficas a base de FPPs. Observou-se,
ainda, que em velocidades de fluxo elevadas, as vantagens das SPPs foram mais
pronunciadas em modo NP do que em modo HILIC, demonstrando claramente a
influéncia do modo cromatografico e do mecanismo de separagdo no
alargamento dos picos. No entanto, a coluna a base de CF6 ligado a SPPs
mostrou nitidas vantagens em termos de frequéncia analitica e eficiéncia de
separagdo de compostos polares em ambos os modos cromatograficos avaliados.
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1 Revisdo Bibliografica

1.1 Particulas superficialmente porosas: o Estado da Arte em material
de suporte para colunas de HPLC

As SPPs, também denominadas core-shell, porous-shell, fused-
core ou solid-core (DeStefano, Langlois et al. 2008, Wang, Barber et al.
2012, Bell & Majors 2015), foram introduzidas as técnicas de separagdo
com o intuito de fornecer cromatografias rapidas e eficientes em meio
liquido. Na época, o desenvolvimento destas particulas surgiu com o
proposito de separar compostos biologicos de elevada massa molar
utilizando resina de troca-idnica (Horvath, Preiss et al. 1967). A sua
morfologia ¢ bastante interessante, consistindo basicamente em um
nucleo so6lido envolto por uma camada porosa, que sera detalhadamente
descrita adiante (DeStefano, Langlois et al. 2008, Bell & Majors 2015).

A literatura apresenta uma série de materiais com a mesma
denominagdo, que podem apresentar, numa mesma particula, nicleos e
superficies de natureza quimica distintas, como desenvolvido
inicialmente por Horvath (Horvath, Preiss et al. 1967).

Atualmente sdo as particulas preparadas exclusivamente com
silica que compdem o principal material de suporte utilizado em fases
estacionarias para HPLC (Bell & Majors 2015). SPPs de silica com 50
um de d,, foram comercializadas por Kirkland nos anos 1970, atingindo
5 wm em meados de 1990. Essas foram desenvolvidas com a intengdo de
fornecer cromatografias eficientes também para compostos de menor
massa molar (Kirkland 1969, Kirkland 1971, Kirkland 1992). Apesar do
notavel avango tecnoldgico na producdo das particulas core-shell ao
longo destas décadas (entre os anos 1960 e 1990), o sucesso das colunas
cromatograficas preparadas com as particulas desenvolvidas por
Kirkland foi inibido pelo avango na manufatura de particulas
tradicionais, FPPs, as quais ja eram disponiveis com didmetros de 3 um
nos anos 1990 e sub-2,0 um no inicio dos anos 2000 (Chauve,
Guillarme et al. 2010, Gritti & Guiochon 2012).

Em 2007, finalmente, uma nova geracdo de SPPs de silica foi
desenvolvida e comercializada pela Advanced Materials Technology,
com a denominag¢do de Halo, e tornou-se a principal tendéncia em
materiais de suporte para colunas utilizadas em HPLC (Gritti, Leonardis
et al. 2010, Kirkland J. J. 2013, Walter & Andrews 2014, Bell & Majors
2015). Essa nova geracdo de particulas foi resultado dos avancos na
tecnologia do processo de obtencdo, que forneceu aumento da area
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superficial e distribui¢do bastante estreita e homogénea do tamanho das
particulas (Wang, Barber et al. 2012, Hayes, Ahmed et al. 2014). Essas
novas particulas apresentaram, ainda, menores didmetros e espessuras
mais finas da superficie porosa quando comparadas as particulas core-
shell desenvolvidas anteriormente. Com 2,7 um de d, e camada porosa
com 0,5 um de espessura, essa nova geracdo de particulas apresentou-se
capaz de fornecer eficiéncias equivalentes e até superiores as colunas
cromatograficas preparadas com FPPs sub-2 um (Fekete, Olah et al.
2012, Wang, Barber et al. 2012). Esse foi o marco de uma nova era em
materiais de suporte para cromatografias liquidas altamente eficientes,
uma vez que as SPPs sub-3 um podem ser operadas sob condigdes
moderadas de contra-pressdo (< 400 bar), as quais sdo suportadas por
instrumentos convencionais de HPLC, enquanto que as FPPs sub-2 um
necessitam de sistemas UPLC (Gritti & Guiochon 2012, Walter &
Andrews 2014).

A Tabela 2.1 apresenta uma relagdo das principais colunas
cromatograficas preparadas com SPPs comercializadas atualmente, e
algumas caracteristicas fisicas e quimicas dessas colunas (Kirkland J. J.
2013, Fekete, Guillarme et al. 2014, Bell & Majors 2015, Blue &
Jorgenson 2015).
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Tabela 2.1 Relagdo atual das colunas comerciais para HPLC preparadas com SPPs incluindo as mais recentes SPPs sub-2 um.

Desenvolvedor Particulas — d, Tamanho de o Fases estaciondrias disponiveis
denominagiio (um) poro (A)*
Advanced ACE UltraCore 2,5 90 0,64  SuperC18, SuperPhenylHexyl
Chromatography 5 0,72
Technologies (Escocia)
Advanced  Materials Halo 2 90 C18, C8, Phenyl-Hexyl, PFP, ES-CN, HILIC, Penta-
Technology (EUA) HILIC
2,7 90 0,63 C18, C8, Phenyl-Hexyl, PFP, ES-CN, HILIC, Penta-
HILIC, RP-amide
4,7 90 0,74 CI18, PFP
Halo Peptide-ES 2,7 160 0,63 CI18,CN
34 160 0,88 Cl18,C4
4,6 400 0,74 CI18,CN
Halo Protein 400 34 400 0,88 ND
Agilent  Technologies Poroshell 120 2,7 120 0,63  C18, C8, Phenyl-Hexyl, PFP, HILIC
(Estados Unidos) 4 120 0,62 SP-C18, SB-C8, SB-Aq, EC-C18, EC-C8, Phenyl-
Hexyl, EC-CN, Bonus-RP, Peptide-Mapping, HILIC,
PFP, HPH-C18, HPH-C8 (high pH)
Poroshell 300 5 300 0,90 C18, Extend-C18, C8, C3
AdvanceBio 3,5 450 ND  C8, C4, Diphenyl
Chromanik SunShell 2,6 90 0,62 Cl18, C8, PFP, Phenyl-Hexyl, HILIC-amide
Technologies (Japdo) 160 0,62 CI18,RP-Aqua
300 0,62 Cl18,C8,C4
Diamond  Analytics  Flare Diamond 3,6 120 0,94 C18, C18-MM (mixed mode), C18+, HILIC
(Estados Unidos) Coreshell
Flare C18 Wide 250 0,94 CI18
Pore
Fortis  Technologies SpeedCore 2,6 80 0,69 C18, Diphenyl, PFP, HILIC

(Inglaterra)
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Desenvolvedor

Particulas —

d,

Tamanho de

b

)y o Fases estaciondrias disponiveis
denominagio (nm) poro (A)*
Knauer (Alemanha) BlueShell 2,6 80 0,62 C18, C18A, PFP, Phenyl-Hexyl
BlueShellClassic 4,5 80 C18, C8
Macherey Nagel Nucleoshell 2,7 90 0,63 RP-18, RP-18 Plus, Phenyl-Hexyl, PFP, HILIC
(Alemanha) 5 90 0,76 RP-18, RP-18 Plus
Nacalai Tesque Cosmocore 2,6 90 C18, Cholesterol
(Japdo)
PerkinElmer (Estados Brownlee SPP 2,7 90 0,63 C18, C8, Phenyl-Hexyl, RP-amide, PFP, ES-CN,
Unidos) HILIC
Brownlee SPP 160 0,50 C18, C8, Phenyl-Hexyl, RP-amide, PFP, PFP, ES-
Peptide-ES CN, HILIC
Phenomenex (Estados Kinetex 1,3 100 0,69 CI18
Unidos) 1,7 100 0,73 C18, XB-C18, EVO-C18, C8, Phenyl-Hexyl,
2,6 0,73  Biphenyl, PFP HILIC
5 0,76
Aeris Peptide 1,7 0,73 C18
3,6 0,72
Aeris Widepore 3,6 200 0,89 C18,C8, C4
Restek Raptor 2,7 90 0,63 C18, ARC-C18, Biphenyl
(Estados Unidos) 5
Supelco Ascentis Express 2 90 0,60 C18, F5, HILIC, OHS5, ES-CN, C8, Phenyl-Hexyl
(Estados Unidos) 2,7 90 0,63 C18, C8, Phenyl-Hexyl, RP-amide, F5, ES-CN,
5 0,60 HILIC, OH5




Tabela 2.1 Continuag¢ao

76

Desenvolvedor Particulas —

b

d, Tamanho de o Fases estaciondrias disponiveis
denominagio (nm) poro (A)*
Supelco Ascentis Express 2,7 160 0,63 CI18,CN
(Estados Unidos) Peptide 4,6 160 0,74
BIOshell 34 400 0,88 C4
Thermo Fisher Accucore XL 1,5 80 ND CI8
Scientific (Estados Accucore 2,6 80 0,62 C18, C8, RP-MS, aQ, Phenyl-Hexyl, Phenyl X,
Unidos) PFP, Polar Premium (RP-Amide), HILIC, HILIC-
urea (mesmos abaixo)
Accucore XL 4 80 0,75 C30, C18, C8, C4, Phenyl-Hexyl, PFP, RP-MS,
AQ, HILIC, HILIC-Amide
Accucore 150 2,6 150 0,62 C18, C4, HILIC-Amide
Waters Cortecs 1,6 90 0,70 C18, C18+, HILIC
(Estados Unidos) 2,7 0,70
Ymc Meteoric Core 2,7 80 0,63 C18, C18-Bio, C8
(Alemanha) 160 ND C18

*Valores dados em média;® p ¢ arazdo didmetro do nucleo solido/didmetro total da particula (d,); “ ND, dados néo disponiveis.
FONTE: (Kirkland J. J. 2013, Fekete, Guillarme et al. 2014, Bell & Majors 2015).
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E possivel observar, nos dados apresentados na Tabela 2.1, um
avango e propagacdo evidentes na utilizacdo dessas particulas em
colunas cromatograficas para HPLC. Demonstragdo disso ¢ a variedade
de d, e p disponiveis, bem como as mais recentes colunas preenchidas
com SPPs sub-2 um. Vale informar que colunas preparadas com SPPs
sub-2 um, também necessitam de instrumentacio UPLC (Walter &
Andrews 2014).

A Tabela 2.1 mostra, ainda, que as colunas com fases
estacionarias C18 sdo disponibilizadas por todas as empresas listadas.
Muitas colunas HILIC também s3o comercializadas, no entanto a maior
parte do material disponivel é simplesmente silica ndo modificada
(Fekete, Olah et al. 2012), a qual nem sempre oferece separagdes
eficientes no modo HILIC (Qiu, Loukotkova et al. 2011, Padivitage,
Dissanayake et al. 2013). Assim, além da expansdo dos tamanhos das
SPPs, modificagdes quimicas da superficie das particulas e a expanséo
das aplicagdes para além das analises de moléculas pequenas em modo
de fase reversa, foram recentemente apontadas como as principais
tendéncias nas pesquisas envolvendo SPPs como material de suporte
para colunas cromatograficas (Bell & Majors 2015). Para ilustrar essa
tendéncia, a Figura 2.1 apresenta dados obtidos do Web of Science que
demonstram o numero de publicagdes e citagdes envolvendo SPPs
utilizadas em fases estaciondrias para HPLC no periodo entre 2005 e
2015.

