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Nota de aplicacao

Introducao

A estabilidade de uma coluna de HPLC é um dos fatores determinantes do sucesso
de um método. Durante o desenvolvimento de um protocolo de analise de RPLC,

e a antecipacdo de sua validacao, os analistas consideram varios problemas.

Um dos mais importantes ¢é a duracdo da coluna em um conjunto especifico de
condicdes de analise. A silica tem muitas propriedades que a tornam um suporte
excelente para colunas de HPLC de fase reversa. No entanto, sua solubilidade
aumenta bastante quando a fase mavel atinge pH 7-8 ou superior. Em um estudo
de estabilidade de coluna de HPLC de silica em pH alto na Rockland Technologies,
foram feitas varias descobertas importantes: o end-capping protegeu a silica da
dissolucdo, as fases ligadas densamente aumentaram a estabilidade da coluna

e os tampdes de fase movel organica prolongaram bastante a vida util da coluna
em relagdo aos tampdes de fosfato em pH semelhante. Estudos demonstraram que
a degradacdo do empacotamento da fase ligada em pH 9-10 ocorreu principalmente
devido a dissolucao do suporte de silica, e ndo como resultado da hidrélise de
ligacdes covalentes de siloxano. Em principio, a estabilidade quimica e térmica

de colunas RP pode ser melhorada através do aprimoramento e desenvolvimento
de substratos e da ligacdo quimica [1-4].

Geralmente, recomenda-se que o desenvolvimento de métodos de fase reversa
comece com fases moveis de pH baixo, sejam os analitos acidos, neutros ou
basicos. Ha varios bons motivos para seguir essas orientacdes. Em pH baixo,
analitos acidos ficardo neutros e bem retidos. Os silanois residuais na superficie
de silica do empacotamento serdo protonados. Portanto, havera menos interagdes
secundarias entre os analitos acidos e basicos com a superficie de silica.
Infelizmente, compostos basicos que carregam uma carga positiva em pH baixo,
geralmente serdo pouco retidos ou apresentardo um formato de pico de qualidade
inferior nessas condicées. Outro motivo para usar pH baixo é a estabilidade inferior
de colunas de silica em pH alto.
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Como relatado anteriormente, duas abordagens foram feitas
para atingir estabilidade em pH alto em colunas de silica para
HPLC. Uma forma de aumentar a estabilidade é usar ligagéao
especial, como na coluna Agilent ZORBAX Extend C18 [3].

A ZORBAX Extend C18 usa uma ligacdo bidentada para
proteger a silica da dissolucdo em pH alto. OQutra forma

de obter estabilidade em pH alto é modificar a propria silica,
tornando-a menos sollvel. Nessa abordagem, as particulas
Poroshell de 2,7 um e 4 ym sdo modificadas organicamente,
tornando-as menos suscetiveis ao ataque em pH alto.

Neste trabalho, a vida util de uma Agilent Poroshell HPH C18 ¢é
avaliada com uma fase mavel de pH baixo tipica (0.1 % TFA) e
uma fase movel de pH alto (10 mM de bicarbonato de amonio
em pH 10) usando analise de gradiente com acetonitrila.

Materiais e métodos
Um sistema Agilent 1290 Infinity foi usado, composto de:

+  Bomba binaria Agilent 1290 Infinity, capaz de operar
até 1.2000 bar (G4220A), modificada com um selo na
valvula de desvio do solvente (Selo para rotor PEEK
FL p/n 5068-0171)

*  Compartimento da coluna termostatizado (TCC) Agilent
1290 Infinity (G1316C)

* Amostrador automatico de alto desempenho Agilent
1290 Infinity (G4226A) com selo para rotor PEEK
(5068-0170 Selo para rotor PEEK FL)

+  Detector de arranjo de diodos (DAD) Agilent 1260 Infinity
(G4220A) equipado com uma cela de fluxo de 1 pL com
caminho optico de 10 mm

+ 0 software Agilent OpenLAB, versao C.01.05, foi usado
para controlar o HPLC e processar os dados

»  Agilent Poroshell HPH-C18, 2,1 x 50 mm, 4 ym
(p/n 699770-702)

As amostras continham quinina, nortriptilina, amitriptilina,
hexanofenona, acetofenona, 4-acido clorocindmico e 2-hidroxi-
5-metil-benzaldeido, e foram preparadas na proporgéo de
50:50 agua/acetonitrila a 1 mg/mL. Fases moveis usadas com
frequéncia em laboratorios, como 0,1% de acido trifluoroacético
(TFA), e tampéo de bicarbonato de aménio foram usados.

