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CAPILLARY LIQUID CHROMATOGRAPHY: STATE OF THE ART AND CURRENT APPLICATIONS.This review describes
the advantages and disadvantages of using capillary liquid chromatography (CLC), which is considered the newest member in the
analytical separation science arsenal. Although CLC has tremendous potential for being the next major innovation in separatory

analysis, it has not yet obtained great popularity compared to conventional high performance (and ultra-high performance) liquid

chromatography. Comparisons are made between these techniques and some of the reasons that CLC has not yet reached its potential

will be advanced.
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INTRODUCAO

A miniaturiza¢do dos sistemas cromatograficos tem sido uma
convergéncia predominante na comunidade cientifica, pois reduz o
consumo de solventes e reagentes e melhora consideravelmente o seu
desempenho. A miniaturiza¢do ndo € um conceito novo em separacdes.
Em 1958, Golay' revolucionou as andlises por cromatografia gasosa
(GC - Gas Chromatography) através da introducéo das colunas capi-
lares. A diminui¢@o dos didmetros internos das colunas utilizadas em
cromatografia liquida pressurizada teve seu inicio em 1967 quando
Horvith et al.? estudaram a dispersdao de um pico (sob as mesmas
condi¢des) em duas colunas: uma com 0,3 e outra com 1 mm de dia-
metro interno (d.i.). A coluna de 0,3 mm era uma coluna tubular aberta
recoberta com filme de resina trocadora de {ons, enquanto a de 1 mm
de d.i. era recheada com particulas peliculares trocadoras de cations
de 50 pm (pérolas de vidro recobertas com uma camada do mesmo
filme). Estes autores concluiram que a coluna recheada apresentou
melhor desempenho na separacio de nucleotideos comparada com a
coluna tubular aberta,” provavelmente devido & maior quantidade de
fase estaciondria (FE) presente. Em 1976, Scott e Kucera® obtiveram
eficiéncias elevadas (125.000 pratos por metro) quando utilizaram co-
lunas de 2 m de comprimento e 1 mm de d.i. recheadas com silica gel
na separacdo de alquilbenzenos. Porém, para obter altas eficiéncias era
necessario sacrificar o tempo de corrida, que durava, em média, 40 h.

Em 1978, Ishii et al.* relataram trabalhos com colunas recheadas,
usando colunas de politetrafluoretileno (PTFE) com 0,5 mm de d.i.
recheadas com particulas de 30 um. Ainda em 1978, Tsuda e Novotny®
reduziram o didmetro das colunas para valores entre 30 a 200 pm,
recheadas com particulas de alumina de 10 a 100 um, e concluiram
que as colunas com didmetro de 70 um recheadas com particulas de
30 pm apresentaram um bom compromisso entre eficiéncia e pressao.
Em 1979, Scott e Kucera® separaram n-alquilbenzenos utilizando
cromatografia liquida e colunas com 1 mm de didmetro interno.

Nos anos seguintes surgiram outros estudos utilizando colunas
capilares abertas e recheadas.”!! Apesar disso, a miniaturizagdo da
cromatografia liquida (LC - Liquid Chromatography) ficou estagnada,
chamando a aten¢do dos pesquisadores apenas recentemente.

*e-mail: carlab@igm.unicamp.br

DEFINICOES E NOMENCLATURAS

Apesar do aumento da disponibilidade das colunas de LC com
diferentes diametros e comprimentos, ndo existe uma distingao
clara das diferencas entre colunas analiticas, convencionais, micro,
semi-micro e capilares.'> Ainda existe muita discusséo a respeito da
nomenclatura a ser empregada na classificagdo da LC.

Um dos primeiros pesquisadores a sugerir uma classificagdo das
colunas foi Ishii,” que classificou as mesmas de acordo com o d.i..
Chevert er al.'* classificaram a LC de acordo com a vazdo da fase
movel e Saito et al.’® propuseram uma classificagdo que distinguiu
entre as subdivisdes de colunas com didmetro inferiores a 1 mm. Nesta
dltima classificacdo as microcolunas tém d.i. variando entre 0,5 a
1 mm, as colunas para cromatografia liquida capilar (CLC - Capillary
Liquid Chromatography) possuem didmetros entre 0,1 a 0,5 mm e as
nanocolunas variam entre 0,01 a 0,1 mm de d.i. (Tabela 1).

Embora a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - High
Performance Liquid Chromatography) esteja relacionada ao uso de
colunas disponiveis em todos os tamanhos para uso analitico, os
termos micro-LC, LC capilar e nano-LC s3o muito utilizados atu-
almente, frequentemente erroneamente. A nano-LC foi introduzida
para descrever a cromatografia liquida capilar que utiliza vazdes de
sub-microlitros. Inicialmente ela englobava colunas de até 150 um
de d.i., mas outros autores restringiram-na a colunas de até 75 um.'¢
Também tem sido sugerido que, quando a separag¢do cromatografica
é realizada em colunas com d.i. na faixa entre 10 e 100 um, a técnica
¢ denominada nano-LC, enquanto separacdes realizadas em colunas
com d.i. entre 100 a 500 pm englobam a técnica de CLC."”