Figura 2.1 Dados obtidos do Web of Science para (A) publicagdo (B) e citagdo
utilizando a palavra-chave Superficially Porous Particles (filtro: high
performance liquid chromatography) durante o periodo de 2005-2015.
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1.1.1 Morfologia das SPPs e o aumento da eficiéncia do sinal
analitico

Para entender as vantagens apresentadas pelas SPPs sobre as
FPPs, principalmente em termos de eficiéncia e tempo de analise em
cromatografia, ¢ preciso conhecer a sua morfologia e compreender a sua
influéncia ao longo de uma separagdo cromatografica.

Como descrito anteriormente, as SPPs consistem em um nucleo
solido envolto por uma camada porosa, ambos com a mesma natureza
quimica, ou seja, silica (DeStefano, Langlois et al. 2008, Gritti &
Guiochon 2012). A Figura 2.2 apresenta um desenho ilustrativo dessas
particulas, bem como uma imagem obtida por microscopia eletronica de
transmissao.

Figura 2.2 Imagens de uma particula de silica superficialmente porosa. A
esquerda, uma ilustragéo e, a direita, imagem obtida por microscopia eletronica
de transmissao (TEM).

/

.

camada porosa

ntcleo so6lido

Tlustracao Imagem-TEM

O desempenho cromatografico de SPPs depende das
propriedades da camada porosa, como a sua espessura e volume em
relagdo ao volume total da particula, tamanho de poro e estrutura do
poro. Por exemplo, a razdo entre o didmetro do niicleo sélido e d, varia
de 0,63 a 0,74 ¢ a fracdo do volume da camada porosa varia de 75% a
60% nas particulas disponiveis atualmente. Ambos, tamanho e estrutura
dos poros, sdo fortemente afetados pelo processo de obtengdo dessas
particulas, que pode ser através do revestimento camada-por-camada
(layer-by-layer), ainda pela tecnologia sol-gel ou pelo método de
coacervacdo (GLANTREO 2012, Wang, Barber et al. 2012, Agilent-
Technologies 2015). O tamanho dos poros presentes em particulas SPPs
disponiveis comercialmente varia de 80-120 A para separacio de
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moléculas pequenas e, em menor quantidade, de 160-400 A para
moléculas de maior massa molecular (Fekete, Guillarme et al. 2014,
Bell & Majors 2015).

Para um melhor entendimento de como a morfologia das
particulas com nucleo sélido afetam os pardmetros cromatograficos em
termos de eficiéncia, seletividade/resolugdo e tempos de analise, ¢
necessario investigar individualmente os termos da equacdo de van
Deemter. Esses termos estdo relacionados a dispersdo das moléculas de
soluto ao longo da coluna cromatografica e, portanto, ao alargamento
dos picos cromatograficos (Van Deemter, Zuiderweg et al. 1956, Gritti
& Guiochon 2013).

A Equagdo 2.1 foi proposta por van Deemter em 1956, e ¢
bastante utilizada ainda hoje para avaliagdo de desempenho de colunas
cromatograficas (Van Deemter, Zuiderweg et al. 1956).

HETP = §+ A+ Cv 2.1

onde HETP ¢ a altura equivalente a um prato tedrico, v é a velocidade da
fase movel (ex. mm s'l), A, B e C, sdo as constantes determinadas pela
magnitude do alargamento de pico devido a dispersdo turbulenta ou
caminhos multiplos (eddy dispersion), difusdo longitudinal, e
transferéncia de massa, respectivamente.

Atualmente ha diferentes modelos elaborados a partir da
equacdo de van Deemter, que consideram sistemas cromatograficos
mais modernos. Um exemplo ¢ o modelo baseado na equagdo de van
Deemter e na equacdo padrdo de Giddings (Giddings 2002), o qual ¢
representado pela Equagdo 2.2 (Patel, Breitbach et al. 2015).

HETP = 2+ Csv + Conv + (%) 2.2)

1
A Cnv

onde Cs, Csim ¢ Cpy sdo constantes determinadas pela transferéncia de
massa na fase estacionaria, na camada pseudo-estaciondria de fase
movel e no seio da fase movel, respectivamente. Apesar de fornecer
informagdes mais detalhadas acerca das contribuicdes para o
alargamento do pico, a equagdo original de van Deemter (Equagéo 2.1),
por ser simples e fornecer resultados conclusivos, permanece o principal
modelo utilizado na avaliagdo de desempenho de colunas utilizadas em
HPLC.

De acordo com a teoria que envolve as SPPs, e evidéncias
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praticas, os trés pardmetros da equagdo de van Deemter (4, B ¢ C)
podem ser minimizados, o que resulta em um aumento substancial da
eficiéncia dos picos cromatograficos. E importante ressaltar que essa
afirmagdo ¢ geralmente centrada apenas na morfologia dessas particulas
e que outros parametros, embora relevantes, ndo sdo considerados.

O termo A4, referente aos multiplos caminhos que o analito
percorre ao longo da coluna cromatografica, ¢ influenciado pelo
tamanho da particula e qualidade de preenchimento da coluna. A Figura
2.3 apresenta uma ilustragdo desse fendmeno no interior de uma coluna
preenchida com SPPs (Figura 2.3 A) e FPPs (Figura 2.3 B).

Figura 2.3 Representacdo esquemadtica dos caminhos multiplos em colunas
cromatograficas preenchidas com (A) particulas superficialmente porosas (B) e
particulas totalmente porosas (Guillarme & Fekete 2013).

o

A minimizacdo dos caminhos multiplos pela utilizagdo de
particulas SPPs foi inicialmente atribuido a uma distribuicdo mais
homogénea do tamanho dessas particulas (dog9 < 1,20) quando
comparadas as particulas totalmente porosas (dog9 < 1,3-2,0), o que
proporciona um preenchimento também mais homogéneo (Wang,
Barber et al. 2012, Hayes, Ahmed et al. 2014). Outro fator determinante
para a minimizagdo do termo A esta relacionado a maior rugosidade da
superficie dessas particulas quando comparadas as FPPs (DeStefano,
Langlois et al. 2008, Hayes, Ahmed et al. 2014). Embora seja muito
mais dificil preencher colunas cromatograficas utilizando particulas de
nicleo solido (Blue and Jorgenson 2015), uma vez que ocorre o
preenchimento, as forcas de atrito entre as particulas sdo tdo grandes que
o deslizamento entre elas € praticamente eliminado. Por outro lado, por
apresentarem superficies mais lisas, o deslizamento das FPPs ¢
intensificado durante o processo de consolidagdo da fase estacionaria no
interior da coluna, resultando em um preenchimento menos homogéneo
(Hayes, Ahmed et al. 2014).

A reducdo do termo B, correspondente a difusdo longitudinal, &
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explicada devido a redugdo do volume intersticial, ou seja, do espago
vazio, que existe no interior de uma coluna cromatografica quando essa
¢ preenchida com SPPs. Acredita-se que o volume ocupado por essas
particulas € cerca de 20-30% superior aquele ocupado pelas FPPs, o que
resulta numa menor difusdo longitudinal ao longo de uma corrida
cromatografica. Além disso, a reducdo do volume acessivel no interior
de uma coluna cromatografica acarreta uma diminui¢do significativa do
volume morto da coluna, diminuindo, assim, o tempo de analise. Essa,
junto ao aumento da eficiéncia do sinal analitico, correspondem as
grandes vantagens da utilizagdo das SPPs como material de suporte em
colunas para HPLC (Hayes, Ahmed et al. 2014).

O modelo descrito por Hayes e colaboradores demonstra
claramente a influéncia da redug¢do do volume poroso das particulas
sobre a difusdo longitudinal no interior da coluna cromatografica
(Hayes, Ahmed et al. 2014), e descreve que um valor minimo de B ¢
obtido quando o analito apresenta menor retengdo ou, ainda, quando a
particula utilizada como suporte ndo apresenta qualquer porosidade
(volume acessivel minimo) (Hayes, Ahmed et al. 2014).

Além da redugdo dos caminhos multiplos (termo A) e da
difusdo longitudinal no interior da coluna (termo B), a presenga do
nucleo so6lido em SPPs proporciona a diminui¢do do termo C da equagdo
de van Deemter, o qual corresponde a contribuigcdo da transferéncia de
massa no processo de alargamento do pico cromatografico. A
minimizagdo ocorre principalmente devido a diminui¢do do caminho de
difusdo, causada pela presenca do ntcleo sélido impenetravel nas SPPs,
quando comparada as FPPs de diametros similares, e até menores. Essa
caracteristica implica na diminui¢do da difusdo intra-particular, ou
processo de adsorcdo-desor¢do e, principalmente, na diminuicdo da
resisténcia a transferéncia de massa no filme externo de fase movel que
se forma em torno da superficie da fase estacionaria (Gritti, Leonardis et
al. 2010, Wang, Barber et al. 2012, Lambert, Kiss et al. 2014).

A inten¢do inicial do desenvolvimento das particulas SPPs era,
de fato, reduzir o caminho de difusdo (distdncia correspondente a
espessura da camada porosa) em relagao as tradicionais FPPs, reduzindo
assim a resisténcia a transferéncia de massa interna (Wang, Barber et al.
2012). Esse caminho reduzido na morfologia das SPPs permitiria uma
difusdo mais rapida do soluto de dentro para fora da estrutura porosa.
Esse fendmeno resulta numa perda de eficiéncia menos acentuada
quando a velocidade da fase movel ¢ aumentada, ou seja, permite
tempos de analise extremamente reduzidos pelo aumento do fluxo da
fase movel, sem perdas representativas da eficiéncia dos picos
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cromatograficos. Essa corresponde a uma das vantagens mais evidentes
da utilizacdo de SPPs como material de suporte em colunas de HPLC
(DeStefano, Langlois et al. 2008). No entanto, ¢ importante adicionar
que esse ganho ¢é acentuado principalmente para moléculas maiores, em
geral com massa molecular > 600 g mol™, as quais foram as principais
inspiragdes para o surgimento das SPPs nos final dos anos 1960
(Horvath, Preiss et al. 1967, DeStefano, Langlois et al. 2008, Gritti &
Guiochon 2013, Gritti & Guiochon 2014, Spudeit, Dolzan et al. 2014).