0 tampaéo foi preparado ao dissolver bicarbonato de aménio
em agua para produzir uma solugdo 10 mM antes de ajustar
ao pH desejado usando uma base concentrada (hidroxido

de amonio). O fosfato de sodio dibasico e o fosfato de sodio
monobasico usados para produzir tampées foram comprados
da Sigma-Aldrich, Corp. A acetonitrila era Burdick e Jackson,
comprada da Honeywell, e a agua era Millipore.

0 detector de UV foi operado a 254 nm, 80 Hz.

Resultados e discussao

0 teste de estabilidade foi realizado usando uma fase movel
de pH baixo (0,1% TFA) e uma fase movel de pH alto
(bicarbonato de aménio 10 mM, pH 10).

Estabilidade em 0,1 TFA

Na primeira parte experimental, uma nova coluna foi
submetida a 2.000 injecées. Uma amostra contendo quinina,
fenol, nortriptilina, acetofenona, 4-acido clorocinamico e
hexanofenona foi injetada a cada quatro minutos. A amostra
continha os tipos de compostos acidos, basicos e neutros
tipicos encontrados em quase todas as amostras complexas.
TFA a 0,1% é uma fase movel de cromatografia usada com
frequéncia (pH ~2). Pode ser observado que os picos foram
bem retidos no mesmo volume de elui¢do durante toda a
parte experimental, demonstrando que a coluna Poroshell
HPH-C18 foi estavel e utilizavel para a analise de rotina em
pH baixo (Figura 1). O formato do pico manteve a qualidade
durante todo o teste. 0 tempo de corrida do método foi de
aproximadamente sete minutos por injecao, exigindo cerca
de 10 dias e 5 L cada de acetonitrila e fase movel aquosa.

Estabilidade em hicarbonato de amodnio 10 miM,
pH 10

Uma segunda parte experimental foi realizada usando
bicarbonato de aménio 10 mM em pH 10 (Figura 2). Essa

¢é a fase movel geralmente usada com colunas hibridas, mas
ndo usadas com frequéncia com colunas de HPLC de silica
padrdo. Essa fase movel ajuda a controlar o pH porque

tem boa capacidade de tamponamento, além de permitir

o uso de deteccdo por MS, uma vez que o tampéo é volatil.
Foi verificado que os tampdes de carbonato danificam muito
mais as colunas de silica do que os tampées de glicina

e borato [5]. 0s mesmos materiais usados para o teste

de 0,1 TFA foram usados como amostra do teste de vida util
em pH alto. Uma grande diferenca entre esses dois testes foi
a ordem de eluicdo. Como mostrado na Figura 3, a alteracdo
do pH da fase movel mudou a ordem de eluicdo dos analitos,
indicando uma grande modificacdo em seletividade.

Nessa parte experimental, uma coluna Poroshell HPH-C18

foi avaliada com um método de gradiente usando bicarbonato
de amdnio e acetonitrila em pH 10. Como pode ser visto na
Figura 2, o tempo de retencéo de todos os componentes
permaneceu estavel ao longo da corrida de 2.000 injegées,
com excecdo da nortriptilina. Resultados semelhantes foram
relatados anteriormente, com picos inferiores de nortriptilina
ocorrendo em colunas de outro fornecedor [6].
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Figura 1. Vida util da Agilent Poroshell HPH C18 em fase movel acida tipica, 2.000 injecées de 0,1% TFA.
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Figura 2. Vida util da Agilent Poroshell HPH C18 em fase mavel basica, 2.000 injecdes de bicarbonato de aménio 10 mM.
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Figura 3. A Agilent Poroshell HPH C18 pode ser usada em pH baixo em 0,1% TFA ou pH alto em bicarbonato de aménio 10 mM
em pH 10 para atingir seletividade bem distinta.



Conclusoes

Embora as fases moveis de pH elevado, como o tampéo de
bicarbonato de amonio, possam ser destrutivas para colunas
de HPLC de silica convencionais, a coluna Agilent Poroshell
HPH-C18 apresentou um desempenho brilhante nessa fase
movel. O TFA também pode ser destrutivo para colunas

de HPLC, pois remove a fase ligada por hidrélise. Essa
tecnologia de coluna fard com que os analistas possam
usar os recursos de particulas hibridas junto com particulas
superficialmente porosas. As particulas Poroshell HPH
mantém alto desempenho com a alta eficiéncia e a
contrapressdo baixa de particulas superficialmente porosas,
e sdo usadas em outras fases Poroshell 120. A coluna
Poroshell HPH mantém as vantagens de particulas
superficialmente porosas, além de oferecer estabilidade
quimica em condicdes de fase movel de pH alto.
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Mais informacoes

Estes dados representam os resultados tipicos.
Para obter mais informacdes sobre nossos produtos
e Servigos, acesse o site

www.agilent.com/chem.
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