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Resumo

Desde o surgimento da instrumentacdo dedicada a HPLC, essa técnica analitica tem se destacado na
separacdo e andlise de uma grande variedade de compostos em diferentes campos de atuagdo. Nesse
contexto, a area de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de suportes cromatograficos e de fases estaciondrias
para HPLC tem recebido atengdo de pesquisadores, objetivando analises rapidas, colunas eficientes
e seletividade adequada. Neste trabalho discutem-se os métodos utilizados no preparo de suportes
cromatograficos para HPLC (principalmente os baseados em silica) e as estratégias de modificagio de
sua superficie no preparo de fases estacionarias.
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Chromatographic supports and stationary phases for liquid chromatography:
preparation, evolution and trends

Abstract

Since the development of instrumentation for HPLC, this analytical technique has been widely employed
in the separations and analysis of a large variety of compounds in different fields. In this context,
research and development (R & D) area of chromatographic supports and stationary phases for HPLC
have been receiving attention from researchers aiming the decrease in analysis time, increase column
efficient and promote adequate selectivity. In this paper, we focused on the methods for the preparation
of chromatographic supports for HPLC (especially silica-based materials) and strategies for modifying
its surface in the preparation of stationary phases.
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1 Introducéo

O desenvolvimento da cromatografialiquida
moderna como se conhece hoje iniciou-se na
década de 1960 por dois grupos de pesquisa:
Csaba Horvath, nos Estados Unidos, e Josef
Huber, na Europa. Esses pesquisadores condu-
ziram estudos voltados para o desenvolvimento
de um sistema instrumental de cromatogra-
fia liquida hoje conhecida como cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC)!". Desde o sur-
gimento da instrumentagao apropriada, a HPLC
tem se destacado rapidamente como uma técnica
analitica eficiente na area quimica, farmacéutica,
alimentar, ambiental e biolégica. Em HPLC, dife-
rentes modos de separagdo estdo disponiveis tais
como modo normal, reverso, iOnico, exclusio,
interagdo hidrofilica, quiral, bioafinidade etc>?.
A base para o desenvolvimento dos modos de
separa¢ao em HPLC ¢é o suporte cromatografico
presente no interior da coluna. Assim, pesquisas
voltadas para o desenvolvimento de suporte cro-
matografico e fases estaciondrias para HPLC tém
sido conduzidas por pesquisadores académicos e
da industria com o objetivo de aprimorar a sele-
tividade e diminuir o tempo de analise sem com-

prometer a resolucao cromatografica.

2 Sintese de suporte cromatogréfico

Um bom suporte cromatografico para
HPLC deve possuir algumas caracteristicas fun-
damentais como ser mecanicamente estavel, ou
seja, suportar altas pressoes exigidas no sistema
HPLC, possuir grande concentragdo de grupos
ativos na superficie, a fim de promover melhor
desempenho cromatografico, ser inerte em rela-
¢do aos compostos a serem analisados, possuir
area superficial e didmetro de poros adequados

(fator dependente da aplicagdo)!l.
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Em cromatografia liquida, os suportes cro-
matograficos podem ser baseados em polimeros
inorgénicos, organicos ou hibridos®®. Entre os
polimeros inorganicos pode-se destacar o dxido
de silicio (silica), que é o suporte mais utilizado
nas separagdes cromatograficas'®. A silica apre-
senta-se em unidades tetraédricas (SiO,) aleato-
rias unidas por grupos siloxanos e sua superficie
apresenta grupos silanois”®. O destaque da silica
como suporte cromatografico em HPLC ocorre
devido as suas caracteristicas favoraveis como,
por exemplo, boa resisténcia mecénica, estabi-
lidade quimica térmica, area superficial e estru-
tura de poros controlaveis e grupos silanois sus-
cetiveis a posteriores modificagdes no preparo de
diferentes fases estacionarias!®'.

As caracteristicas do suporte cromatografico
baseado em silica sdo extremamente dependentes
da estratégia utilizada para o seu preparo. Entre
as metodologias de sintese de silica podem-se
destacar o método de gelificagao das solugdes de
sal de silicato (sil-gel), o método de hidrélise de
organossilanos (sol-gel) e o método de agrega-
¢ao controlada de silica coloidal estavel. O termo
sol é utilizado para definir uma dispersdo de
particulas coloidais (diametro entre 1-100 nm),
enquanto o termo gel é caracterizado como um
sistema formado por estruturas rigidas das par-
ticulas coloidais ou de cadeias poliméricas que

imobiliza a fase liquida nos seus intersticios!'!.

2.1 Processo sil-gel

Pela rota silica gel (também chamada de
sil-gel) usualmente se utiliza o silicato de sodio
como material de partida. A descoberta da silica
gel foi realizada por Thomas Graham (1861):
ele preparou a silica a partir de uma mistura de
uma solugdo aquosa de silicato de sodio, nor-
malmente preparada através do aquecimento
de areia e soda cdustica a temperatura elevada”,
que depois sofre um processo de hidrélise com
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a adi¢ao do acido cloridrico, formando o acido
silicico. Posteriormente, ocorre a reagdo de con-
densagdo do acido silicico formando dimeros,
trimeros e, consequentemente, uma rede polimé-
rica de 4cido silicico (Figura 1). Nesse processo,
a rede polimérica continua crescendo e for-
mando particulas esféricas primadrias de alguns
angstrons de diametro (Figura 2a). As particulas
primarias continuam a aumentar de tamanho
e, posteriormente, sofrem condensagdo através
dos grupos silanois presentes em sua superficie
(Figura 2b). Como resultado, as particulas pri-
marias ficam aderidas umas as outras (aglomera-
¢30) e a solugdo comeca o processo de gelificagao

para formar o hidrogel (Figura 2c¢).

Hidrdlise

OH
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Apds a formagdao do hidrogel, o material
sintetizado é submetido a um periodo de enve-
lhecimento no qual as particulas primarias de
silica continuam o processo de polimerizagao.
Essa etapa é importante, pois confere resisténcia
mecénica ao material final. Em seguida o hidro-
gel passa para a etapa de desidratacao (secagem),
na qual é transformado em xerogel”..