Além da massa molar dos analitos, da velocidade da cinética de
adsorcao-desor¢do, do tamanho e da morfologia das particulas utilizadas
como material de suporte nas colunas cromatograficas, a literatura
reporta ainda a influéncia de outros fatores como temperatura e natureza
de algumas fases moveis no processo de transferéncia de massa dos
analitos (Gritti & Guiochon 2007, DeStefano, Langlois et al. 2008, Gritti
& Guiochon 2013, Gritti & Guiochon 2014). No entanto, o sistema sob
condi¢des de RP e coluna C18 ¢é o mais aplicado e estudado quando se
refere as SPPs (Gritti, Leonardis et al. 2010), o que limita as muitas
informagdes acerca do comportamento destas particulas nas diversas
condigdes experimentais. Outros modos operacionais, como HILIC, sdo
raramente explorados, sendo, os dados disponiveis, insuficientes para a
sua compreensdo. Esse fato junto a vasta aplicabilidade da HILIC
atualmente, demonstram uma necessidade urgente em estudos que
auxiliem na compreensdo dos fendOmenos que ocorrem em sistemas
HILIC-SPPs e, assim, possa ser ampliada de maneira eficaz a gama de
aplicagd@o desses sistemas.

Para uma melhor compreensdo do que foi exposto acima, bem
como dos resultados obtidos neste trabalho, o proximo item ira abordar
o0s principais aspectos relacionados a HILIC.

1.2 Cromatografia liquida de intera¢do hidrofilica (HILIC)

Quando se trata da analise de compostos muito polares, como
ions inorganicos, aminoacidos, acucares, dentre outros, as técnicas de
cromatografia liquida tradicionais (RP, NP e IC) apresentam limita¢des:
em RP os analitos ndo sdo suficientemente retidos na fase estacionaria;
em NP, os analitos podem apresentar-se insoluveis na fase movel, que ¢
altamente apolar ou fracamente polar e; em IC os analitos devem
apresentar-se necessariamente ionizados (Buszewski & Noga 2012).
Uma alternativa abrangente ¢, entdo, a utilizagdo do modo HILIC, cuja
denominagdo foi introduzida em 1990, quando, de fato, comegou a
receber aten¢do de pesquisadores em todo o mundo (Pesek, Matyska et
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al. 2011, Buszewski & Noga 2012). Inicialmente sua aplicacdo foi na
determinacdo de carboidratos, peptideos e aminoacidos, tendo se
estendido, nos ultimos anos, para analises de farmacos polares e
compostos biologicamente importantes estudados em diversas ciéncias
“Omicas” (metaboldémica, protedmica, gendmica) (Liu, Chen et al. 2008,
Jandera 2011).

Quando comparado aos demais modos de operagdo em
cromatografia liquida, o modo HILIC ¢ considerado recente, no entanto
a sua atual relevancia, dada pela sua vasta aplicabilidade, pode ser
observada através dos graficos apresentados na Figura 2.4, obtidos do
Web of Science com dados registrados entre os anos 1990 e 2015.

Figura 2.4 Dados obtidos do Web of Science para (A) publicagdo (B) e citagdo

utilizando a palavra-chave “hydrophilic interaction liquid chromatography”
durante o periodo de 71990-2015.
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Como pode ser observado na Figura 2.4, tanto o numero de
publicagdes quanto de citagcdes envolvendo a palavra-chave “hydrophilic
interaction liquid chromatography” demonstram a relevancia atual e
ascendente desde a sua introducdo, em 1990.

A HILIC ¢ considerada, por alguns autores, uma ponte entre a
RP e a NP, por outros uma subdivisdo especial da NP e, ainda, a HILIC
¢ descrita como “cromatografia de compostos polares e i6nicos sob
condi¢des de RP” (Wang, Jiang et al. 2008). Isso se deve ao fato de que,
em HILIC, as fases estaciondrias sdo, principalmente, modificacdes
polares da silica ou de polimeros (SiOH, amino, diol, compostos
zwitteridnicos, etc), como ocorre em NP; os eluentes, ou fases moveis,
sdo misturas de solugdes aquosas e um modificador organico, como em
RP, porém com concentracdes elevadas de ACN e; os campos de
aplicag@o incluem ions orgéanicos e inorganicos, como em IC, além de
compostos polares neutros. O diagrama da Figura 2.5 é uma ilustragdo
da HILIC como resultado da combinacdo entre caracteristicas presentes
nos trés modos cromatograficos citados (Buszewski & Noga 2012).

Figura 2.5 HILIC como resultado da combinagdo entre os trés principais modos
em cromatografia liquida: fase reversa (RP), fase normal (NP) e troca-idnica
10).

NP

No entanto, para um mecanismo HILIC, é necessaria a
utilizagdo de uma fase movel composta por agua e elevadas
concentra¢des de um solvente organico miscivel, tipicamente ACN, em
concentragdes entre 50-95% (Pesek, Matyska et al. 2011, Buszewski &
Noga 2012).
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Diferente dos mecanismos que regem as separacdes por RP e
NP, os quais ja sdo bem estabelecidos, no modo HILIC os mecanismos
de separagdo permanecem sendo discutidos na literatura. Sabe-se, no
entanto, que a partigdo e a adsorcdo podem ocorrer individual ou
simultaneamente (Gritti, Holtzel et al. 2015). Além disso, interacdes
eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio, dipolo-dipolo, ion-dipolo, dentre
outras, podem fazer parte do equilibrio entre fase estacionaria-analito-
fase movel, o que ird depender do revestimento da coluna, da proporgao
e natureza dos componentes da fase movel e da natureza dos analitos
(Buszewski & Noga 2012). O principal aspecto de um mecanismo
HILIC, porém, decorre da parti¢do do analito no filme aquoso semi-
estacionario, o qual ¢ formado pela adsor¢do da agua na superficie da
fase estacionaria. Esse fendmeno ¢ ilustrado na Figura 2.6 (Qiu,
Loukotkova et al. 2011, Buszewski & Noga 2012).

Figura 2.6 Esquema do mecanismo de parti¢ao no sistema HILIC (Neue).
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Ha inimeras fases estacionarias que podem ser aplicadas em
HILIC, desde fases simples como superficies de silica pura ou hidretos
de silica, ou modificadas com grupamentos ciano, diol, amino, amida,
dentre outros, até polimeros altamente complexos, surfactantes i6nicos,
ndo i6nicos e compostos zwitterionicos. Todas essas variedades
apresentadas sdo preparadas utilizando, principalmente, FPPs de silica
como material de suporte (Jandera 2011). Como descrito anteriormente,
quando trata-se de fases estacionarias HILIC preparadas com SPPs, a
maior parte do material estudado e disponivel comercialmente ¢
simplesmente silica ndo modificada (Fekete, Olah et al. 2012).
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Em 2011, uma nova classe de seletores para separagdes de
compostos polares utilizando HILIC foi introduzida pelo grupo de
pesquisa do professor Daniel W. Armstrong (Qiu, Loukotkova et al.
2011). Baseadas em CF6 quimicamente ligado a FPPs de silica, as novas
colunas apresentaram vantagens na separagdo de diferentes grupos de
compostos, quando comparadas a outras colunas largamente utilizadas
no modo HILIC.

1.3 Ciclofrutanos (CFs)

A obtengdo de CFs foi reportada pela primeira vez por
Kawamura e Uchiyama, em 1989. De acordo com os autores, os
produtos foram obtidos a partir da fermentagdo da inulina utilizando
uma enzima extracelular denominada cicloinulo-oligossacarideo
frutanotransferase (CFTase), a partir do microrganismo Bacillus
circulans (OKUMZ31B) (Kawamura, Uchiyama et al. 1989). Mais
tarde, em 1994, Kushibe e colaboradores reportaram uma segunda cepa
do Bacillus circulans (MCI-2554), que demonstrou maior eficiéncia na
producdo de CFs. Atualmente, os modos de obtengdo sdo diversos,
incluindo a incubagdo da inulina com CFTase isolada ou ainda a
incorporacdo do gene especifico da CFTase em células de leveduras
comuns, como Saccharomyces cerevisiae, 0o que diminuiu
consideravelmente os custos do procedimento.

Os CFs pertencem a classe de oligossacarideos ciclicos, junto as
bem estabelecidas CDs, entretanto com estrutura e comportamento
bastante distintos. A estrutura quimica dos CFs consiste em seis ou mais
unidades de D-frutofuranose ligadas pelas posigdes p-(2,1) a uma
estrutura central que se apresenta idéntica aos respectivos éteres de
coroa. Sdo denominados CFx, onde x é o numero de unidades de D-
frutofuranose, sendo normalmente 6, 7 ou 8. Cada uma dessas unidades
contém quatro centros estereogénicos e trés grupos hidroxilas, que
apresentam papel importante nas suas propriedades fisico-quimicas. A
estrutura molecular basica dos CFx é mostrada na Figura 2.7.
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Figura 2.7 Estrutura basica dos ciclofrutanos onde n é 1, 2 ou 3, para CF6, CF7
ou CF8, respectivamente.
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Dentre os CFs, o CF6 tem atraido maior ateng¢ao principalmente
devido a sua disponibilidade na forma pura e sua geometria bem
definida. Portanto, utilizando como exemplo a estrutura do CF6,
apresentada na Figura 2.7, das seis hidroxilas ligadas nas posi¢des 3,
uma metade esta direcionada para fora do ciclo, enquanto a outra metade
direcionada para dentro da coroa, de maneira intercalada. Essas ultimas
se apresentam muito proximas umas das outras (~3 A), fazendo com que
0 acesso ao nucleo 18-coroa-6 de um dos lados do macrociclico seja
bloqueado pelas ligacdes de hidrogénio formadas entre os grupos
hidroxilas. Dados cristalograficos e computacionais confirmam a
natureza hidrofilica de um dos lados do CF, e lado oposto, hidrofobico
(Sun, Wang et al. 2009). Tal caracteristica faz com que o
comportamento dos CFs seja extremamente distinto do comportamento
apresentado pelos respectivos éteres de coroa, bem como pelas CDs,
cuja cavidade hidrofobica € capaz de acomodar analitos da mesma
natureza. Outra importante caracteristica estrutural dos CFs ¢ a
possibilidade de derivatizagcdes diversas, o que os torna ainda mais
interessantes e lhes possibilita uma gama de aplicagdes (Sun, Wang et
al. 2009, Padivitage & Armstrong 2011, Qiu, Loukotkova et al. 2011) .

Durante muitos anos, CFs nas suas formas nativas foram
largamente utilizados como aditivos em diversos produtos industriais,
como agentes em formulagdes de tintas, preservativo de escurecimento e
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aditivos alimentares. No entanto, e apesar de ja serem conhecidos ha
mais de 20 anos, apenas recentemente despertou-se o interesse em
utiliza-los como seletores em técnicas de separacdo e, com isso, também
o interesse no desenvolvimento de derivados de CFs capazes de fornecer
caracteristicas distintas para separacdo de compostos de diferentes
naturezas.

Em 2009, o grupo de pesquisa do professor Daniel W.
Armstrong desenvolveu fases estacionarias a base de CFs para
separagdes enantioméricas por HPLC (Sun, Wang et al. 2009). Dentre
os seletores quirais mais eficientes, destacaram-se os derivados
isopropilico e R-naftil, os quais sdo atualmente comercializados como as
colunas cromatograficas LARIHC-P e LARIHC-RN, respectivamente.
Os CFs foram ainda utilizados em separagdes quirais por cromatografia
gasosa (Zhang, Breitbach et al. 2010) e eletroforese capilar (Jiang, Tong
et al. 2009). Apenas mais tarde, em 2011, Armstrong e colaboradores
reportaram a utilizagdo de fases estacionarias a base de CF6 nativo e do
derivado sulfonado em separacdes de compostos polares utilizando
HILIC (Padivitage & Armstrong 2011, Qiu, Loukotkova et al. 2011).