Para fins de classifica¢@o adotaremos que a nano-LC utiliza colu-
nas com d.i. abaixo de 0,1 mm, a CLC colunas com d.i. de 0,1 a 0,5
mm, enquanto que a micro-LC utiliza colunas de 0,5 a 2 mm de d.i..

Em contraste as colunas convencionais (2 a 5 mm d.i.) e as mi-
crocolunas (0,5 a2 mm d.i.), que normalmente utilizam tubos de aco
inox, o material utilizado para as colunas capilares e as nanocolunas é
basicamente silica fundida revestida com uma camada de poli-imida
ou outro polimero, sendo que algumas colunas com d.i. de 500 um sdo
feitas utilizando ago inox com camada interna de vidro. Os tubos de
silica fundida revestidos com poli-imida estéo disponiveis em vdrias
dimensdes e sdo flexiveis e inertes.'



842 Costa Silva et al.

Tabela 1. Nomenclatura da LC proposta por Ishii et al.,'”® Chevert ef al.'* e
Saito et al.”

Didmetro interno (mm) Vazio Nomenclatura

Proposta por Ishii

4,6 - HPLC convencional

1,5 - Semimicro-LC

0,46 - Micro-LC

0,15 - Ultramicro-LC

005202 - Colunas microcapilares
recheadas

0,006 a 0,06 - Coluna tubular aberta

Proposta por Chevert et al.'*

3,2a4,6 0,5 a2 mL min’ HPLC convencional
1,5a3,2 100 a 500 uL min™! HPLC microbore
0,5al,5 10 a 100 yL min’! Micro-LC
0,15 a0,5 1 a 10 puL min’ LC capilar
0,01 a0,15 10 a 1000 nL min™! Nano-LC

Proposta por Saito et al."

3as - HPLC convencional
<2 - Narrow-bore HPLC
0,5al - Micro-LC
0,1a0,5 - LC capilar
0,01 a0,1 - Nano-LC
0,005 a 0,05 - LC tubular aberta

LC: cromatografia liquida; HPLC: cromatografia liquida de ultraeficiéncia

INSTRUMENTACAO

Quando se trabalha com CLC, toda a instrumentacéo (convencio-
nal) deve ser redimensionada, celas de detec¢do, bombas, injetores,
conexdes, tubulacdes, assim como ocorre quando se trabalha com
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC - Ultra Performance
Liquid Chromatography). As amostras e fases méveis devem ser
filtradas para evitar entupimento no sistema cromatografico, assim
como na HPLC convencional.

Tubulagoes

Os tubos sdo utilizados para conectar as diferentes partes do
equipamento de CLC, sendo que eles contribuem linearmente para
o alargamento da banda cromatografica quanto ao comprimento e a
quarta poténcia quanto ao seu raio. Portanto, uma selecio adequada
da tubulagdo empregada € de extrema importancia para o bom funcio-
namento do sistema.'® Para colunas de 500 tm a 1 mm de d.i. podem
ser utilizadas tubulagdes de aco inox de 0,25 ou 0,125 mm de d.i..
Tubos de poli-éter-éter-cetona (PEEK) ou silica fundida tém sido
utilizados com mais frequéncia, principalmente em equipamentos
comerciais. Para uso de colunas com d.i. inferiores a 500 Wm, o uso
dos tubos deve ser evitado, sendo mais adequado conectar diretamente
a coluna ao detector e injetor."

Bombas

Com relagdo ao sistema de bombeamento, este deve fornecer
vazdes que variam desde nanolitros até microlitros por minuto. As
bombas mais atrativas sio as do tipo duplo pistdo reciprocante e as
do tipo seringa, sendo que a primeira € mais favordvel do que a se-
gunda devido ao rdpido equilibrio da vazao, facilidade na criagdo de
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gradiente e boa compensagéo da pressdo da coluna.”*?* Para vazdes
da ordem de 50 a 150 pL min’, as bombas reciprocante e seringa
estdo disponiveis comercialmente, incluindo dispositivos para for-
magao de gradientes bindrios, tercidrios ou quaterndrios. As vazdes
da ordem de nanolitros e microlitros por minuto para colunas com
d.i. inferiores a 500 um ndo podem ser obtidas por essas bombas.
Para essas vazdes podem-se utilizar sistemas de divisdo de fluxo
(splitters). A utilizacdo desses divisores possui desvantagens como,
por exemplo, a ndo diminui¢@o do consumo de fase mével. A bomba
de CLC bombeia liquidos na faixa de pL. por minuto.” Jd a UPLC,
que utiliza microcolunas (1-2 mm de d.i. recheadas com particulas
de diametros inferiores a 2 um), necessita de bombas que tenham a
capacidade de trabalhar a pressdes muito mais altas (da ordem de
100 MPa), também com erro absoluto baixo.**