A caracteristica final da silica sintetizada
através desta rota é extremamente dependente
das condicdes reacionais (concentragdo dos rea-
gentes, temperatura da reagdo, pH da solugio,
tempo e condigoes de envelhecimento e processo
de secagem) e, muitas vezes, dificil de contro-
lar e reproduzir. A influéncia do pH no tempo

de gelificacdo esta representada na Figura 3.
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Figura 1
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Etapas do processo sil-gel: hidrélise e condensacéo.
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Figura 2 Representacdo da formacéo da silica gel:
(a) formagéo das particulas primdrias; (b) aumento de
tamanho das particulas primdrias; e (c) formacdo do
hidrogel.
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Figura 3 Influéncia do pH no tempo de gelificagdo

no processo sil-gel.

Pode-se observar que em baixos valores de pH,
o tempo de gelificagdio aumenta rapidamente
com o aumento do pH (préximo a 2). Na faixa
de pH entre 2 e 4, a solugdo ¢é estavel e muitas
horas sdo necessarias para promover a forma-
¢do do hidrogel. Em contrapartida, se o pH da
solucao é ajustado entre 4 e 8, a solugao se torna
instavel e a formagédo do hidrogel ocorre em pou-
cos minutos. Acima de pH 8, o tempo de gelifi-
cagao comega a aumentar novamente e ocorre a
competicao com a quebra da rede polimérica da
silica, devido a sua solubilizagao!”!.

Particulas de silica formadas na faixa de
pH entre 1-4 apresentam grande area superficial
(aproximadamente 800 m* g'). Em contrapar-
tida, na medida em que o pH é aumentado de
4 para 8 ocorre uma diminui¢do dos valores de
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area superficial (800 m* g*' para 200 m?* g!). De
forma geral, a area superficial das particulas de
silica é inversamente proporcional as dimensdes
das particulas primdrias provenientes da poli-
merizagdo do acido silicico. Como resultado, as
particulas primarias sdo relativamente menores
quando preparadas em pH entre 1-4, quando

comparadas com a faixa de pH 4-8.

Quando a solucio de silicato de s6dio com
o pH ajustado é submetida a agitacdo magné-
tica ocorre o fendmeno chamado maturacio de
Otswald (também conhecido como envelhe-
cimento de Otswald). Esse processo consiste
no aumento do didmetro de particulas a custa
de particulas primarias com didmetro menor.
Adicionalmente, o processo de maturagao/enve-
lhecimento do gel formado leva ao aumento do
tamanho das particulas primarias. Além disso,
logo apds a formagao do gel, o mesmo nao apre-
senta rigidez e, durante o processo de matura-
¢do por alguns dias, reagoes de condensagao
das particulas primarias continuam ocorrendo e
o hidrogel se torna firme e com boa resisténcia
mecénica'”.

O processo de lavagem do hidrogel apos o
envelhecimento também altera as caracteristi-
cas finais da silica. Estudos demonstram que a
lavagem do hidrogel com solugio acida (pH = 3)
promove uma diminui¢do da drea superficial do
polimero quando comparada com a lavagem
com agua em pH = 6,5. Além disso, a imersao
do hidrogel em diferentes solventes também
promove alteragdes no material sintetizado.
Apds todas essas etapas, o hidrogel é submetido
a aquecimento para se transformar em xerogel.
Para serem utilizadas como suporte cromatogra-
fico em LC, as particulas do xerogel sdo trituradas
e separadas em faixas de didmetros de particulas
com aplicabilidade em LC. Ajustes nas condigoes
sintéticas devem ser realizados de acordo com os

pardmetros desejados para o polimero final.
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Esse método permite obter particulas irre-
gulares classificadas como silica gel tipo A por
utilizar precursor de baixa pureza e, portanto,
apresentar maior quantidade de metais (Na, Ca,
Fe, Al, Mg, Cu, Zn)""*""l. Dessa forma, um tra-
tamento dos materiais de partida com resina
catidnica antes do preparo do hidrogel® e/ou
tratamento pds-sintese em meio dcido!” promo-
vem uma maior homogeneidade na superficie da
silica. Adicionalmente, esse processo diminui a
acidez dos silanois devido a presenga de metais
incorporados na rede polimérica da silica. Além
da utiliza¢do do silicato de sodio sélido® ou em
solugio (waterglass)*!! como material de partida
no processo sil-gel, na literatura encontram-se
trabalhos descrevendo outras fontes de silica de
baixo custo, tais como areia'®, casca de arroz#!
e argila®l. Pode-se destacar a utilizacdo desses
materiais como suporte em técnicas de preparo

de amostra.

2.2 O processo sol-gel

O processo sol-gel é uma segunda abor-
dagem empregada para preparar particulas de
silica. Nessa rota sintética geralmente utilizam-
-se precursores alcoxissilano (tetrametoxissilano
(TMOS) ou tetraetoxissilano (TEOS)) dissol-
vidos em dlcool. Posteriormente, com a adi¢édo
de agua e catalisador (acido ou basico) ocorre a
reacio de hidrélise e condensagio. E importante
ressaltar que a hidrélise dos alcoxissilanos ocorre
com maior eficiéncia e rapidez quando catalisa-
dores sdo utilizados no processo. Normalmente,
as reagdes de hidrolise e condensagdo ocorrem
simultaneamente, assim que os reagentes sao
misturados. A reagdo de hidrdlise leva a forma-
¢ao de grupos silanois e as reagdes de conden-
sacao levam a formacao de ligagdes siloxano. A
Figura 4 ilustra as reagdes quimicas que ocorrem

durante a transformagiao sol-gel. A reagdo de
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condensac¢do possui um mecanismo complexo,
pois se inicia antes do término da reagdo de
hidrolise.

No processo sol-gel, a silica obtida é clas-
sificada como do tipo B por apresentar maior
pureza em relagdo a silica tipo A (concentragdo
de metais < 0,3%). As caracteristicas finais da
silica também sdo dependentes das condi¢des
experimentais de sintese (concentragdo dos pre-
cursores, velocidade de agitagdo, temperatura
reacional, natureza do catalisador). Um método
amplamente conhecido para a obtengao de par-
ticulas esféricas e monodispersas de silica é o
método de Stober, o qual se baseia na hidrélise
e condensa¢do de alcoxissilano em uma solu-
¢do contendo agua, dlcool e amonia, formando
particulas de hidrogel que, posteriormente,
sdo calcinadas para aumentar a estabilidade do
material®!. Normalmente, as particulas obtidas
nesse processo sao consideradas ndo porosas
e possuem didmetro em escala nanométrica. O
aumento no didmetro médio pode ser obtido
através do método de crescimento de particula, o
qual consiste em adicionar o precursor da silica

na suspenséo das particulas.