No trabalho pioneiro, realizado por Qiu e colaboradores, os
autores desenvolveram trés diferentes colunas cromatograficas a base de
CF6, duas a base de CF6 nativo com maior ¢ menor grau de
substituicdo. As caracteristicas dessas trés fases foram avaliadas e
comparadas com trés diferentes colunas polares disponiveis
comercialmente: Diol, Cyclobond I 2000 (a base de 3-CD) e ZIC-HILIC
(a base de sulfobetaina). Os resultados obtidos para a separagdo de bases
de acidos nucleicos, nucleosideos, xantinas, [-bloqueadores,
carboidratos, além do acido salicilico e seus derivados, demonstraram
vantagens, como estabilidade, eficiéncia e reprodutibilidade, das novas
colunas desenvolvidas sobre as colunas comerciais avaliadas (Qiu,
Loukotkova et al. 2011).

Dado o excelente desempenho das novas fases estacionarias
desenvolvidas por Qiu e colaboradores, a coluna a base de CF6 nativo
ligado a FPPs de silica foi patenteada, e comercializada pelas empresas
AZYP e Supelco Sigma-Aldrich, como FRULIC-N (Padivitage,
Dissanayake et al. 2013). Essa coluna pode, ainda, ser utilizada em
outros modos de separacdo cromatografica, o que amplia ainda mais a
sua aplicabilidade.

Dessa forma, este trabalho descreve o desenvolvimento de uma
coluna cromatografica a base de CF6 nativo, quimicamente ligado a
SPPs, para um estudo comparativo acerca das vantagens de se utilizar
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particulas dessa natureza como material de suporte. Ainda, considerando
a escassez de informagdes sobre o comportamento do sistema HILIC
utilizando SPPs, este trabalho busca ampliar os conhecimentos e a
compreensdo dos fendmenos que ocorrem ao longo de uma corrida
cromatografica realizada sob as condigdes abordadas.

2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma nova coluna cromatografica baseada em CF6 nativo
quimicam ligadoente em SPPs de silica para aplicagdo em HILIC e comparar o
desempenho cromatografico com aqueles apresentados por colunas similares
desenvolvidas com FPPs.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Sintetizar fases estacionarias para HPLC baseadas em CF6 nativo
quimicamente ligados a FPPs 5 um e 3 um, e SPPs sub-3 um;

¢ Caracterizar as fases estaciondrias desenvolvidas através da analise
elementar de CHN;

¢ Calcular o grau de substitui¢do de CF6 nas fases estacionarias através
da porcentagem em massa bem como do grau de substitui¢do efetivo
(umol m?) considerando a 4rea superficial média de cada tipo de
particula utilizada como material de suporte;

¢ Desenvolver a coluna cromatografica a base de FPPs 5 um, utilizando
as condi¢des estabelecidas pela empresa AZYP para obtencdo das
colunas FRULIC-N;

¢ Otimizar as condi¢des experimentais para preenchimento das colunas
baseadas em SPPs avaliando a composi¢do quimica e concentragao do
slurry, volume e composic¢do do push solvent e pressao exercida;

e Avaliar o desempenho das colunas desenvolvidas, em termos de
numero de pratos (N) e altura equivalente a um prato tedrico (HETP),
simetria de pico e construir graficos de van Deemter utilizando
diferentes grupos de compostos e composicdes de fase modvel
utilizando o modo HILIC,;

*  Obter o fluxo 6timo de fase movel, em termos de eficiéncia (HETP,,;,),
para cada sistema avaliado (fase mével/analito);

¢ Calcular parametros cromatograficos como k’, Rs, a e capacidade de
pico para as colunas cromatograficas otimizadas;

¢ Comparar o desempenho das colunas desenvolvidas a base de FPPs 5
ume 3 um e SPPs;

¢  Avaliar o desempenho das colunas sob condi¢des de NP;
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*  Comparar os resultados em termo de eficiéncia e o perfil dos graficos
de van Deemter obtidos no modo HILIC e no modo de NP;

¢ Discutir os resultados com base nas diferentes morfologias das
particulas utilizadas como material de suporte bem como nos
diferentes modos cromatograficos avaliados.

3 Experimental
3.1 Materiais

N,N-dimetilformamida anidro (DMF), tolueno, piridina anidra,
3-(trietoxisilil)propil isocianato, acetato de amonio (NH4OAc), nitrato
de amonio (NH4NO3), acido trifluoracético (TFA) e todos os analitos
utilizados neste trabalho (4acido 5-fenilvalérico, acido ferulico,
piridoxina, acido L-ascorbico, uracil, adenosina, citosina, adenosina
2’,3’-monofosfato ciclico (cAMP), citidina 2’,3’-monofosfato ciclico
(cCMP), guanosina 2’,3’-monofosfato ciclico (¢cGMP), timidina 3°,5’-
monofosfato ciclico (cTMP), 1,3-dinitrobenzeno (1,3-DNB), o-
tocoferol, (R)-(+)-2’-amino-1,1’-binaftalen-2-ol (R-NOBIN) e 1,3,5-tri-z-
butilbenzeno) foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich (Milwaukee W1,
EUA). O CF6 nativo foi fornecido pela AZYP, LLC (Arlington TX,
EUA). ACN, acetona, cloroféormio, diclorometano, etanol (EtOH), éter
etilico, heptano (Hep), isopropanol (IPA), MeOH e tolueno foram
obtidos da empresa EMD (Gibbstown NJ, EUA). A agua utilizada foi
purificada utilizando o sistema Mi/li-Q (Millipore, Billerica MA, EUA).

As FPPs com 5 um de d, foram compradas da Daiso (Osaka,
Japao); as FPPs com 3 um foram obtidas da empresa Daiso (Osaka,
Japdo) e Glantreo (Cork, Irlanda); e as SPPs foram fornecidas pelas
empresas Glantreo (Cork, Irlanda), com d, de 2,6 um, e Agilent
Technologies (Santa Clara CA, EUA), com d,, de 2,7 um.

3.2 Sintese das fases estaciondrias

CF6 nativo foi quimicamente ligado a silica gel utilizando
procedimento descrito na literatura (Qiu, Loukotkova et al. 2011). 50
mL de DMF anidro foram adicionados a 3,34 g de CF6 (972,84 g mol™;
97%) previamente pesados e transferidos para um baldo de fundo
redondo de duas bocas. Sob agitacdo foram adicionados 3,58 mL do
ligante 3-(trietoxisilil)propil isocianato (247 g mol™; 0,999 g mL; 95%)
previamente dissolvidos em 15 mL de piridina anidra. A mistura foi
mantida sob atmosfera inerte e aquecimento (90-95 °C) por 5 horas.
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Cerca de uma hora antes de finalizar essa etapa do procedimento, uma
mistura de 5 g de silica anidra em 125 mL de tolueno foi mantida sob
refluxo para retirada da dgua residual em forma de mistura azeotropica
tolueno-agua (25 mL), para o qual foi utilizado um coletor do tipo Dean-
stark. Apods finalizados os processos, as misturas mantiveram-se sob
agitacdo até atingirem a temperatura ambiente. A solu¢do contendo o
produto da reacdo CF6-ligante foi entdo adicionada ao segundo baldo
contendo as particulas de silica (FPPs, SPPs) em tolueno anidro. Esta
mistura foi mantida sob refluxo em atmosfera inerte, por cerca de 12
horas (overnight). Finalmente, o aquecimento foi interrompido e a
temperatura ambiente atingida naturalmente. O produto final foi filtrado
com auxilio de vacuo em filtro com porosidade adequada para cada tipo
de particula utilizada, e lavado com aproximadamente 100 mL de
tolueno, seguido pelo mesmo volume de diclorometano, éter etilico,
IPA, MeOH, agua e, por fim, acetona. Por fim, foi seco sob vacuo por
no minimo 12 horas antes de ser utilizado para o preparo das colunas
cromatograficas.

O mesmo procedimento foi empregado para desenvolver todas as fases
estacionarias utilizadas neste trabalho. Os produtos foram caracterizados
por analise elementar de CHN, realizada pela Interlek Pharmaceutical
Services (Nova Jersey, EUA) em duplicata, e o grau de substituigdo de
CF6 na silica foram calculados com base na porcentagem de carbono
obtidas. Um esquema das etapas da sintese das fases estacionarias
desenvolvidas neste trabalho é apresentado na Figura 2.8.

Figura 2.8 Esquema de sintese das fases estaciondrias.
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3.3 Instrumentagdo
3.3.1 Obtengdo das colunas cromatograficas

Todas as colunas cromatograficas preparadas neste trabalho
foram de dimensées 150 mm x 4,6 mm d.i.
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A instrumentagdo utilizada para o preenchimento das colunas,
pertencente a empresa AZYP, consistiu em uma bomba de liquido de alta
pressdao (HASKEL DSTV-122), com acionamento pneumatico e pressao
constante. Um reservatério de ar comprimido e outro para o push
solvent; um conjunto de vélvulas para controle de pressdao, bem como da
entrada e saida de ar e de liquido; e uma torre cilindrica oca de ago
inoxidavel em posi¢do vertical, formaram o sistema. A extremidade de
entrada das colunas cromatograficas a serem preenchidas foram
devidamente encaixadas na parte inferior da torre, permanecendo em
posicdo vertical. Imediatamente abaixo da extremidade de saida
(adicionada a frita e a peca terminal de ago inoxiddvel), um reservatdrio
graduado foi posicionado para coleta dos residuos e controle do volume
de sucg¢do do push solvent.

Para todas as colunas cromatogrificas desenvolvidas, foi
realizado o seguinte procedimento: foi realizado o preparo do slurry (o
qual corresponde a uma mistura heterogénea formada por particulas de
fase estaciondria e uma fase liquida) e este mantido por 10 minutos em
banho ultrassonico; em seguida, foi adicionado cuidadosamente ao
sistema de preenchimento através da extremidade superior da torre e
com o auxilio de um funil (nota: essa etapa deve ser realizada de forma
répida, para evitar a sedimentagdo das particulas do slurry e, cuidadosa,
para evitar a formag¢do de bolhas de ar no interior da coluna
cromatografica e da torre); imediatamente apds a adicdo de todo o
volume ao sistema, a torre foi preenchida com push solvent e, em
seguida, a extremidade superior da torre foi devidamente vedada. As
valvulas para controle de pressdao e volume de ar e liquido foram, entdo,
acionadas para dar inicio ao processo de preenchimento da coluna. A
pressdao de 12000 psi foi mantida durante todo o procedimento, ou seja,
até a passagem do volume pré-estabelecido de solvente ao longo da
coluna. Em seguida a aplicacdo da pressdo foi interrompida e, apenas
apds atingir a pressdao atmosférica, o sistema foi aberto para retirada da
coluna sem perdas significativas de fase estaciondria. Nesse momento
foi importante observar se a coluna estava, de fato, completamente
preenchida. Apds o procedimento, a extremidade superior da coluna foi
tampada adequadamente e iniciado o processo de lavagem e
condicionamento. Finalizada essa etapa, as colunas foram
completamente vedadas com terminal de PEEK (poliéter éter cetona) e
estocadas até serem utilizadas.