Injetores

Os injetores empregados nos cromatdgrafos a liquido capilares de-
vem ser adaptados com relag@o aos dispositivos de inje¢ao utilizados
comercialmente para HPLC convencionais jd que, quando se utilizam
colunas com d.i. menores, os volumes de inje¢@o sdo reduzidos para
a ordem de nanolitros. Enquanto que a HPLC convencional utiliza
até 100 pL como volume de injecdo, em CLC o volume de injecdo €
menor que 60 nL.. Quando se trabalha com UPLC, o volume de injecao
de amostra também deve ser reduzido, evitando o espalhamento da
amostra e, consequentemente, o alargamento do pico cromatografico.
Por isto, os equipamentos de UPLC possuem uma faixa de volume
de injecdo de 0,1-50 pL.**

A maioria dos sistemas de injecdo de HPLC utiliza vélvulas
rotatdrias, tanto para injecdes manuais quanto para automatizadas,
sendo que nas injegdes manuais sdo empregadas vdlvulas de mi-
croinjecdo equipadas com uma alga de amostragem substituivel. As
inje¢des automatizadas na ordem de microlitros podem ser feitas
utilizando-se injetores automaticos disponiveis comercialmente e as
injecdes automatizadas na ordem de nanolitros requerem somente um
ajuste do injetor automdtico. E importante ressaltar que o volume de
amostra que deve ser injetado nas colunas utilizadas em CLC deve
ser proporcional ao quadrado do d.i. da coluna.® Pode-se encontrar
disponivel no mercado valvulas com volumes tipicos de 4 nL. Um
problema que ocorre com certa frequéncia quando se trabalha com
CLC ¢ uma perda na detectabilidade devido a inje¢do de pequenos
volumes ou massas. Na maioria das vezes esse problema pode ser
solucionado utilizando-se técnicas de focalizacdo on-column.*

Detectores

A maioria dos detectores utilizados na HPLC convencional
pode ser empregado na CLC, porém todos devem ser modificados
de modo que se adaptem ao baixo volume de inje¢do e da fase mo-
vel, evitando possiveis alargamentos da banda cromatogrifica.”’ O
volume da cela do detector deve ser diminuido com relagdo as celas
utilizadas na HPLC convencional. Enquanto que a HPLC conven-
cional frequentemente emprega celas de detec¢do com cerca de 8 a
10 puL, a CLC utiliza celas da ordem de nanolitros. Assim como na
cromatografia liquida convencional, sem divida, um dos detectores
mais utilizados em CLC € o detector de absorvancia no ultravioleta
(UV), devido a sua simplicidade e grande drea de aplicag@o. Para
prevenir efeitos de alargamento da banda cromatogréfica (mantendo
volumes de detec¢do na ordem de nanolitros), a detec¢do on-column
tem sido uma das opg¢des. Nesse modo, uma parte da coluna (sem
fase estaciondria) € usada como cela do detector.”® Porém, uma das
desvantagens do uso da detecgdo on-column é a baixa detectabilidade
devido ao pequeno caminho 6tico. Recentemente, a detec¢do por
espectrometria de massas (MS - Mass Spectrometry) tem chamado
atengdo quando se trabalha no campo da miniaturizagio,'” ja que ela
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pode ser facilmente acoplada com a instrumentagio da cromatografia
liquida capilar utilizando-se diferentes interfaces. O uso da MS € uma
ferramenta importante para resolver diferentes problemas analiticos
como identifica¢do de compostos, aumento de detectabilidade, re-
solu¢@o de problemas de coelui¢do, entre outros. A técnica de CLC
acoplada a um espectrometro de massas tem sido aplicada em diversas
areas, mas com grande destaque para a bioandlise, especialmente
na identificag¢@o de proteinas com elevada precisdo, quando muitas
proteinas estdo presentes na amostra.”? Como exemplo, Roland ef
al.*® desenvolveram e validaram um método para determinar tidis
presentes em aromas de vinhos, usando CLC-MS, sem a necessidade
de utilizar etapas de derivatizagao.

Detectores menos convencionais como o detector por espalhamento
de luz (ELSD - Evaporative Light Scattering Detector) também po-
dem ser utilizados em CLC. Este detector € empregado na detecgio
de analitos pouco voldteis e termicamente estdveis. De Andres er al.’!
descreveram um método para a determina¢do de aminas aromaticas
heterociclicas em amostras de urina humana com um cromatégrafo a
liquido capilar com detec¢@o por espalhamento de luz (CLC-ELSD).
Foram obtidas boas repetitividades das respostas, assim como alta de-
tectabilidade dos compostos estudados. Os detectores por condutividade
e eletroquimico, assim como em HPLC convencional, sio empregados
em CLC no modo de separacdo de troca idnica e sdo comercializados
pela Dionex® em equipamentos de cromatografia de fons capilar. A Ta-
bela 2 ilustra algumas aplicagdes da CLC usando diferentes detectores.