Segundo Chang et al.”®), as particulas de
silica comegam a aumentar de tamanho quando
a concentra¢ao de TEOS no sistema alcan¢a o
nivel saturado (C). Entretanto, se a concentra-
¢do de TEOS ultrapassar um valor limite de satu-
racdo (C.¥) ocorrem novas nucleagées, compro-
metendo a monodispersdo das particulas. Chou
e Chen avaliaram o aumento no tamanho dos
materiais, relacionando a velocidade de geragao
de novas nucleacdes e a velocidade de consumo
do TEOS no crescimento de particulas. Se a velo-
cidade de consumo do TEOS for maior que a de
formagédo de novas particulas, ocorrera aumento
no didmetro das particulas sem o surgimento
de novas nucleagoes (secundarias). Contudo, se
o inverso ocorrer, aparecerdo novas nucleacoes
(Figura 5).
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Figura 4 Etapa de hidrélise e condensagdo no processo sol-gel.

Uma forma de obter particulas porosas
empregando o método de Stober é incorpo-
rando, no processo sintético, compostos for-
madores de poros. Nesse procedimento, molé-
culas volumosas sao utilizadas como template
de poros e incorporadas na rede polimérica de

116

silica. Assim, apos sua remocao por calcinacio,
a particula de silica apresenta maior porosidade.
Unger et al.*””) realizaram trabalhos empregando
alquilaminas (dodecilamina e hexadecilamina)
para produzir poros nas particulas de silica sin-
tetizadas pelo método de Stober modificado.

Scientia Chromatographica 2013; 5(2):111-135
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Figura 5 Esquema da geracdo e consumo do intermedidrio sintético no processo de crescimento de particula.

Similarmente, outros trabalhos tém mostrado
bons resultados ao utilizar cloreto de hexade-
ciltrimetilamo6nio (CTAC)?¥ ou brometo de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB)®! como sur-
factante porogénico. Apds sua sintese, o material
¢é submetido a calcinagdo (500 °C-600 °C) para
remocao da cadeia orgénica e geragao dos poros
na particula de silica. Com esse procedimento,
materiais com mesoporos sao usualmente sinte-
tizados. Adicionalmente, trabalhos tém relatado
que o tamanho dos poros pode ser expandido
para a faixa de meso e macroporos através do tra-
tamento das particulas de silica com hidroxido
de sédio, carbonato de sédio ou agentes com-
plexantes orgénicos em temperatura elevada.
Pode-se considerar que esse processo de adequa-
¢do dos poros esta relacionado e fundamentado

no processo de maturagio de Ostwald>**),

Nesse contexto, em 1992 foi desenvolvida
a silica mesoporosa do tipo MCM-X (Mobile
Crystalline Material) utilizando-se alquilaménio
como surfactante em meio basico, por pesqui-
sadores da Mobil Corporation. Em 1998, utili-
zando surfactantes catidnicos em meio acido,
Zhao et al. sintetizaram SBA-X (Santa Barbara
Amorphous), silica mesoporosa, utilizando
copolimero tribloco como molde. Silica com
mesoporos altamente ordenados (SBA-15 e SBA-

16) foi obtida utilizando-se surfactantes nio
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idnicos. Em 2000, outros materiais denominados
MSU-X (Michigan State University) foram obti-
dos utilizando-se surfactantes ndo idnicos em
pH neutro; contudo sua estrutura é mais desor-
ganizada em comparagao com a das outras silicas
mesoporosas. Dessa forma, a silica mesoporosa
¢ um material interessante como suporte cro-
matografico em HPLC devido a sua grande drea
superficial (1.000 m* g™!) e estrutura organizada

de porost®"32l,

2.3 O processo de agregacdo
controlado

Uma terceira abordagem para a preparacao
de particulas de silica porosa para LC é o método
de agregacdo controlado. Nessa rota sintética
pode ser utilizada a agregacao reativa ou a agre-

gacao de goticulas (gotas) dispersas.

2.3.1 O processo de agregagédo reativa

Esse processo foi desenvolvido por Iler e
McQueston em 1977, que o chamaram de coa-
cervacao (coacervation). Nesse procedimento,
uma solu¢do aquosa e estavel de particulas de
silica coloidal (centenas de angstrons) ¢ mistu-
rada com mondmeros organicos misciveis na
solugdo. Apos o processo de polimerizagdo dos

mondmeros, as particulas coloidais de silica sdo
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microencapsuladas em agregados esféricos na
matriz polimérica organica (Figura 6). Por exem-
plo, ureia e formaldeido podem ser adicionados
a uma soluc¢ao coloidal em que, apds ajuste do
pH em faixas dcidas, ocorre o encapsulamento
das particulas de silica em escala nanométrica
para a formacio de particulas na escala micro-
métrica com polimero orgéanico. Posteriormente,
o material formado ¢é tratado termicamente a
temperatura de 500 °C, para remogdo do poli-
mero organico. Adicionalmente, a temperatura
¢ elevada até 1.000 °C para a sinterizagao das
microparticulas e aumento da resisténcia meca-

nical",

2.3.2 O processo de agregacgdo de
goticulas dispersas

O processo de agregacao de goticulas (gotas)
dispersas inclui o método de secagem por nebu-
lizagao (spray drying) e o método de emulsao. O
spray drying consiste na dispersdo de uma sus-
penséo coloidal de silica através de um bocal, for-
mando pequenas goticulas do liquido (Figura 7).
A pulverizagdo da suspensdo ocorre dentro de um
forno com temperatura em torno de 400 °C. Essa
etapa resulta na evapora¢ao da agua das goticu-
las, empregando-se um gas de secagem quente, e
na policondensagao simultdnea dentro das goti-
culas. As particulas obtidas apds esse processo
podem ser submetidas a um tratamento hidro-
térmico para ajuste de porosidade. Tipicamente,

Suportes cromatogrdficos e fases estaciondrias para HPLC

a maioria das particulas sintetizadas por esse
procedimento ¢ esférica, contudo a morfologia
depende das condigoes experimentais ajustadas.
O tamanho das particulas produzidas varia de
acordo com a concentracao dos reagentes, tem-
peratura do forno de secagem, abertura do bocal
de pulverizagao, tamanho das goticulas e outros
parametros. Os materiais obtidos por essa meto-
dologia geralmente apresentam grande faixa de
distribuicdo de particulas e necessitam de classi-
ficagdo (elutriacao, sedimentagdo em liquido ou
fluxo de ar) para obterem-se faixas estreitas de
didmetro de particula para uso em LCP*.