A coluna FRULIC-N foi obtida de acordo com o protocolo
estabelecido pela empresa AZYP. A partir de algumas modificacdes das
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condicdes utilizadas para a FRULIC-N, foi obtida a coluna
cromatografica baseada em FPPs de 3 um. As condicdes experimentais
para obtenc@o da nova coluna preparada com SPPs foram otimizadas
considerando-se o grau de dispersdo das particulas, o qual € influenciado
influenciado pela polaridade e viscosidade dos solventes do slurry; a
concentracdo do mesmo; volume e densidade do push solvent e
miscibilidade deste ultimo no slurry; e pressdo exercida no processo de
preenchimento.

O processo de lavagem, realizado apds o preenchimento,
envolveu cerca de 10 volumes de dgua deionizada, para retirada de todo
o sal presente no interior da coluna, seguido de 10 volumes de IPA. Em
seguida cerca de 500 mL de solu¢do contendo ACN/NH,OAc 0,1 mol L
! foi utilizado para o condicionamento. Tanto o processo de lavagem
quanto o de condicionamento foram realizados utilizando bombas de
HPLC.

As condi¢des experimentais Gtimas para obtencdo da coluna a
base de SPPs desenvolvida neste trabalho consistiram em um slurry
composto por uma mistura de CHCl;/MeOH, com elevada concentragdo
de CHCl,, concentragdo de particulas de cerca de 15 mg mL"', e um
volume adequado de tolueno utilizado como push solvent. As SPPs
Agilent com d, de 2,7 um apresentaram resultados mais satisfatorios e
foram, entdo, selecionadas para obtencdo da coluna final utilizada nos
demais estudos realizados neste trabalho.

O processo de lavagem da coluna a base de SPPs foi similar ao
aplicado para as colunas FPPs 5 um e 3 um, porém utilizando cerca de
10 volumes de MeOH foram inicialmente utilizados para retirada de
todo o tolueno. Em seguida foi dada continuidade ao procedimento
mantendo as mesmas condi¢des de lavagem e condicionamento descritas
anteriormente.

3.3.2 Avaliagdo de desempenho

As separagdes cromatograficas foram conduzidas em um
sistema HPLC Agilent série 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara
CA, EUA), equipado com bomba quaterndria, um auto-amostrador e
detector com arranjo de diodos. Para aquisicdo dos dados e
monitoramento das andlises foi utilizado o software Chemstation versao
Rev.B.03.02 [341]. O volume de injecdo foi de 0,5 uL. e a temperatura
mantida a 30 °C durante todas as andlises. A concentracdo dos analitos
foi entre 30 e 60 mg L. As fases méveis usadas no modo HILIC foram
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compostas por 75-95% de ACN e 5-25% de solug¢do aquosa contendo 25
mmol L' de NH,OAc, exceto para os nucleotideos ciclicos, para os
quais se utilizou fase mével composta por ACN/100 mM de NH,OAc
(70/30, v/v). Para as andlises realizadas em condi¢des de NP, Hep/IPA e
Hep/EtOH foram utilizados em diferentes propor¢des e 0,1% de TFA foi
adicionado ao EtOH para a determinacdo do &cido ferilico. Para o
célculo das eficiéncias foram utilizadas as larguras dos picos obtidas a
meia altura.

4 Resultados e Discussoes

Primeiramente, para o desenvolvimento de novos materiais e,
no caso deste trabalho, de novas colunas cromatograficas, é importante
trabalhar com materiais que atuem como referéncia, para que estudos
comparativos possam ser realizados. Portanto, para garantir uma melhor
compreensdo acerca da nova coluna cromatografica desenvolvida a base
de SPPs, todo o desenvolvimento e discussdes deste trabalho foram
realizados comparando-se os resultados obtidos com aqueles
apresentados pelas colunas a base de FPPs.

Para isso, as particulas de silica utilizadas para o preparado das
fases estacionarias foram escolhidas cuidadosamente. As SPPs com
cerca de 2,7 um de d,, e ndo menores, foram escolhidas para que
instrumentos tradicionais de HPLC pudessem ser utilizados. A partir
dai, para manter valores similares de d, foram escolhidas as FPPs de 3
um, o que permitiu que informacgdes exclusivamente acerca da
influéncia da natureza das particulas pudessem ser obtidas. Por fim, as
FPPs de 5 wm foram escolhidas pois compdem a tnica coluna comercial
(FRULIC-N) desenvolvida com o seletor, CF6 nativo, utilizado neste
trabalho.

4.1 Preparo das fases estaciondarias

Os resultados obtidos para a analise elementar dos materiais de
preenchimento sdo importantes para o entendimento do desempenho das
colunas cromatograficas, bem como para avaliar possiveis implicacdes
causadas pelas diferentes morfologias das particulas de silica no
processo de sintese. A partir da porcentagem de carbono obtida na
analise elementar de CHN foi possivel calcular os graus de substituigao,
relativo e absoluto, das fases estacionarias desenvolvidas neste trabalho.
A Tabela 2.2 apresenta algumas caracteristicas referentes as particulas
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de silica utilizadas como material de suporte e as respectivas fases
estacionarias.

Tabela 2.2 Resultado das analises de CHN e parametros fisicos das particulas
de silica utilizadas como material de suporte e o grau de substituicdo de CF6 nas
fases estaciondarias desenvolvidas.

FASE ESTACIONARIA — Ciclofrutano-6 nativo

Particulas C% N % d, - Porosidade® Area CF6" - CF6" -
wm® superficial ~ umolm® % m/m
~mig!®
FPPs 5um 14,14 1,1 43 100 % 465 0,72 32,2
Daiso
FPPs 3 um 14,98 1,1 3,1 100 % 444 0,61 34,1
Daiso
FPPs 3 um 6,45 0,32 3,1 100 % 204 0,59 14,7
204 Glantreo
FPPs 3 ym 1228 0,69 3,0 100 % 300 0,91 27,9
300 Glantreo
SPPs 2,6 um 4,04 0,32 2,6 67 % 139 0,51 9,2
Glantreo
SPPs 2,7 um 5,62 0,23 2,7 75% 120 0,86 12,8
Agilent

* valores obtidos a partir da porcentagem de carbono. Legenda: FPPs ¢ SPPs,
correspondem as particulas totalmente porosas e superficialmente porosas,
respectivamente; d, ¢ o didmetro total da particula. Em destaque (fundo cinza) estdo
as fases estacionarias utilizadas na obtengdo das colunas cromatograficas
selecionadas para este trabalho; ® Dados fornecidos pelo fabricante.

Como pode ser visto na Tabela 2.2, o grau de substituicdo
efetivo obtido para as fases estaciondrias selecionadas para o
desenvolvimento deste trabalho, variou de 0,72 umol m™ para as FPPs
de 5 wm e 0,91 wmol m? para o sistema com FPPs 3 um 300. O material
a base de SPPs teve uma substitui¢do efetiva de 0,86 umol m'z, a qual
apresentou-se levemente superior a apresentada pela fase estacionaria
utilizada na coluna FRULIC-N e similar a apresentada pelas FPPs de 3
um 300. Esses resultados demonstram que a metodologia reportada para
a sintese de CF6 nativo ligado a FPPs de 5 um (Qiu, Loukotkova et al.
2011) pode ser aplicado também para particulas FPPs de diametros
menores e SPPs. Os graus de substituicdo relativos, obtidos em
porcentagem m/m de CF6, apresentaram-se de acordo com o esperado
para essas trés particulas, considerando as suas areas superficiais: uma
maior substituicdo ocorreu nas FPPs 5 um Daiso, seguida pelas FPPs 3
um 300 Glantreo e, por fim, a menor % de CF6 foi apresentada pela fase
estacionaria preparada com SPPs 2,7 um Agilent.
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E importante atentar ao grau de substituicio absoluto das fases
estacionarias selecionadas, uma vez que a silica remanescente, nao
modificada, influencia significativamente no processo de separagdo,
especialmente em modo HILIC. Como € observado na Tabela 2.2, a fase
estaciondria a base de SPPs apresenta menos da metade da quantidade
absoluta de CF6 presente nas fases preparadas com FPPs de 5 um e 3
um 300. O recobrimento absoluto certamente pode afetar as
propriedades cromatograficas observadas para essas colunas.

Os resultados obtidos para as demais fases estacionarias
desenvolvidas, em termos de substituicdo efetiva, foram
significativamente inferiores quando comparadas as demais com d,
simila. Essa caracteristica pode ter influenciado nos resultados obtidos
nas avaliagdes de desempenho das colunas preparadas com essas
particulas, os quais serdo descritos adiante.

4.2 Obtengdo das colunas cromatogrdficas
1* etapa) FPPs 5 wm (FRULIC-N)

Para o desenvolvimento da coluna preparada com FPPs 5 um
foram utilizadas as condi¢Ges experimentais ja estabelecidas pela
empresa AZYP para obtencdo da coluna FRULIC-N. Os parametros
experimentais utilizados estdo descritos na sessdo Experimental. As
condigdes detalhadas, como volume do slurry e do push solvent, bem
como a massa de fase estacionaria utilizada, ndo serdo informadas,
devido a politica de sigilo da empresa.

Apoés devidamente lavada e condicionada, o desempenho da
coluna foi inicialmente avaliado mantendo o protocolo estabelecido pela
empresa AZYP (analitos: uracil, adenosina, adenina e citosina; modo
isocratico; fase mével ACN/ NH4OAc 25 mM 75/25; 1 mL min'l; 20 °C;
A =254 nm), e os resultados em termos de retengdo (k) e eficiéncia (N)
foram comparados aos obtidos por uma coluna comercial idéntica,
indicando um preenchimento adequado da coluna desenvolvida. Foram
obtidas eficiéncias dos picos cromatograficos entre 37000 e 56000
pratos m'l, simetria entre 0,87 e 0,96 e contra-pressio de
aproximadamente 60 bar.



97

2% etapa) FPPs 3 um

Para obtengdo das colunas baseadas em FPPs 3 um, partiu-se
das mesmas condi¢des utilizadas para as FPPs 5 um. Foram preparadas
fases estacionarias com trés particulas distintas provenientes de duas
marcas: Daiso ¢ Glantreo (204 m’ g'1 e 300 m g'l), cujas caracteristicas
estdo apresentadas na Tabela 2.2.

As duas colunas preenchidas com particulas Glantreo de maior
e menor area superficial, apresentaram um volume vazio na extremidade
de entrada (inlef) e, portanto, ndo foram completamente preenchidas sob
as condigdes experimentais aplicadas. As fases estacionarias foram,
entdo, coletadas, devidamente secas e reutilizadas para um novo
processo de preenchimento, em que a concentracdo das particulas no
slurry foi aumentada para cerca de 84 mg mL™. Apés os procedimentos
de lavagem e condicionamento, foram feitas as avaliagdes iniciais
mantendo o protocolo estabelecido pela AZYP. Os resultados
apresentados pelas FPPs 3 um Daiso e Glantreo 300 foram promissores:
picos com simetria adequada (0,85-0,96) e eficiéncias superiores a
56000 pratos m’. Ja os cromatogramas obtidos pela Glantreo 204
apresentaram picos com caudas acentuadas (simetria << 1), baixa
eficiéncia (< 36000 pratos m'l) e seletividade comprometida. Essa
ultima foi atribuida a baixa eficiéncia e ao baixo grau de substituiciao
obtido do processo de sintese dessa fase estacionaria (Tabela 2.2).