Tabela 2. Aplicacdes da CLC utilizando diferentes detectores

Detector Aplicacao Ref.
Por espalhamento de luz p

(ELSD) Farmacos 32
Fluorescéncia Hidrocarbonetos aromaticos 33
Amperostdtico — potencio- Fenol, o-clorofenol, 2,4 dimetilfenol 34

métrico (ASPEN)

Termoidnico (TID) o-Etil, 2-di-isopropilaminoetil fosfotioato 35

Eletroquimico Isdmeros de nitrofenol 36
Massas Cetamina e norcetamina 37
Ultravioleta Clorofenol 38

FASES MOVEIS E ESTACIONARIAS

Sem diivida, uma das grandes vantagens na utilizacdo das colunas
capilares € o menor consumo de fase mével. Em condicdes tipicas, a
vazao empregada em HPLC convencional € da ordem de 1 mL min™',
e em CLC a vazdo tipica € de 1 uL min! (1000 vezes menor). Um
laboratério que utiliza um HPLC convencional por 8 h tem um con-
sumo médio de 0,5 L de solvente, em contrapartida, se for utilizado
um CLC, o consumo pode ser de 0,5 mL de solvente.

A coluna cromatogrifica, mais especificamente o seu recheio,
a FE, € o componente de maior importancia para a realizacio das
separagdes cromatograficas. De nada adiantam excelentes detectores
e bombas de alta precisdo se a FE ndo for de boa qualidade. No inicio
do seu desenvolvimento, a eficiéncia das colunas de HPLC que utiliza-
vam recheio de particulas com tamanho irregulares era baixa, porém,
com o desenvolvimento das FE microparticuladas de silica porosa e
esférica, hd cerca de 35 anos, o poder de separacio e a eficiéncia das
colunas cromatograficas melhoraram significativamente.”” Muitos
esforgos tém sido feitos para o desenvolvimento de FE para CLC
com destaque para o aumento da estabilidade, resolucio, seletividade
e flexibilidade, principalmente, para acoplamento de cromatégrafos
com espectrometro de massas.
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Existem trés tipos bdsicos de colunas utilizadas em CLC: tubular
aberta, colunas recheadas com particulas e colunas monoliticas, sendo
estas tltimas desenvolvidas recentemente. E importante ressaltar que
as colunas recheadas com particulas utilizadas em CLC apresentam,
tipicamente, 10 vezes mais pratos que as colunas recheadas de HPLC
convencionais.* Esse fato pode ser explicado pela equagio de van
Deemter, a qual mostra que o alargamento de uma banda cromato-
gréfica € resultado de vdrios efeitos interdependentes: recheio da
coluna, difusdo do soluto e equilibrio entre FM e FE. Quanto menor
for o diametro da coluna, menor serd a contribui¢do de percursos
ndo ideais (feitos pelo analito através da coluna), aumentando-se a
eficiéncia da mesma.!”

Colunas tubulares abertas

Nas colunas tubulares abertas a parede capilar € apropriadamente
modificada com cadeias orgénicas através de ligagdes covalentes ou
por adsor¢do, que € a fase estaciondria. Knox e Gilbert*” demons-
traram que as colunas capilares tubulares abertas para LC com d.i.
variando entre 10-30 pm podem produzir eficiéncias comparaveis as
colunas recheadas. Jorgenson e Guthrie,*' em 1983, previram que as
colunas capilares tubulares abertas mais eficientes para LC seriam as
de aproximadamente 2 um de d.i. € 2 m de comprimento (podendo
alcancar 10° pratos).

Em teoria, as colunas capilares tubulares abertas podem apresen-
tar uma maior eficiéncia devido a grande permeabilidade da coluna
e a menor eficiéncia dos processos de dispersdo convectiva. Porém,
o diametro da coluna ideal deve ser inferior a 5 um.* As colunas
capilares tubulares abertas t€m menor capacidade de amostra, pois
a FE possui uma pequena drea superficial onde ocorre a interacio
analito-fase estaciondria. A injegdo de grandes quantidades de amostra
pode resultar em sobrecarga da coluna, causando assimetria do pico
e baixa eficiéncia.*#

Colunas recheadas com particulas

Apesar de existirem colunas recheadas com materiais poliméri-
cos para CLC, a silica € o suporte mais empregado devido a sua alta
estabilidade mecanico e a rigidez de suas particulas.

As colunas recheadas sio preparadas preenchendo-se o capilar
com particulas de silica modificada, frequentemente particulas de
3 a5 um, que sdo as mesmas empregadas em HPLC convencional.
Entretanto, particulas de tamanho menor (alguns fabricantes utilizam
1,8 um, enquanto outros utilizam 2 um) sdo empregadas com sucesso
em UPLC? e sdo também encontradas nas colunas recheadas para
CLC. Todas essas particulas de silica sdo preparadas pelo processo
sol-gel (PSG).»