Particulas esféricas porosas também podem
ser obtidas através do método de emulsdo de
uma suspensao coloidal, organossilano ou solu-
¢do de silicato em solvente apolar no qual goticu-
las sdo formadas e, em seguida, solidificadas, for-
mando as particulas esféricas que sao separadas
do meio reacional e submetidas a um tratamento
térmico. E importante ressaltar, no entanto, que
a distribui¢ao do tamanho de particulas pode ser
bastante ampla, dependendo das condigoes de
emulsifica¢do utilizadas para regular o tamanho
das gotas!>*!. Nesse contexto, Unger desenvolveu
e patenteou uma metodologia para a sintese de
particulas de silica esférica em duas etapas. A
sintese envolve a hidrolise parcial do TEOS em
polietoxissilano (PES), formando um liquido
viscoso que, posteriormente, é emulsificado por
agitacdo em uma mistura etanol-agua. Nesse sis-

polimero orgénico

/]
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= | &

@

Particulas de
silica coloidal (nm)

Figura 6 Esquema do processo de agregacdo reativa.
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Figura 7 Representacéo esquemdtica do equipamento de spray drying.

tema reacional, esferas de PES sdo convertidas a
silica hidrogel através de catélise basica. As par-
ticulas esféricas de silica sao, posteriormente,
convertidas para xerogel através de tratamento

térmico (Figura 8)%3..

2.4 A silica hibrida

Os suportes baseados em silica apresen-
tam faixa de pH aplicavel limitada (usualmente
entre pH 2 e pH 8) e analise em temperatura
superior a 60 °C, o que favorece a solubilizagao
da silica. Assim, outros materiais foram desen-
volvidos com o objetivo de ampliar a faixa de
pH e a temperatura nas aplicagdes. Dessa forma
foi desenvolvido um suporte cromatografico no
qual a superficie da silica é recoberta com uma
camada de grupamentos hidreto (-Si-H), grupos
formados pela rea¢ao dos silanois na superficie

da silica com o produto de hidrdlise do pre-

Scientia Chromatographica 2013; 5(2):111-135
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Figura 8 Processo de emulsificacdo no preparo de
particulas de silica.

cursor trietoxissilano (TES). Assim, os grupos
polares presentes na superficie da silica reagem,
formando uma superficie apolar, e as interagdes
indesejaveis dos analitos com os silanois residu-
ais sdo minimizadas. Esses novos materiais sao
chamados de silica tipo C, caracterizados por
serem materiais hibridos de alta pureza e com
maior estabilidade quimica (Figura 9a)B**l.
Nessa mesma linha, outros materiais hibridos
foram desenvolvidos utilizando-se precursores

que continham a liga¢do silicio-carbono (Si-C).
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Assim, essa ligagdo faz parte do suporte croma-
tografico e melhora a estabilidade quimica dos
materiais em uma faixa mais ampla de pH. A
reagdo de TEOS com metiltrietoxissilano leva a

incorporagdo do grupo metil na rede polimérica

-0

Suportes cromatogrdficos e fases estaciondrias para HPLC

da silica (Figura 9b). Um segundo exemplo de
materiais hibridos observa-se na reacio de TEOS
com bis(trietoxissiletano) formando suportes
que contém liga¢des de etano na estrutura do
polimero (Figura 9c). Adicionalmente, outra
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Figura 9 Representacdo do preparo de silica hibrida: (a) com grupamento hidreto na superficie; (b) com ligagdes
silicio-metil; (c) com ligagdes de etano; e (d) com um organossilano na superficie.
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metodologia utiliza a modificacao da superfi-
cie da particula de silica com um organossilano
para ampliar a faixa de pH utilizada sem perder
a estabilidade mecanica do material (Figura 9d)
(L1356l Além disso, a inser¢ao de um grupo orga-
nossilano [aminopropiltrietoxissilano (APTES)
ou viniltrimetoxissilano (VTMES)] ¢é interes-
sante, pois a presenca desses grupos funcionais
facilita a reagdo quimica com outros grupamen-
tos organicos. Esse fator torna possivel o desen-

volvimento de novas fases estacionarias®®”.

2.5 Oxidos inorgdnicos

Em LC, os suportes cromatograficos tam-
bém podem ser obtidos a partir de 6xidos meta-
licos, que se destacam pela estabilidade quimica
e térmica (Figura 10). Os materiais baseados em
6xido de aluminio (alumina - ALLO,) apresentam
boa estabilidade em uma faixa mais ampla de
pH (1-13). Entretanto, esse suporte cromatogra-
fico apresenta eficiéncia cromatografica inferior
aos materiais baseados em silica e, consequen-
temente, esse fator contribuiu para a utilizagdo
moderada desse suportel***]. Suportes cromato-
graficos baseados em 6xido de zirconio (zirconia,
ZrO,) e 6xido de titanio (titania, TiO,)""*!

apresentam boa estabilidade em pHentre 1 e 14 e

OH OH /}—on
/ 7 -/
g/f—oH  £/—OH  £/—OH
%/ _on E ? OH =/l on
N

AN

Silica

NOSSN

ZircOnia
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sob temperaturas de até 200 °C. A superficie des-
ses materiais apresenta sitios acidos de Lewis e,
consequentemente, fases estaciondrias baseadas
nesses 0xidos tém demonstrado modo misto de
retencdo (fase reversa e troca idnica, por exem-
plo). Além disso, analitos com caracteristicas
basicas podem interagir fortemente com esses
sitios acidos, provocando caudas cromatogra-
ficas®*l. Outros 6xidos metalicos também vém
sendo explorados como suportes cromatografi-
cos. Podem-se destacar os materiais baseados em
6xido de cério (céria, CeO,)™! e éxido de torio
(téria, ThO,)!*! Apesar das vantagens de estabili-
dade quimica e térmica, os suportes cromatogra-
ficos baseados em 6xidos metalicos apresentam
como desvantagem dificuldade de sintese e de
funcionalizagdo de particulas com propriedades
adequadas para LC quando comparados com