A presenga de caudas nos picos cromatograficos pode indicar
que a fase estaciondria nao foi suficientemente comprimida no interior
da coluna ou, ainda, que ha presenca de um volume nédo preenchido ou
bolhas de ar. Essas possibilidades foram acentuadas devido a baixa
backpressure apresentada pela coluna preparada com Glantreo 3 um
204, a qual foi de cerca de 75 bar enquanto as outras duas colunas
preparadas com FPPs 3 wm apresentaram pressdes de 130-140 bar sob
as mesmas condigOes testadas.

Diferentes condi¢des experimentais foram entdo testadas, com o
intuito de aumentar a densidade ¢ melhorar o desempenho da coluna
cromatografica preparada com FPPs 3 um 204 Glantreo. Dentre elas a
utilizagdo de diferentes composi¢des e volumes de push solvent, bem
como diferentes composi¢des do slurry (CH;Cl em MeOH), as quais
foram ajustadas de forma a aumentar o grau de agregacdo e,
possivelmente, a velocidade de sedimentacdo das particulas. Porém,
apesar do perfil cromatografico observado ter sido bastante distinto do
observado nas condi¢des anteriormente utilizadas, os resultados ainda
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demonstraram-se bastante inferiores aos previamente obtidos pelas
colunas preparadas com Daiso e Glantreo 300.

A Figura 2.9 apresenta perfis cromatograficos obtidos
mantendo-se a fase estacionaria preparada com FPPs 3 um 204 Glantreo
e ACN como push solvent, alterando tdo somente a composi¢do do
slurry, o que demonstra a extrema importincia desse pardmetro
experimental no processo de preenchimento e conseguinte desempenho
da coluna cromatografica.

Figura 2.9 Perfis cromatograficos obtidos sob as mesmas condi¢des HILIC por
colunas baseadas em FPPs Glantreo 3 um 204 preparadas utilizando ACN
como push solvent e slurry composto por (A) ACN/aquosa de NH,NO; ¢; (B)
CHCI5/MeOH 80/20. Ordem crescente de eluigdo: uracil, adenosina, adenina e
citosina. Os valores apresentados acima dos picos correspondem ao niimero de
pratos (N).

B 7741
A) 5337 3010 )
2195 3655
7747
0 1 2 3 min 0 1 2 3 min

Com base nos resultados obtidos até o momento, trés colunas
foram selecionadas para seguir os estudos de avaliacdo de desempenho:
FRULIC-N (utilizado como referéncia), FPPs 3 um Daiso e FPPs 3 um
Glantreo 300.

Para obter informagdes mais detalhadas acerca da qualidade de
preenchimento das colunas selecionadas até o momento, foram
realizadas andlises cromatograficas sob diferentes fluxos de fase movel
(0,1-3,0 mL min'l). Os perfis dos graficos de van Deemter foram
avaliados e os parametros 4, B e C calculados a partir das alturas
reduzidas equivalente ao prato teoérico (h = HETP/d,) utilizando o
software Excel. Para esse estudo foi selecionado o composto 1,3-DNB e
o modo NP, uma vez que é considerado sistema padrdo da AZYP para
avaliagdo da qualidade de preenchimento de novas colunas
cromatograficas (Figura 2.10).
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Figura 2.10 Graficos de van Deemter e os termos 4, B e C obtidos para o 1,3-
dinitrobenzeno para diferentes colunas cromatograficas.

———-FPPs3um GLANTREO 300 — + =FPPs3umDAISO = — FPPs 5 um DAISO
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x S —mm———— -————-—
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0,0E+00
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Fluxo de fase mével (mL min-t)

Parametros de FPPs 5 um FPPs 3 um FPPs 3 pym
van Deemter® DAISO GLANTREO 300
A 1,84 3,68 1,32
B 0,06 0,13 0,13
c 6,72 8,01 7,76

* valores obtidos a partir da altura de prato reduzida, h (HETP/d,), e da
velocidade da fase movel em cm s utilizando o software Excel. Legenda:
FPPs, particulas totalmente porosas; HETP: altura equivalente de um prato
tedrico.

Como pode ser observado, o perfil apresentado pela coluna
cromatografica preparada com FPPs 3 wm Daiso nao foi adequado. O
elevado valor encontrado para o termo 4, que corresponde aos caminhos
multiplos, indicou uma baixa qualidade de preenchimento da coluna. Ja
a coluna preparada com FPPs 3 um Glantreo 300 apresentou uma boa
qualidade de preenchimento, junto a coluna baseada em FPPs 5 um. No
entanto, os termos B e C, relacionados a difusdo longitudinal e
transferéncia de massa, respectivamente, foram ligeiramente superiores
aos encontrados para a coluna FRULIC-N. Essas sutis diferengas
tornam-se irrelevantes quando considera-se que os calculos foram
realizados utilizando os valores de 4. Ou seja, sabendo que & =
HETP/d,, quanto menores os valores de d,, mais acentuados os valores
de & e, consequentemente, mais acentuados podem apresentar-se o0s
termos 4, Be C.

O grafico da Figura 2.10 mostra, principalmente, a importancia
dos estudos de van Deemter no processo de desenvolvimento de novas
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colunas cromatograficas, uma vez que os resultados preliminares
apresentados anteriormente para as FPPs 3 um Daiso poderiam ter
acarretado conclusdes erroneas acerca da qualidade dessa coluna.

Com base nos resultados obtidos até o momento, as colunas
baseadas em FPPs 5 um e FPPs 3 um Glantreo 300 foram consideradas
adequadas e selecionadas para atuarem como referéncia para o preparo
das colunas preparadas com SPPs.

3% etapa) SPPs sub-3 um

Sabe-se que o grau de dificuldade do processo de
preenchimento de colunas cromatograficas cresce significativamente a
medida que diminui o d, e, ainda mais, quando se utiliza particulas com
nucleo solido e densidade elevada. O processo de otimizagdo para
obtencdo da coluna a base de SPPs, portanto, foi extremamente
exaustivo e desafiador.

Nessa etapa do trabalho foram preparadas fases estacionarias
utilizando SPPs provenientes de duas marcas: Glantreo (d, = 2,6 um) e
Agilent (d, = 2,7 um) (ver outras caracteristicas na Tabela 2.2).

Inicialmente, devido a disponibilidade, trabalhou-se apenas com
as particulas Glantreo. Diversos procedimentos foram avaliados:
diferentes solventes e concentracdes do slurry, diferentes volumes e
natureza dos solventes carreadores, além da variagdo das pressdes
exercidas durante o processo de preenchimento (8000-12000 psi).

Embora a maioria dos resultados tenham se apresentado
aleatorios com relagdo as alteracdes experimentais avaliadas, algumas
tendéncias puderam ser constatadas: pressdes mais elevadas forneceram
os melhores resultados nas condigdes estudadas e; quando utilizado
ACN e NH4NOj; aquoso como componentes do slurry, as melhores
eficiéncias de pico foram obtidas para menores concentracdes de fase
estacionaria, como pode ser observado nos dados apresentados na
Tabela 2.3.
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Tabela 2.3 Efeito da concentracdo do slurry preparado com proporcdes
idénticas de ACN e NH,NOj; aquoso.

Massa  Solvente Concentracio Push Eficiéncia - Observagodes
-g - slurry do slurry — solvent Nm'
mg mL™
A 2,0 67 ACN - Preenchimento
ACN/ incompleto
B 2,5 NH4NO; 83 30300-43000 Cauda suave
C 2,5 aquoso 125 27300-40000 Cauda
acentuada
D 2.5 62,5 65500-76700 Cauda suave

Dentre outras observagdes, a utiliza¢do de solventes carreadores
e componentes do s/urry misciveis entre si, além de um push solvent
menos denso, resultou em colunas com desempenho mais satisfatorios.
Isso pode ser explicado devido ao fato de que, apos a adigdo do slurry
ao sistema de preenchimento, um volume de push solvent é adicionado
até preencher todo o volume da torre e, apenas apds preenchido, o
sistema ¢ vedado e a press@o acionada para o empacotamento da coluna.
Dessa forma, a utilizagdo de solventes carreadores mais densos que o
slurry, implicam na mistura antecipada de ambos, o que altera as
propriedades do slurry, como por exemplo o grau de agregacdo das
particulas, quando o sistema ainda esta sob pressdo atmosférica.

Apesar desta etapa do estudo ter contribuido com algumas
conclusdes interessantes, o melhor desempenho obtido foi, ainda,
insatisfatorio em termos de eficiéncia. Sob as mesmas condi¢des de
analise, o parametro 4 foi substancialmente reduzido com relacdo a
coluna preparada com FPPs 3 um Glantreo 300, o que indicou a
qualidade do preenchimento da coluna, no entanto, os parametros B ¢ C
foram consideravelmente maximizados. Além disso, as eficiéncias dos
picos cromatograficos foram apenas ligeiramente superiores a coluna
preparada com FPPs 3 um Glantreo 300.

Ja disponiveis as SPPs fornecidas pela Agilent Technologies, e
adequadamente preparada e caracterizada a fase estacionaria (Tabela
2.2), decidiu-se manter as condi¢des experimentais de preenchimento
(massa de particulas, composi¢do e volume do slurry, composi¢do e
volume do push solvent e pressdo aplicada) utilizadas para obtenc¢do da
coluna a base de SPPs Glantreo de melhor desempenho cromatografico.
Os resultados demonstraram um desempenho substancialmente superior
da coluna preparada com SPPs Agilent, em termos de eficiéncia,
simetria de pico e resolucao.

As eficiéncias dos picos cromatograficos foram cerca de 50%
superiores as apresentadas pela coluna preparada com SPPs Glantreo,
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ou seja, um pico cromatografico com cerca de 80.000 pratos m’ passou
a apresentar cerca de 120000 pratos m™' na nova coluna desenvolvida.
Esse resultado foi relacionado a distribuigdo mais estreita do tamanho
das particulas Agilent (d90/10 = 1,16) quando comparada as SPPs
Glantreo utilizadas neste trabalho (d90/10 = 1,45). Além disso,
enquanto as SPPs Agilent sdo obtidas a partir de um método similar a
coacervacdo, que envolve uma unica etapa (Agilent-Technologies
2015), as particulas Glantreo sdo obtidas a partir da tecnologia sol-gel
(GLANTREO 2012). Como descrito anteriormente, o método utilizado
para o preparo das SPPs influencia na rugosidade da superficie dessas
particulas, e essa, por sua vez, na homogeneidade e qualidade do
preenchimento das colunas cromatograficas e, consequentemente, nos
parametros que influenciam no alargamento dos picos cromatograficos.
Trabalhos anteriores ja haviam apresentado diferengas no desempenho
de colunas preparadas com SPPs similares provenientes de diferentes
marcas (Ruta, Zurlino et al. 2012, Wang, Barber et al. 2012). Por fim, o
ganho na resolugdo entre os picos foi atribuido ao maior grau de
substituicdo de CF6 obtido pelas particulas Agilent quando comparadas
as similares Glantreo.