A tecnologia sol-gel surgiu em meados de 1800, porém somente
foi utilizada um século depois por uma inddstria de vidros alema
(Schott Glass Company) que descobriu a viabilidade em se preparar
vidros através de reagdes controladas de hidrélise e policondensacio
de alc6xidos metdlicos.* No PSG ocorre a transi¢do de um sistema
liquido (sol) para uma fase de gel. Um sol € definido como uma
suspensdo coloidal de particulas sélidas (com dimensdes variando
entre 1 e 100 nm) estdvel em um liquido. Um gel pode ser definido
como um sistema formado pela estrutura rigida de particulas coloi-
dais que imobilizam fase liquida nos seus intersticios.*” O PSG tem
sido utilizado para o preparo de materiais com os mais diferentes
formatos e propriedades, sendo utilizado no preparo e deposi¢ao de
novos materiais sorventes para a aplicagdo nas técnicas de separacio
e preparo de amostras (Figura 1). Através do PSG, podem-se produzir
particulas de silica pura ou de silica hibrida (organico-inorgénica),
todas mesoporosas e esféricas. A silica pura utiliza tetraetoxissilano
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(TEOS) e a hibrida utiliza uma mistura de TEOS e metiltrietoxissi-
lano (MTEOS) ou similares em solventes apropriados, que contém
um agente porogénico. No caso das silicas hibridas, uma por¢ao das
hidroxilas € substituida por grupos metila ou etilenos e a concentragao
final de grupos silandis € menor, quando comparadas com as silicas
sol-gel preparadas somente a partir de TEOS. Apés modificagdo dos
hibridos com grupos C18 e posterior capeamento, a concentragdo
de grupos silanois residuais € bem inferior, o que leva a geracdo de
picos simétricos em uma separacido cromatografica de compostos
basicos.* Outra vantagem do nimero limitado de grupos silanois na
superficie de silica hibrida € a elevada estabilidade hidrolitica em pH
elevado, ja que os silanois que ndo reagiram sdo o ponto de partida
para a dissolucéo do suporte.*®

OCH; OCH;
| Hidrilise I

CHO—Si—OCH; + H,0 === HO—Si—OCH; . CH.0H
| etanol | ;
OCH; OCH;
OCH Hj CH3
| 3 C‘)CHK Condensacio ?C ?

Hw?ifocm ¥ HCk?i—ocH3

OCH; OCH; OCH;  OCH;

?CHJ ?CH3 Condensagio | |
cmo—ﬁi—ocm + HO—Si—OCH; CH,xO—?i—O—Ti—OCPls + CH;0H
|
OCH3 OCH; OCH;  OCHj

CH30—Si—O—Si—OCH; + HyO
|

OCH;  OCH;

Figura 1. Reagdes quimicas que ocorrem durante o processo sol-gel

As FE particuladas mais usadas em CLC sdo as quimicamente li-
gadas do tipo C8 e C18 (fase reversa), sendo que as particulas de poros
maiores, 300 A, sdo mais empregadas em andlises de biomoléculas,
especialmente no mapeamento de peptideos e sequenciamento de
proteinas. Atualmente existem no mercado vdrias op¢des de colunas
do tipo C8 e C18 para uso em nano-LC e CLC, principalmente com
particulas de 3 e 3,5 um. Também estao disponiveis particulas de
silica modificadas com antibidticos de glicopeptideos, ciclodextrinas
ou outros seletores quirais, as quais sdo aplicadas na separagdo de
compostos enantioméricos.

Uma das colunas capilares recheadas com particulas para uso
em CLC e nano-LC e disponivel comercialmente € a Zorbax Stable
Bond® C18 (Agilent Technologies). Ela possui uma FE C18 com
isopropila ou isobutila ligadas diretamente ao dtomo de silicio, co-
nhecida como fase estericamente protegida.*’ A tecnologia de inserir
grupos hidrofébicos e volumosos préximos a superficie da silica
permite que ela fique mais protegida principalmente em FM com pH
abaixo de 3, evitando a quebra das liga¢des do tipo silicio-carbono,
que sdo responsaveis por manter os grupos organicos imobilizados
na sua superficie. Outro tipo de FE disponivel para CLC € a Zorbax
Extend® C18, que possui uma FE sintetizada a partir da modificacdo
da silica cromatogréfica com agentes sililantes bidentados formados
por dois dtomos de silicio.*’ Estas fases sao denominadas bidentadas
por apresentarem um grupo propila ligado a dois dtomos de silicio do
agente sililante. Este tipo de FE possui a vantagem de ter uma esta-
bilidade quimica relativamente maior que as FE C18 convencionais,
em fases moveis agressivas com pH acima de 8.