materiais baseados em silical''#34¢],

Na tentativa de conciliar as vantagens indi-
viduais desses materiais, trabalhos vém sendo
conduzidos na prepara¢ido de 6xidos mistos, os
quais combinam as propriedades da silica e dos
O0xidos metalicos. Nesse conceito, materiais mis-
tos como silica-alumina, silica-zircOnia, silica-
-titania e silica-magnésia foram sintetizados

e apresentaram area superficial e didmetro de
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Figura 10 Suportes cromatogrdficos para LC: (a) éxidos inorgénicos; e (b) 6xidos mistos.
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poros adequados, melhores desempenhos em
temperaturas elevadas e operacdo em uma faixa

mais ampla de pH[44-47’481_

2.6 Outros materiais

Particulas esféricas porosas, baseadas em
polimeros organicos naturais (polissacarideos)
e sintéticos também sao utilizadas como suporte
cromatografico em LCP. Os polissacarideos sao
produzidos a partir da celulose, agarose e dex-
tran (Figura 11a). A presenga de grupos hidro-
xila em sua estrutura possibilita posterior deri-
vatizacdo, alterando a seletividade do material
final. Entre os polimeros orgénicos sintéticos,
pode-se destacar o uso de poliestireno-divinil-
benzeno (PS-DVB) em cromatografia liquida
em fase reversa, troca idnica e exclusio por
tamanho (Figura 11b). Outros polimeros, como
metacrilatos substituidos, alcooéis polivinilicos e
poliacrilamida também tém sido preparados por
diferentes processos tecnolégicos de fabricagao.
Como exemplo, pode-se citar o preparado de
suporte cromatografico baseado em poliestireno
preparado pela polimerizacdo em suspensdo
6leo em agua, enquanto a poliacrilamida é obtida
em suspensdo dgua em Oleol. Assim como os
polissacarideos, a presen¢a de grupos funcio-
nais nas particulas permite posterior funciona-
lizagao, modificando a seletividade do material.
Apesar de possuirem uma ampla faixa de pH
aplicavel, esses materiais apresentam baixa efici-
éncia cromatografica quando comparados com
suportes cromatograficos baseados em silical*!.
Adicionalmente, a facilidade de encolhimento
e de expansdo do polimero organico com baixo
grau de ligacoes cruzadas (crosslinking) diminui
sua resisténcia mecanica e, como consequéncia,
ocorre uma limita¢do na pressio maxima de
andlise®. Por outro lado, polimeros organicos
tém se destacado como bons suportes cromato-

graficos em cromatografia por exclusao de tama-

Suportes cromatogrdficos e fases estaciondrias para HPLC

nho e cromatografia de troca ionica. Polimeros
organicos tém apresentado melhor robustez em
sistemas com pH elevado da fase mével e tam-
poes fortes quando comparados com trocadores

idnicos baseados em silical®".

Suportes baseados em carbono grafitado
poroso (PGC) consistem em particulas esféricas
de carbono totalmente porosas formadas a partir
de folhas planas de atomos de carbono dispostos
de forma hexagonal (Figura 11c). PGC néo apre-
sentam em sua estrutura grupos funcionais que
promovam interagdes secundarias e sdo estaveis
a pH entre 1-14 e, também, sob temperaturas de
até 200 °C. No entanto, as particulas desse mate-
rial ndo possuem resisténcia mecénica elevada e,
consequentemente, apresentam uma limita¢ao

em termos de pressdo maximal'l.

2.7 Materiais superficialmente porosos

Além dos suportes cromatograficos total-
mente porosos e dos ndo porosos, também sao
utilizados materiais superficialmente porosos.
O principio tecnoldgico foi utilizado na década
de 1960 nos trabalhos de Horvith, no desen-
volvimento de particulas de silica peliculares
(30 pm-50 um). O suporte cromatografico era
composto por um nucleo sélido, rigido e nao
poroso (contas de vidro), revestido com uma peli-
cula de aproximadamente 1 pm de silica porosa.
A camada pelicular fina permitiu uma rapida
transferéncia do analito na camada porosa do
suporte cromatografico e, assim, promoveu uma
melhora na eficiéncia cromatografica, comparada
a das particulas porosas empregadas na época!'’..
Ja as particulas de silica superficialmente porosas
modernas (fused-core silica particles ou core-shell
silica particles) foram desenvolvidas principal-
mente por Kirkland na década de 1990 e rece-
beram destaque a partir do ano 2000. O preparo
das particulas ocorre em duas etapas distintas. A
primeira envolve a sintese de particulas de silica

Scientia Chromatographica 2013; 5(2):111-135
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Figura 11 Suportes cromatogrdficos para LC baseados em: (a) polissacarideos; (b) polimeros orgénicos

sintéticos; e (c) carbono grafitado poroso (PGC).

ndo porosa (nucleo), através de tratamento tér-
mico. A segunda etapa é o recobrimento da silica
ndo porosa com uma camada de silica porosa
(Figura 12). Dessa forma, a camada porosa per-
mite rapida percolagdo da fase movel e, conse-

Scientia Chromatographica 2013; 5(2):111-135

quentemente, analise rapida sem pressdo elevada
do sistema cromatografico®*!. Adicionalmente,
existem os materiais superficialmente porosos
que empregam polimeros organicos®, ainda
pouco explorado em cromatografia.
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Camada porosa

Nucleo solido
nao poroso

Figura 12 Particula superficialmente porosa.

2.8 Materiais monoliticos

Diferentemente de materiais particula-
dos (Figura 13a), outra possibilidade de supor-
tes cromatograficos envolve o uso de mate-
riais monoliticos (Figura 13b)*. Uma coluna
monolitica possui estrutura solida e altamente
porosa que fornece alta permeabilidade da fase
movel através dos canais porosos (Figura 13b).
Esses podem ser classificados como microporos,
mesoporos e macroporos, dependendo do molde
utilizado na sintese do monolito”". De acordo
com a metodologia utilizada no preparo, pode-se
classifica-los em de colunas monoliticas baseadas
em polimeros organicos””**! e de colunas mono-

liticas baseadas em polimeros inorganicos!> .

As primeiras colunas monoliticas organicas
foram preparadas no inicio da década de 1990
por Svec e Fréchet. O preparo do material mono-
litico envolve a mistura de mondmeros, agentes
de ligacao cruzada, solvente porogénico e cata-
lisador radicalar que ¢ ativado por calor ou luz
UV. As colunas monoliticas inorganicas sdo, em
sua maioria, baseadas em silica e obtidas pelo
processo sol-gel. O primeiro trabalho bem-suce-
dido demonstrando a aplicagdo de monolito de
silica em separagdo cromatografica foi realizado
em 1996 por Tanaka, no qual se fez a modifica-
¢do do material com o grupo C18 para atuar em
cromatografia liquida em fase reversal®'.