A partir de entdo, a fase estaciondria preparada com SPPs
Agilent foi escolhida para dar continuidade aos estudos. Finalmente, as
condigdes experimentais que forneceram a coluna a base de SPPs
utilizada neste trabalho consistiram em um slurry composto por uma
mistura de CHCl; ¢ MeOH, com elevada concentragdo de CHCI; e
concentracdo de particulas de cerca de 15 mg mL”, ¢ um volume
adequado de tolueno utilizado como push solvent. A propor¢do de
CHCI; e MeOH foram ajustadas considerando a viscosidade da solugdo
e consequente velocidade de sedimentacdo das particulas no slurry, uma
vez que essa deve ser lenta o suficiente para que possa ser dado inicio ao
processo de preenchimento da coluna com as particulas ainda em
suspensao.

Apb6s otimizado o procedimento utilizando as particulas SPPs
Agilent, algumas constatagdes puderam ser confirmadas acerca dos
pardmetros experimentais que fornecem melhores desempenhos
cromatograficos, dentre eles: concentragdes baixas do slurry mantendo
massa de particulas suficiente para o preenchimento completo da
coluna; miscibilidade entre os componentes do slurry e o push solvent
(Organizagao-Erowid 2004) e; uma densidade desse ultimo (0,867 g mL"
" menor do que a densidade final da mistura de solventes utilizadas no
preparo do slurry (dweon = 0,791 g mL™; depcis = 1,479 g mL™)
(Organizagao-Erowid 2015) .
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4.3 Avaliagdo do desempenho cromatogrdfico das colunas otimizadas

O principal objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho
cromatografico, no modo HILIC, da coluna preparada a partir de CF6
nativo ligado as SPPs com base nos desempenhos apresentados pela
FRULIC-N e pela coluna cromatografica preparada com FPPs 3 um.
Para isso, um total de 11 compostos polares foram investigados sob
condi¢des HILIC e, por fim, diferentes compostos foram também
avaliados em condi¢des de NP, de forma a obter informacdes acerca da
influéncia dos modos cromatograficos no desempenho das SPPs.

4.3.1 Avaliagcdo de desempenho das colunas em modo HILIC

Para avaliar o desempenho cromatografico das colunas no
modo HILIC, 11 compostos foram selecionados, os quais estdo
subdivididos em 4 grupos: a) acido 5-fenilvalérico e acido fertlico; b)
uracil, adenosina e citosina; ¢) acido L-ascorbico e piridoxina e; d)
nucleotideos ciclicos, cAMP, cCMP, cGMP ¢ ¢cTMP. A concentragdo
dos analitos variou entre 30 ¢ 60 mg L™, ¢ a mesma solugdo foi utilizada
nas diferentes colunas cromatograficas, de modo a evitar a influéncia
deste parametro na eficiéncia dos picos cromatograficos.

A Figura 2.11 apresenta cromatogramas obtidos para a
separagdo dos quatro grupos de compostos avaliados.

Figura 2.11 Separacdo de diferentes compostos em modo HILIC utilizando
colunas baseadas em CF6 nativo, ligados a diferentes tipos de particulas de
silica. Os valores apresentados acima dos picos correspondem ao ntimero de
pratos (N). Condicdes gerais: dimensdes das colunas, 150 mm x 4,6 mm d.i.;
fase movel composta pelo componente A = ACN e, B =25 mM NH,;OAc ou C
= 100 mM NH,OAc; 0,75 mL min™'; 30 °C. Condigoes especificas: A) fase
movel 75/25 (VA/Vg), A 254 nm; B) 85/15 (VA/Vg), A 210 nm; C) 75/25
(Va/Vp), A 280 nm; D) 70/30 (VA/V¢), A 254 nm. 1-4 representam os picos em
ordem crescente de elui¢do.
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Como pode ser visto, todas as colunas apresentaram formatos
de picos adequados, confirmando a qualidade do preenchimento das
colunas selecionadas. As eficiéncias obtidas para a coluna a base de
SPPs foi substancialmente superior para todos os analitos. O aumento da
eficiéncia para essa coluna foi de 25-65% quando comparada com a
coluna preparada com FPPs 3 um e 2-4 vezes superior as eficiéncias
obtidas utilizando a coluna FRULIC-N. Por exemplo, o pico
correspondente ao cCMP apresentou cerca de 7700 pratos (ou 51300
pratos m'l) na coluna comercial, enquanto que o mesmo composto
apresentou uma eficiéncia de 28000 pratos (ou 186700 pratos m'l) na
coluna desenvolvida utilizando SPPs.

Sob condigdes idénticas de fase movel, os fatores de retencao
foram sempre maiores para a FRULIC-N, seguida pela coluna FPPs 3
um, sendo os menores tempos de andlise obtidos sempre pela coluna
preparada com SPPs. Esses resultados ja eram esperados, por duas
razdes: a) a caracterizagdo das fases estacionarias indicou que a
FRULIC-N contém 32% de CF6 (% m/m), enquanto que a coluna FPPs
3 um contém 28% e a SPPs apenas 13% de CF6 (% m/m); b) a
morfologia das SPPs resulta em um menor volume intersticial no
interior da coluna cromatografica (volume morto), fornecendo, assim,
analises mais rapidas (DeStefano, Langlois et al. 2008, Lomsadze, Jibuti
et al. 2012, Ruta, Zurlino et al. 2012).

Por outro lado, foi observado que a maior capacidade de pico
foi apresentada, na maioria dos sistemas, pela coluna preenchida com
FPPs 3 um. Essa informacédo foi obtida a partir da Equagdo 2.3 proposta
por Giddings para estimar a capacidade de pico em sistemas isocraticos
(Horvath & Lipsky 1967, Pous-Torres, Baeza-Baeza et al. 2008).

_ VN 1+k'y
n=1+%xIn (1+k’1) 2.3)

onde N ¢é o numero de pratos e k’; e k’, sdo os fatores de retencdo para o
primeiro e ultimo picos, respectivamente.

Por outro lado, foi demonstrado que, se as condigoes de fase
movel (ex: razdo eluente fraco/forte) sdo manipuladas de forma a manter
constantes os tempos de retencdo dos analitos nas diferentes colunas, a
capacidade de pico das colunas preparadas com SPPs torna-se superior
devido as eficiéncias substancialmente superiores (Spudeit, Dolzan et al.
2014).

Para informacdes mais detalhadas acerca das diferengas no
alargamento dos picos cromatograficos em cada coluna, os perfis dos
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graficos de van Deemter foram avaliados. A dependéncia de HETP com
o fluxo de fase movel é apresentada na Figura 2.12 e discutida com base
nas Equacdes 2.1 e 2.2 (pagina 79).

Figura 2.12 Dependéncia da eficiéncia (em termo de HETP) com o fluxo da
fase movel sob condi¢des HILIC para os compostos e colunas indicadas. Para
uma melhor compreenséo visual acerca da influéncia da natureza das particulas,
os graficos D, E e F apresentam apenas os dados obtidos para as colunas
preparadas com SPPs e FPPs 3 um. Condigdes experimentais: ver Figura 2.11.
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Como pode ser observado na Figura 2.12, o valor minimo de
HETP (HETP,,;,) foi obtido em fluxo de fase movel que variou de 0,50 a
0,75 mL min”' para a coluna preparada com SPPs, de 0,25 a 0,50 mL
min” para a coluna FPPs 3 um e de 0,10 a 0,50 mL min™ para a coluna
FRULIC-N. Em geral, para a coluna preparada com SPPs, o HETP,,;, foi
obtido para maiores velocidades de fluxo quando comparada as demais
colunas. Esses dados sdo consistentes com outros materiais SPPs (ex,
fases estacionarias apolares utilizadas em modo RP) e demonstra a
reducdo do termo B causada pela obstru¢do dos caminhos da fase movel
ao longo da coluna devido a presengca do nucleo solido (Gritti &
Guiochon 2012).

Sob todas as velocidades de fluxo testadas, a eficiéncia da
coluna preparada com SPPs foi a melhor dentre as demais colunas
avaliadas. Entretanto, curvas de van Deemter mais planas em maiores
velocidades de fluxo (diminui¢@o do termo C), as quais estdo geralmente
associadas as SPPs, ndo foram observadas nas proporg¢des esperadas. Os
ganhos de eficiéncia global observados para a coluna preparada com
SPPs foram atribuidos, principalmente, a uma diminui¢do da difusdo
turbulenta (termo A), em grande parte resultante de uma maior
homogeneidade do preenchimento das colunas cromatograficas (Fekete,
Olah et al. 2012, Gritti & Guiochon 2012, Lomsadze, Jibuti et al. 2012,
Kirkland J. J. 2013).

Trabalhos anteriores foram realizados utilizando colunas
preparadas com FPPs em modo HILIC, e os resultados indicaram que a
resisténcia a transferéncia de massa na fase estacionaria (relacionado ao
termo C; da Equacdo 2.2) é maior em HILIC do que em RP (Gritti,
Leonardis et al. 2010, Heaton, Wang et al. 2014, Song, Adams et al.
2014). Esse resultado estd relacionado, principalmente, com a
velocidade das cinéticas de adsor¢do-desorgdo, a qual é mais lenta em
HILIC. Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que essa
caracteristica se mantém verdadeira quando SPPs sdo utilizadas. Essa
constatacdo ¢ suportada, também, pelos estudos realizados por Gritti e
colaboradores (Gritti, Pereira et al. 2010), os quais sugerem que as
vantagens da transferéncia de massa em SPPs podem ser afetadas pela
camada de agua adsorvida proveniente da fase movel. Sabe-se, ainda,
que a espessura dessa camada de dgua é mais substancial em fases
estaciondrias preparadas com CF6 do que em silica ndo modificada, a
qual compreende o sistema HILIC mais estudado e discutido na
literatura (Dinh, Jonsson et al. 2013). Portanto, os resultados reportados
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ndo podem ser simplesmente extrapolados para outros sistemas, como
este estudado no presente trabalho, CF6-HILIC.

Dessa forma, existem, pelo menos, trés possiveis fatores que
contribuem para a cinética de transferéncia de massa em colunas HILIC
a base de CF6: a) a molécula de CF6 pode interagir fortemente com os
analitos através de multiplas interacdes simultdneas; b) a fase
estaciondria é essencialmente ‘“aumentada” pela camada de d4gua
estagnada (nota: C, é diretamente proporcional ao quadrado da espessura
do filme de fase estaciondria) e, além disso; c¢) essa ird apresentar uma
maior viscosidade quando comparada a dgua presente no seio da fase
moével. Todos esses fatores contribuem para uma diminuicdo da
velocidade de difusdo dos analitos no modo HILIC. A primeira
contribui¢do pode ocorrer em todos os modos de separacdo, no entanto,
os outros dois fatores, b e ¢, ocorrem tdo somente em HILIC. A idéia de
que a camada de agua adsorvida na fase estacionaria efetivamente afeta
os ganhos relacionados ao termo C; quando utilizadas SPPs sera
discutido adiante na se¢do 4.3.2.