Apesar da disponibilidade comercial de colunas capilares com
diferentes caracteristicas, a variedade de colunas ainda € bem menor
que para colunas analiticas, fazendo com que muitos pesquisadores
produzam suas proprias colunas capilares. O enchimento de colunas ou
tubos capilares pode ser feito mediante o uso de fluido supercritico® ou
através da técnica de suspensdo.* Nesta tltima técnica, uma suspensio
contendo a FE a ser recheada ¢ bombeada para dentro do capilar atra-
vés de um solvente, também chamado de solvente de pressurizagéo."
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Colunas monoliticas

O bom desempenho das colunas atuais € resultado da diminui¢ao
do tamanho das particulas. Paralelamente, ocorreu a diminui¢do das
dimensoes das colunas (diametro e comprimento). No entanto, as
colunas recheadas com materiais particulados alcangaram o limite
do seu desempenho, no que diz respeito ao seu uso nos equipamentos
de cromatografia liquida convencionais. O uso de particulas muito
pequenas restringe a passagem da fase movel pela coluna, o que
pode ocasionar queda na pressio do sistema cromatografico e, con-
sequentemente, em separagdes pouco eficientes. Para contornar esse
problema e permitir o uso de particulas com didmetros menores que 2
wm, foram desenvolvidos sistemas cromatograficos que possibilitam
separacoes a pressodes superiores (UPLC).?* Porém, uma alternativa
ao uso desses sistemas cromatograficos seria o uso de colunas mo-
noliticas, que podem ser utilizadas em cromatdgrafos convencionais,
equipados com bombas que operam em menores pressoes.

Um monolito € um meio continuo de separagdo (particula porosa
e tinica com dimensdes elevadas) e possui formato do molde no qual €
produzida, geralmente cilindrico. As fases monoliticas vém sido muito
utilizadas devido a facilidade de incorporagdo de diferentes grupos
durante o seu preparo.” Uma fase monolitica possui uma estrutura
s6lida com pequenos dominios e canais com tamanho elevado (da
ordem de micrometros) que geram grande permeabilidade e altas
eficiéncias quando utilizadas em colunas cromatograficas (Figura 2).%!
O formato desses canais oferece uma menor resisténcia a passagem
da fase mével, comparada aos materiais particulados utilizados nas
colunas convencionais. Pode-se com isso realizar andlises com vazoes
elevadas, sem perdas na eficiéncia de separagdo, além da reducdo
do tempo de andlise, o que € imprescindivel nos tempos modernos.

’/”/7/// //// . T

Figura 2. Esquema de uma fase estaciondria monolitica. Adaptado da ref. 51

Os primeiros trabalhos descrevendo o emprego de monolitos em
colunas capilares foram relatados em 1970, quando Ross e Jefferson®
desenvolveram a primeira aplicagdo de fases monoliticas. Eles utiliza-
ram poliuretana como fase estaciondria para GC e HPLC. Como essas
fases ndo se mostraram satisfatdrias, ja que em presenga de solventes
organicos elas intumesciam, foram abandonadas. Somente ao final de
1980 Hjertén et al.>® aplicaram géis de poliacrilamida de baixo grau
de entrecruzamento como fase estaciondria continua em separagoes
de proteinas por HPLC. Em 2000, Ishizuka et al.>* utilizaram a tecno-
logia do PSG para preparar monolitos de silica com grupos C18 para
serem utilizados como FE. A solucdo sol foi introduzida no interior
de um tubo capilar e, apés gelificagdo, o monolito foi derivatizado
com grupos C18. A estrutura formada apresentou elevada porosidade,
sendo que o desempenho cromatografico alcangado foi razodvel.

Podem-se classificar as fases monoliticas (quanto a natureza do
material) em duas categorias: *° baseadas em polimeros orginicos e
baseadas em silica. Os monolitos de polimeros sdo os mais empregados
em separacdes de biomoléculas, quando comparados com os materiais
baseados em silica. Isso ocorre devido as vantagens de se utilizar esses
materiais com maior facilidade e rapidez no preparo, entretanto eles
sofrem com problemas de dilatagiio na presenga de solventes organi-
cos, constituintes das FM para separaciio da maioria dos compostos
organicos. Por outro lado, os monolitos de silica sdo estdveis frente as
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fases moveis orgnicas e os poros de didmetros menores s30 mais tteis
para as separacdes de moléculas de menor massa molar.

Com relacdo a porosidade dos monolitos, pode-se mencionar que
as colunas monoliticas convencionais possuem porosidade em torno
de 80%, enquanto que as colunas monoliticas capilares apresentam
uma porosidade um pouco maior, de 90%. Para fins comparativos, em
uma coluna analitica recheada com particulas de silica-C18 de 5 um a
porosidade varia em torno de 40%. Com isso, as dreas superficiais de
colunas monoliticas sdo menores, quando comparadas com colunas
convencionais.®® Em se tratando de propriedades cromatogréficas,
pode-se afirmar que sdo similares as dos materiais particulados. Como
exemplo, a atividade silanofilica dos monolitos de silica é muito
similar, sendo em algumas ocasides até maior do que em colunas
recheadas. As colunas monoliticas apresentam eficiéncias similares
as colunas recheadas, porém, a grande vantagem € que elas podem ser
utilizadas em vazdes (no sistema cromatografico) seis vezes maiores,
sendo que as separacdes ficam significativamente mais rdpidas.>

A silica monolitica utilizada como suporte cromatografico para
HPLC € preparada no formato cilindrico, utilizando-se o PSG. Essas
fases ndo podem ser preparadas diretamente no interior das colunas
cromatograficas convencionais de ago inoxiddvel, devido ao fato que
na etapa de secagem o cilindro monolitico sofre um encolhimento,
se desligando das paredes da coluna.>® Jd os monolitos preparados no
interior de colunas capilares de silica fundida ndo apresentam esse
problema porque estas colunas recebem um pré-tratamento em sua
superficie interna, fazendo com que o monolito fique quimicamente
aderido a ela.