Suportes cromatogrdficos e fases estaciondrias para HPLC
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Figura 13 Caracteristica

cromatogréficas: particulada (a); e monolitica (b).

A principal vantagem das colunas monoliti-
cas em relagdo a colunas com preenchimento de
materiais particulados é a reducao do tempo de
analise devido a possibilidade de utilizar vazoes
elevadas sem um grande aumento na pressao do
sistema. As primeiras colunas monoliticas dispo-
niveis comercialmente (2000) ndo apresentavam
alta eficiéncia na separagdo quando comparadas
com as colunas particuladas. Entretanto, recen-
temente (2012) foram desenvolvidas colunas
monoliticas de segunda geracao, chamadas de
colunas monoliticas de alta resolugdo, as quais
possuem um maior nimero de pratos por metro,
sem comprometer a vantagem do fluxo elevado e
de pressdes compativeis com os sistemas conven-

cionais de LCI6?),

2.9 Polimeros molecularmente
impressos

Uma abordagem de preparo de suporte cro-
matografico seletivo é o uso de polimeros mole-
cularmente impressos (MIP), fundamentada no
reconhecimento molecular. Esses materiais tém
se destacado pela vantagem de serem seletivos
para um composto ou uma classe de compos-
tos!®®l. Na primeira etapa da sintese, ha uma
interacdo das moléculas precursoras do polimero
com a molécula alvo (molde - template), for-

mando um complexo mondmero-template. Essa

Scientia Chromatographica 2013; 5(2):111-135
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interacao leva a posicoes especificas das extremi-
dades dos mondmeros ao redor do template. A
proxima etapa é a reacdo de polimerizagao, na
qual ocorre a formagao do polimero ao redor do
template. Nesta etapa ocorre a fixagdo dos gru-
pamentos dos mondmeros no material polimé-
rico. Por fim, ap6s a remogao do template, tem-
-se 0 MIP com cavidades e sitios seletivos para a
interacao do template ou de estruturas analogas
a ele (Figura 14)1%. Os suportes cromatograficos
baseados em MIP podem ser particulados (irre-
gulares ou esféricos) ou monoliticos empregando
precursores organicos, inorganicos ou hibridos

através de interacdes nao covalentes!>”0160-68],

3 Fases estaciondrias

A fase estaciondria determina a retencéo e
a seletividade dos analitos na andlise cromato-
grafica. Os grupos silanois na superficie da silica

apresentam polaridade e suas ligagdes de hidro-

H Ay

Monomeros Complexacio
* ——
v
Template

MIP

llustragé@o esquemdtica de preparo do MIP

Figura 14
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génio tém a capacidade de interagir com diver-
sas moléculas, tornando possivel a separagdo de
substincias.

Devido as primeiras separa¢des cromato-
graficas terem sido realizadas utilizando-se a
silica (que possui superficie polar) como suporte
cromatografico, esta modalidade de cromatogra-
fia liquida foi denominada fase normal, sendo
caracterizada por apresentar fase estacionaria
mais polar em relagao a fase moével; quando a fase
estacionaria for menos polar do que a fase movel
¢ denominada de cromatografia liquida em fase

01 Adicionalmente, tem-se a cromato-

reversal
grafia por exclusao de tamanho, cromatografia
de troca idnica, cromatografia por par ionico e

cromatografia por interagdo hidrofilica.

Em HPLC, as fases estacionarias podem ser
classificadas em sorvidas, imobilizadas ou qui-
micamente ligadas. A primeira caracteriza-se
por ser um liquido de baixa massa molar apenas
sorvido na superficie do suporte cromatografico,
porém essas fases estacionarias sdo dificeis de
serem mantidas quando submetidas as pressoes

1

Polimerizacao

125



Nazario CED, Langas FM

126

utilizadas na HPLC. Assim, ¢ necessario empre-
gar fases moveis saturadas com a fase estaciona-
ria e fazer um controle de temperatura e vazdo
para diminuir a remogao da fase estaciondria e

garantir um resultado confidvel nas analises!”..

Outra metodologia utilizada para modifi-
car a superficie de um suporte cromatografico
é o recobrimento com polimeros organicos®.
Primeiramente, o polimero ¢ sorvido no suporte
cromatografico e, posteriormente, imobilizado
por reagdes de entrecruzamento catalisadas por
agente quimico” ou por processos fisicos!”?
(radiagdo térmica, gama ou micro-ondas). Essa
técnica tem a vantagem de preparar fases esta-
ciondrias estdveis, além de isolar os sitios ativos
residuais dos suportes cromatograficos. Entre os
polimeros utilizados como fases estacionarias
destacam-se polietileno, poliestireno e polissi-
loxanos. A maior dificuldade nessa técnica é a

obtengdo de um filme fino e homogéneo!”..

A grande concentragdo de grupos silanois
na superficie da silica possibilita a sua modifi-
cagdo quimica, obtendo-se as chamadas fases
estaciondrias quimicamente ligadas (FEQL),
que possuem propriedades especificas relacio-
nadas aos grupos ligados na superficie da silica
(Figura 15). A sintese dessas fases teve inicio na
década de 1960, através da reacao de esterificacdo
dos grupos silanois com alcool alifatico de cadeia
longa (Figura 15a). Contudo, a ligagao Si-O-C é
relativamente fraca em solugdes aquosas, sendo
hidrolisada rapidamente, regenerando os grupos
silanois na silical>”#,

Na tentativa de obter FEQL estdveis foram
preparados materiais a partir da reagdo da
silica com cloreto de tionila (SOCI)) e, poste-
riormente, com reagente de Grignard, gerando
ligagoes Si-C, ou com aminas gerando as liga-
¢oes Si-N (Figura 15b). Apesar de serem liga-

¢Oes mais estaveis, comparadas com a ligagao
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Si-O-C, a ligagdo Si-N ainda apresenta faixa de
pH restrita (4 a 8) e as fases obtidas por Grignard
apresentam interferentes provenientes da rota
sintética. A metodologia mais empregada atu-
almente no preparo de FEQL ¢ a da reagao de
organossilaniza¢ao que utiliza modificadores
do tipo cloro (Cl) ou alcoxissilano, podendo ser
mono, di ou trifuncional (Figuras 15c e 15d)"..
Adicionalmente, tem-se também a silica tipo
C, na qual um grupamento alquilico pode ser
ligado quimicamente na superficie do suporte
cromatografico, através da reagao dos grupa-
mentos hidretos (Si-H), com grupamentos
alquilicos terminalmente insaturados, em pre-

senc¢a de um catalisador (Figura 15e).