Como descrito anteriormente, colunas preenchidas com SPPs
acarretam, ainda, a diminui¢do do tempo instrumental de analise. De
forma a demonstrar mais claramente esse fendomeno, a Figura 2.13
apresenta, para cada analito, um grafico que demonstra o perfil do
nimero de pratos por unidade de tempo versus o fluxo da fase movel.
Como pode ser visto, os valores obtidos sdo substancialmente superiores
na coluna a base de SPPs quando comparada as demais colunas
preparadas com FPPs.
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Figura 2.13 Dependéncia do niimero de pratos por minuto com a velocidade de

fluxo da fase movel (HILIC). Condi¢des experimentais: ver Figura 2.11.
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Por fim, o grafico da Figura 2.14 apresenta os valores de «
obtidos para as trés colunas avaliadas, os quais foram calculados para
todos os picos adjacentes presentes nos cromatogramas da Figura 2.11.



110

Figura 2.14 Valores de seletividade entre picos adjacentes para todos os
analitos apresentados na Figura 2.11.
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Os resultados indicam que os valores de a sdo essencialmente
0s mesmos para a maioria das separagdes, quando comparadas as
colunas FRULIC-N, FPPs 3 um e SPPs. Esses resultados indicam que
fases estaciondrias SPPs-HILIC que apresentam substituicdo efetiva de
seletor equivalente as analogas preparadas com FPPs, produzem
seletividades também equivalentes. Apenas para o par piridoxina/acido
ascorbico pode ser constatada uma diferenca mais pronunciada, sendo
cerca de 25% inferior para a coluna preparada com SPPs, atribuida a
presenca de cerca da metade da porcentagem de seletor, na fase
estacionaria preparada com SPPs (Tabela 2.2). No entanto, como
descrito anteriormente, Spudeit e colaboradores demonstraram que,
quando a composi¢do da fase movel é manipulada de maneira a obter
tempos de retengdo semelhantes para as colunas a base de SPPs e FPPs,
a seletividade observada para as colunas preenchidas com SPPs sdo
substancialmente superiores, dado o expressivo ganho de eficiéncia
observado para estas colunas (Spudeit, Dolzan et al. 2014).
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4.3.2 Avaliag¢do das colunas cromatogrdficas em condi¢oes de
fase normal

Para comprovar o que foi constatado anteriormente, de que as
inclinagoes das curvas de van Deemter obtidas para maiores fluxos de
fase movel podem estar sendo afetadas pela presenga da camada de agua
formada em sistemas HILIC, as colunas foram também avaliadas sob
condigdes ndo-aquosas, utilizando NP. Os seguintes compostos foram
avaliados: a-tocoferol, R-NOBIN, 1,3-DNB e acido fertlico, o qual foi
também analisado no modo HILIC. A dependéncia de HETP com a
velocidade do fluxo, para esses analitos, ¢ mostrada na Figura 2.15.

Figura 2.15 Dependéncia da eficiéncia (em termos de HETP) com o fluxo de
fase movel (fase normal) para os compostos e colunas indicados. Condigdes: A
e B) Hep/IPA 98/2, A= 280 nm; C) Hep/EtOH 80/20, A= 254 nm; D)
Hep/EtOH 0,1% TFA, A =280 nm.
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Como pode ser visto, as separagdes cromatograficas realizadas
sob condi¢des de NP resultaram numa menor perda de eficiéncia quando
o fluxo de fase movel foi aumentado. Ou seja, as curvas de van Deemter
apresentaram-se menos inclinadas para a coluna a base de SPPs,
indicando uma minimiza¢do do termo C global quando comparada as
demais colunas FPPs avaliadas. Esses eram, de fato, os resultados
esperados no inicio deste trabalho, uma vez que a minimizagdo do termo
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C ¢ influenciada pela diminui¢do do caminho de difusdo dentro das
particulas, o qual ¢ inerente as SPPs (K. Broeckhoven 2013). No
entanto, o comportamento observado nos modos HILIC e NP, utilizando
a mesma fase estacionaria, foi bastante distinto. Os resultados indicam
que as constatagcdes descritas anteriormente acerca da influéncia da fase
movel e dos mecanismos de separacdo no processo de transferéncia de
massa ndo podem ser descartados quando se discute o comportamento
de SPPs em analises cromatograficas.

Para excluir a influéncia da natureza do analito nos efeitos do
termo C, o acido ferulico, anteriormente analisado em HILIC, foi
também avaliado em condi¢gdes de NP. Observando as curvas de van
Deemter obtidas em modo HILIC (Figura 2.12-A) e NP (Figura 2.15-D)
¢ possivel constatar uma menor inclinagdo da curva apresentada pela
SPPs em NP quando comparadas as demais colunas cromatograficas.
Comparando apenas as colunas preparadas com FPPs 3 um e SPPs,
constatou-se que sob condi¢des HILIC o termo C da segunda coluna foi
apenas 47% inferior ao apresentado pela primeira, enquanto que essa
diferenca aumentou para 70% sob condi¢des de NP.

Os resultados indicam que condi¢des de NP permitem um
melhor aproveitamento das vantagens das SPPs sobre o termo C quando
comparados aos resultados obtidos pelo sistema HILIC estudado. Isso
implica que, dentre outros fatores, o aumento da viscosidade e espessura
da fase estacionaria resultante da camada de dgua adsorvida apresentam
efeito significativo no alargamento de pico quando utilizadas
velocidades de fluxo mais elevadas. Uma implicagcdo de uma camada de
agua adsorvida na fase estacionaria pode ser, simplesmente, o aumento
no caminho de difusdo do analito quando utilizado o modo HILIC, o
qual é capaz de afetar uma das principais vantagens apresentadas pelos
materiais preparados com SPPs.

Por fim, os resultados obtidos neste trabalho indicam que a
transferéncia de massa ao longo de um processo cromatografico ¢
dependente de uma série de fatores, como natureza da fase movel,
mecanismo de separagdo, natureza do analito, morfologia das particulas
utilizadas como material de suporte no preparo da fase estacionaria e,
possivelmente, outros fatores ainda desconhecidos (Gritti & Guiochon
2007, DeStefano, Langlois et al. 2008, Gritti & Guiochon 2013, Gritti &
Guiochon 2014).
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5 Conclusoes e recomendacoes

Este capitulo apresentou o desenvolvimento de uma nova
coluna cromatografica preparada com ciclofrutano nativo quimicamente
ligado a SPPs de silica com 2,7 um para separagdo de compostos polares
utilizando HPLC no modo HILIC. Colunas a base de FPPs de 5 um e 3
um também foram obtidas. A caracterizagdo das fases estaciondrias
desenvolvidas indicou que o mesmo procedimento de sintese pode ser
utilizado para diferentes particulas de silica utilizadas como material de
suporte.

O processo de preenchimento das colunas cromatograficas
demonstrou-se exaustivo e desafiador, uma vez que a literatura dispde
de informagdes minimas acerca da ciéncia e dos pardmetros que
influenciam nestes processos. No entanto, foi observado que a utilizagdo
de menores concentragdes do slurry, push solvent de menor densidade e
miscivel no slurry, bem como a utilizacdo de pressdes mais elevadas
favoreceu a obtencdo de colunas a base de CF6 ligado a SPPs mais
homogéneas ¢ de melhor desempenho cromatografico. A nova coluna
foi obtida a partir de um slurry composto por CHCl; e MeOH, com
elevada concentragdo de CHCI; e concentracdo de particulas de cerca de
15 mg mL"', e um tolueno foi utilizado como push solvent.

A presenca do nucleo so6lido nas SPPs forneceu nitidas
vantagens em termos de eficiéncia de pico e tempo de analise sem perda
significativa de seletividade. Analises 85% mais rapidas e picos
cromatograficos 3,7 vezes mais eficientes foram obtidos pela nova
coluna quando comparada as similares preparadas com FPPs de 3 um e
a coluna comercial FRULIC-N (5 um). Essas vantagens podem acarretar
um aumento na sensibilidade dos métodos, além de uma maior
frequéncia analitica, diminuindo consideravelmente os custos da analise
e a geracio de residuos toxicos. E importante destacar que esta Giltima
apresenta-se como uma das principais desvantagens da técnica de HPLC
quando comparadas as demais técnicas de separagdo como
cromatografia gasosa e eletroforese capilar, e deve ser priorizada
durante a escolha de um método de separagdo adequado.

Nao foram constatadas perdas expressivas da seletividade para
a maioria dos sistemas avaliados. No entanto, as perdas observadas
foram atribuidas ao baixo grau de substitui¢do relativo de CF6 quando
comparado as demais colunas baseadas em FPPs avaliadas.

Os estudos de van Deemter apresentaram-se fundamentais para
a avaliacdo da qualidade de preenchimento e desempenho das colunas
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cromatograficas. Foi possivel constatar que a coluna desenvolvida a
base de SPPs apresentou velocidades otimas de fluxo superiores as
apresentadas pelas colunas a base de FPPs, as quais foram atribuidas a
diminui¢do da difusdo longitudinal (termo B). Foi determinado, ainda,
que os ganhos da eficiéncia no modo HILIC utilizando a fase
estacionaria baseada em SPPs resultou principalmente de um melhor
preenchimento da coluna quando comparada as demais a base de FPPs,
0 que acarretou numa diminui¢@o dos caminhos multiplos (termo A).

As analises realizadas em modo NP demonstraram a influéncia,
ndo apenas da morfologia das particulas utilizadas como material de
suporte, mas dos modos cromatograficos empregados e dos mecanismos
que regem a separagdo, no processo de alargamento dos picos
cromatograficos. A camada de agua adsorvida na fase estaciondria
quando operada em modo HILIC afetou consideravelmente o processo
de transferéncia de massa dos analitos. Desta forma, as vantagens da
utilizagdo de SPPs sob elevadas velocidades de fluxo da fase movel
foram pronunciadas em modo NP. No entanto, ¢ incontestavel o ganho
na eficiéncia global apresentado pelas SPPs quando comparada as
demais colunas avaliadas neste trabalho em ambos os modos
cromatograficos avaliados.

Recomendacdes: Estudar o processo de sintese buscando o
aumento da % de CF6 presente na FE a base de SPPs para obtengéo de
seletividade maxima e; diminuir ou, preferencialmente, eliminar a
toxicidade do processo de obtencdo para viabilizar a producdo em
maiores escalas.
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CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de HPLC demonstrou-se eficaz e extremamente
vantajosa na resolucdo de diversas misturas racémicas desenvolvidas
para fins farmacoldgicos, reafirmando-se como a principal técnica
destinada a separagdo de sistemas extremamente complexos, como as
misturas estereoisoméricas.

A utilizagdo de SPPs de silica para desenvolvimento de uma
nova coluna cromatografica a base de CF6 nativo apresentou-se uma
excelente alternativa na busca por andlises extremamente rapidas e
eficientes de compostos polares utilizando HPLC nos modos HILIC e
NP.

Por fim, esta tese demonstra a importancia das colaboracdes e
trocas de conhecimento entre diferentes grupos de pesquisa, para o
avango consciente da ciéncia.
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