A popularizac¢do das fases monoliticas de silica iniciou-se em
2000, quando monolitos de silica foram disponibilizados no mercado.
Cerca de 95% das aplicacdes das colunas monoliticas de silica estdo
concentradas para HPLC, sendo recentemente aplicada para CLC e
para eletrocromatografia capilar.”’ Isso estd relacionado ao fato que
a preparagdo das fases estaciondrias monoliticas com dimensdes
convencionais (d.i. variando entre 2 a 5 mm) € diferente das colunas
com dimensdes reduzidas, como as capilares (didmetro inferior a 1
mm). Similarmente, colunas monoliticas poliméricas foram comer-
cializadas na mesma época, com ampla aplica¢do para biomoléculas.”

Colunas monoliticas de troca i0nica também foram preparadas
para aplicagdo em cromatografia de fons capilar. Suzuki et al.*®
introduziram brometo de cetiltrimetilamonio sobre um monolito
de silica para aplicacdo em cromatografia de fons capilar. Devido a
permeabilidade do monolito de silica, separagdes rapidas de cinco
anions foram obtidas com esta coluna a baixas pressdes. Além disso,
a estabilidade da coluna preparada foi aumentada pela adi¢ao de
pequenas quantidades de brometo de cetiltrimetilamonio no eluente.
Wieder e al.® apresentaram uma coluna capilar de troca idnica de poli
(glicildimetacrilato-co-divinilbenzeno) para a separagdo de nucleoti-
deos e oligonucleotideos. A introducdo dos grupos de troca anidnica
na superficie do monolito incluiu duas etapas: abertura do anel do
grupo epodxido pela dietilamina e a posterior alquilacdo da amina
tercidria para produzir uma funcionalidade de amonia quaterndria.
O aumento nos valores de pH da fase mével levou ao aumento na
retencao dos oligonucleotideos, revelando a forte interagdo eletrostd-
tica entre a FE de troca idnica e os oligonucleotideos desprotonados
em altos valores de pH.

Virias FE quirais baseadas em monolitos de silica também foram
desenvolvidas nos tdltimos anos. Chanknetadze ef al.* modificaram
um monolito de silica com amilase tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato)
para formar uma FE quiral para enantiosseparacdo em CLC. A FE
foi avaliada com 10 racematos selecionados, sendo obtida uma boa
separagdo. Separagdes rdpidas de 1,2,2,2-tetrafenil-etanol e 2,2-di-
hidroxi-6,6-dimetilbifenol foram alcangadas dentro de 1 min, devido
as propriedades hidrodinamicas favordveis do monolito de silica.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA COM INTERACOES
HIDROFILICAS

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase reversa (RP-
HPLC - Reversed-phase High Performance Liquid Chromatography)
¢ uma das técnicas analiticas de separa¢do mais utilizadas, com
vérias aplicagdes nos campos industrial, ambiental, farmacéutico,
entre outros.®!

Uma das limitagdes do uso da fase reversa € a baixa retencio
de moléculas polares. O uso de cromatografia liquida no modo fase
normal (NP-HPLC - Normal Phase High Performance Liquid Chro-
matography), na qual se empregam fases estaciondrias mais polares
que as fases moveis, pode solucionar essa limitacdo. No entanto,
a solubilidade de moléculas polares em fases mdveis apolares néo
aquosas € limitada, restringindo a aplicabilidade desta. Para minimizar
esse problema de solubilidade, Alpert® introduziu a cromatografia
com interacdes hidrofilicas (HILIC - Hydrophilic-Interaction Chro-
matography). A HILIC € uma modalidade de separacdo na qual sdo
empregadas FE mais polares do que em RP-HPLC e FM com pouco
contetido de dgua.®' A cromatografia com interacdo hidrofilica com-
bina os mecanismos de adsor¢do e particdo entre a FM e a FE.® A
alta polaridade da FE associada ao uso de uma FM contendo pouca
dgua induz a formacdo de uma camada de dgua difusa na superficie
da FE, estabelecendo equilibrios entre esta camada de dgua, a su-
perficie da FE e a FM.

A literatura tem também definido a HILIC como fase normal
aquosa (ANP - Aqueous Normal Phase).®' Entretanto, Pesek ¢ Ma-
tyska® propuseram uma distingdo entre estes dois modos de separa¢ao
baseados nos mecanismos de interag@o entre a FE e os solutos. Para
estes pesquisadores, algumas FE proporcionam maior retengio para
compostos hidrofilicos e, nestes casos, o0 modo de separagdo domi-
nante € a HILIC, enquanto outras FE combinam tanto as propriedades
de retencdo hidrofébica quanto hidrofilica e para estas FE, o modo
de separagdo € a ANP.