Quando um reagente funcionalizante

silano monofuncional [clorodimetiloctade-
cilssilano (ODS) por exemplo] reage com o
grupo silanol na superficie da silica, ocorre a
formagao da fase estacionaria C18 monomé-
rica (Figura 16). Fases obtidas por esse proce-
dimento sdo reprodutiveis e apresentam boa
eficiéncia cromatografica devido a rapida difu-
sao do analito na camada da fase monomérica.
Entretanto, as fases monoméricas apresentam
grande quantidade de silanol residual apoés o
processo de funcionalizagao. Esses grupos sila-
nois podem promover interagdes secundarias
com os analitos e provocar alargamento do pico
cromatografico. Além disso, o uso dessa fase em
pH baixo leva a hidrélise do grupo funciona-
lizador e, consequentemente, a perda de seleti-
vidade da coluna cromatografica. Uma maneira
de minimizar esses efeitos é promover uma
segunda etapa de funcionalizagdo com um rea-
gente silano de volume menor [trimetilclorossi-
lano (TMS)]. Esse procedimento, denominado
capeamento (endcapping), diminui 20% a 30 %

dos silanois residuais nas particulas de silica.
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Assim, é importante ressaltar que a interagdo
silanol-analito é minimizada e ndo completa-

mente eliminadal'l.

Outra estratégia para bloquear os grupos
silanois da silica é utilizar reagentes funcionali-
zantes com prote¢do estérica. Esses precursores
sd0 uma variagdo das fases monoméricas, pois
os grupos metila ligados ao atomo de silicio sao
substituidos por grupos volumosos (i-propil ou
i-butil). Esses grupamentos dificultam o pro-
cesso de hidrolise das fases estacionarias e, por-
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tanto, sdo mais apropriados para analise em pH
baixo. Entretanto, as fases com prote¢ao estérica
possuem menor concentragdo dos ligantes na
superficie do suporte cromatografico e, con-
sequentemente, apresentam menor reten¢ao
quando comparadas com fases estacionarias
monoméricas contendo o grupamento dimetil.
Fases estaciondrias bidentadas apresentam maior
estabilidade em meio basico e, portanto, sdo uti-
lizadas em aplicagdes nas quais é necessario pH

acima de 8.

©)

R = alquil de cadeia longa

®
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Figura 15 Obtencéo de fase estaciondria quimicamente ligada: (a) reagdo de esterificacdo; (b) reagdo com
SOCI,; (c) reagdo de organossilanizagdo com reagente monofuncional; (d) reagdo de organossilanizagdo com

reagente difuncional; e (e) reacé@o do hidreto com grupo alquilico.
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Figura 16 Estratégias para modificacdo da superficie da silica.

Se um reagente silano bi ou trifuncional é
empregado, dependendo das condigdes utili-
zadas, podem-se obter fases estacionarias com
polimerizagao vertical ou horizontal. Essas fases
tendem a ser mais estaveis do que as fases mono-
méricas em pH baixo e alto. Entretanto, esses
materiais possuem menor reprodutibilidade de
retencdo e seletividade, devido a dificuldade de
controlar o processo de polimerizagdo do orga-
nossilano. Adicionalmente, as colunas contendo
as fases poliméricas possuem uma menor efi-
ciéncia na separac¢do, principalmente quando

vazdo elevada é empregadal'l.

Atualmente, diversas fases estacionarias
foram preparadas para HPLC (Figura 17) atu-
ando no modo normal (diol, ciano, amino, SiO,),
reverso (C30, C18, C8, C4, fenil, cicloexil, fluo-
radas, grupos polares embutidos) e idnico (SAX,
SCX, WAX, WCX). Adicionalmente pode-se
destacar a possibilidade de sintetizar fases supor-
tadas na superficie da silica com seletividade
diferenciada. Como exemplo prético, pode-se
citar o preparo de fases estaciondarias contendo
liquidos i6nicos (ILs). Uma das principais van-
tagens da superficie imobilizada com fases
estacionarias contendo IL é a possibilidade de
alterar os cations, 4nions e a cadeia alquilica do

liquido idnico. Essa vantagem fornece a capaci-
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Figura 17 Representacdo de fases estaciondrias utilizadas em HPLC.

dade de manipular a estrutura de IL na silica e,
consequentemente, as propriedades da fase esta-
ciondria. Outro exemplo ¢ a sintese de fases
zwiteridnicas, as quais possuem grupos com
carga positiva e negativa que permitem mudar a
seletividade da separagdo cromatografica. Além
disso, fases estaciondrias seletivas, tais como
quirais, bioafinidade, MIP, meio de acesso res-
trito (RAM), ampliam a aplicabilidade da HPLC
e tém recebido grande atencdo da comunidade

cientifica®?l.

4 Perspectivas futuras no
desenvolvimento de suportes
cromatograficos

Desde o surgimento da técnica de separagao
denominada HPLC, os suportes cromatografi-
cos utilizados no preparo de fases estacionarias
vém evoluindo. Na década de 1950, as particu-

las para LC eram baseados em materiais poro-

Scientia Chromatographica 2013; 5(2):111-135

sos (100 pm-200 um de diametro) e com for-
mato irregular. Ja na década de 1960 surgiram as
particulas de silica peliculares (30 pm-50 pm).
A transi¢do de particulas peliculares para par-
ticulas porosas com didmetro menor iniciou-
-se na década de 1970. Nesse periodo foram
sintetizadas microparticulas de silica irregular
e porosa com diametro médio de 10 um. Com
o passar do tempo e o melhor entendimento/
aperfeicoamento dos métodos de sintese, parti-
culas esféricas porosas foram desenvolvidas com
sucesso. Posteriormente surgiram as particulas
esféricas porosas de 5 um (decénio 1980), 3,5 pm
e 3,0 um (decénio 1990) e sub-2,0 pm (decénio
2000). Nesse periodo (anos 1990), particulas ndo
porosas de 1,5 pum também estavam disponiveis
comercialmente; na década seguinte surgiram
as particulas superficialmente porosas (sub-
2,0 um) e as colunas monoliticas. Atualmente,
uma grande variedade de suportes cromatografi-

cos estd disponivel comercialmente para HPLC.
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Tabela 1 Diminuigéo do tamanho das particulas em LC e sua influéncia na eficiéncia da coluna (N).
Ano Tamanho da particula Morfologia N/15 cm
Anos 1950 100 um-200 um Irregular porosa 200
1967 50 um Pelicular esférica 1.000
Anos 1970 10 um Irregular porosa 6.000
Esférica porosa
1985 5 um Esférica porosa 12.000
1992 3ume 3,5um Esférica porosa 22.000
1996 1,5 um Esférica ndo porosa 30.000
2000 - Monolitica 15.000
2000 2,5 um Esférica porosa 25.000
2004 1,7 um Esférica porosa 35.000
2007 1,6 e 2,6 um Superficialmente porosa 30.000
2012 - Monolitica de segunda geracéo 22.500

Cada material possui suas vantagens e desvan-
tagens, consequentemente, o conhecimento de
cada suporte cromatografico é fundamental para
o0 sucesso da separa¢do na aplicacdo escolhida.
De forma resumida, a Tabela 1 apresenta a evolu-
¢do dos suportes cromatograficos, a redugdo no
tamanho das particulas e 0 aumento na eficiéncia
das colunas.

A tendéncia tecnologica na area de separa-
¢do é a diminui¢ao do tamanho da particula e
também do didmetro interno das colunas croma-
tograficas (capilar e nano-LC)"*7), Se o foco do
trabalho for analise rapida, colunas menores que
100 mm de comprimento podem ser utilizadas
com essas particulas, sem gerar pressdes exage-
radamente elevadas para os padroes atuais. Por
outro lado, se o objetivo da andlise é aumentar
a eficiéncia e resolu¢ao de um método, colunas
com tamanho tradicional (L = 150 mm-300 mm)
empacotadas com as particulas pequenas tém
demonstrado ser uma boa op¢éo, apesar da limi-
tagdo instrumental, devido a pressao elevada.

Nesse contexto, diversos trabalhos na lite-
ratura tém demonstrado resultados interessan-
tes. Jorgenson et al.l’®®®! realizaram uma sepa-

ra¢do empregando uma coluna com dimensdes
430 mm x 30 um x 1,0 um e C18 ndo poroso. A
pressdo do sistema foi de 7.000 bar (103.000 psi)
e o tempo de andlise foi inferior a quatro minu-
tos, com um ndmero de pratos de aproximada-
mente 300.000, considerado elevado para HPLC,
de acordo com os padrdes atuais. Lee et al.[*
utilizaram uma coluna capilar contendo parti-
culas C18 ndo porosas (150 mm x 50 um x 1,0
um), temperatura de 80 °C e pressio de 2.413
bar e obtiveram tempo de analise de 36 segun-
dos. Mellors e Jorgenson'®! realizaram a compa-
ra¢ao de colunas, uma contendo particulas de
silica ndo porosa de 1 um com uma contendo
particulas de silica hibrida porosa de 1,5 um. Foi
observado que ambas as colunas apresentaram
resultados similares para eficiéncia da coluna
e resisténcia mecanica em pressido de 4500 bar.
Cintron e Colon'® realizaram a sintese de parti-
culas ndo porosas de silica, com didmetro médio
de 0,67 um, e, apos a funcionalizagdo com CI18,
prepararam uma coluna de 90 mm x 50 pum, con-
tendo as particulas sub-1 pm. Empregando um
sistema de cromatografia liquida de ultra efici-
éncia (UHPLC) capaz de trabalhar em 3.500 bar

Scientia Chromatographica 2013; 5(2):111-135
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(50.000 psi), foi possivel promover a separacao
cromatografica em 3,2 minutos, com uma efici-
éncia de 500.000 pratos por metro. Apesar da alta
pressdo utilizada, a velocidade linear empregada
na analise (1,3 mm s™!) foi inferior a velocidade

linear 6tima para a coluna (3,0 mm s™).

A principal limitagdo para o uso de colu-
nas capilares e nano com particulas altamente
eficientes esta relacionada com a ndo disponibi-
lidade de equipamentos comerciais adequados
para trabalhar nessas condigdes. Atualmente, os
sistemas suportam pressdes maximas ao redor de
1.000 a 1.350 bar. Uma vez superada essa proble-
matica, as possibilidades de uma marcante evo-
lugdo nas diversas areas de aplicagao (ambiental,
biolégica, farmacéutica, protedmica, metabo-
lomica, gendmica) poderdo, finalmente, serem

alcancadas.

5 Concluséo

Pesquisas relacionadas com o desenvolvi-
mento de suportes cromatograficos e fases esta-
ciondrias mais estdveis (quimica e mecanica-
mente) e com seletividade diferenciada devem
continuar em destaque com a finalidade de apri-
morar o desempenho cromatografico em diver-
sas areas de aplicacdo. Nesse contexto, novas
fases estaciondrias baseadas em silica deverao ser
desenvolvidas, devido as vantagens da silica em
relagio aos outros materiais. Adicionalmente,
a complexidade e simplicidade serdo as diretri-
zes no desenvolvimento tecnoldgico de novos
materiais para HPLC. Por um lado, as novidades
geralmente sdo relacionadas com estruturas e
processos sintéticos complexos. Por outro lado,
a simplicidade torna o processo mais facilmente
acessivel e economicamente viavel, o que é muito

importante para a sua industrializagéo.

Scientia Chromatographica 2013; 5(2):111-135
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Futuramente, a evolu¢io dos sistemas minia-
turizados (capilar e nano-LC) permitira seu uso
rotineiro nos laboratdrios com particulas peque-
nas (sub-2 pm), gerando uma eficiéncia cro-
matografica elevada, com um tempo de analise
curto, sem a limitagdo de pressdo existente atu-
almente (1.350 bar). Por fim, deve-se considerar
que a proxima etapa de evolugdo das colunas de
HPLC seja a consolidagdo de colunas tubulares
abertas em LC (OT-LC), similarmente ao grande
sucesso que alcancaram em GC. Dessa forma, a
cromatografia caminha para a vertente de jungao
dos modos de separagao (cromatografia liquida,
fluido supercritico e a gas) no desenvolvimento

da cromatografia unificada'®>#¢.,
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