A HILIC ou a ANP podem ser empregadas para a separacao de
compostos polares ndo ionizados, uma vez que a FM consiste de uma
solugdo contendo altas proporgdes de solventes organicos, tipicamente
acetonitrila, podendo também ser usado metanol e acetona, e baixas
concentragdes de 4gua. Quando sdo separados compostos ionizdveis,
é necessdrio empregar tampdes nas composi¢des das FM, para evitar
variagdes nos tempos de reten¢do desses compostos, uma vez que
pequenas alteracdes nos valores de pH podem resultar em mudancgas
no fator de retencdo (k).

Uma das dreas que utiliza a HILIC € a de desenvolvimento
farmacéutico. Em 1998, Strege® utilizou a HILIC acoplada a um
espectrometro de massas para andlises de compostos naturais. Como
fase mével foram empregadas misturas de acetonitrila e 4gua, com e
sem uso de solugdo tampdo. Uma limitagdo desse trabalho foi que a
andlise de misturas de compostos polares desconhecidos ficou com-
prometida pela solubilidade dos analitos na solu¢cdo com composi¢ao
de solvente organico maior do que 60%.

A maioria das aplicagdes no modo HILIC ¢ realizada empre-
gando-se colunas particuladas. Porém, houve um aumento no uso
de HILIC com colunas monoliticas em CLC. Isso se deve ao fato de
que a maioria dos capilares usados em CLC sdo do tipo monolitico.*®
Randon et al*® prepararam uma coluna capilar monolitica baseada em
silica e a utilizaram com sucesso na separagao de cinco metilxantinas:
cafeina, teofilina, 7-hidroxietil-teofilina, teobromina e paraxantina,
com picos bem resolvidos. Lu et al.®® prepararam colunas monoliticas
baseadas na modificagdo quimica de carboximetil quitosana para se-
paracio de diferentes compostos polares dcidos utilizando como FM
uma mistura de 85% de acetonitrila contendo 30 mmol L' de tamp@o
fosfato (pH 5). A mistura foi separada com boa resolugdo entre os
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picos cromatograficos. Jandera ef al.®” prepararam colunas hibridas
particuladas (3 a 5 um) e colunas monoliticas de polimetacrilato
para uso em CLC. Essas colunas foram operadas no modo HILIC
na separa¢iao de uma mistura contendo acetona, benzeno, tolueno,
etilbenzeno, propilbenzeno, butilbenzeno e amilbenzeno (Figura
3). Com uso de uma mistura de 65% de acetonitrila, obteve-se boa
separagdo dos compostos da mistura em menos de 5 min. Ikegami et
al . analisaram carboidratos (glucose, maltose, maltotetraose, malto-
triose, maltopentaose e malto-heptaose) usando colunas monoliticas
capilares preparadas em laboratério, baseadas em silica modificada
utilizando o modo HILIC. A coluna de silica foi modificada com
(3-metacrilamidopropil)trietoxissilano, seguido de um recobrimen-
to polimérico com acrilamida. A coluna apresentou boa eficiéncia,
apresentando 14000 pratos m™ com velocidade linear de 7,6 mm s'.
Outras aplica¢des sdo sumarizadas na Tabela 3.

Resposta / mV

60% ACN, 13 pL/min

7 55%ACN, 13 pL/min

50% acn, 12 pL/min
1 2
3 4 S 6 7

0 5 1'0 1I5 20
Tempo / min

Figura 3. Separagdo de alquilbenzenos utilizando coluna hibrida capilar

(3 um d.i., L = 20 cm). FM: acetonitrila:dgua em diferentes concentragaes.

Detecgdo UV a 254 nm. Analitos: (1) acetona, (2) benzeno, (3) tolueno, (4)

etilbenzeno, (5) propilbenzeno, (6) butilbenzeno e (7) amilbenzeno. Adaptada

da ref. 67

ALGUMAS APLICACOES

A CLC pode ser aplicada a varios compostos em diferentes dreas
de aplicacdo, como farmacéutica e ambiental, entre outras. Como o
ndmero de colunas produzidas para CLC ainda € pequeno, comparado
com HPLC convencional, existe um nimero limitado de trabalhos des-
critos na literatura. Uma das principais areas em que a CLC tem sido
aplicada € o campo de protedmicas, especialmente no que diz respeito
ao mapeamento de peptideos e sequenciamento de proteinas.”" Luo
et al.” desenvolveram uma coluna capilar monolitica de silica (25
cm x 10 pm d.i.) para andlise de proteomas. A coluna foi preparada
com TEOS e octadeciltrietoxissilano e capeada posteriormente para
reduzir os silanéis residuais. As andlises foram reprodutiveis.

A separagdo de compostos quirais € um tema desafiador em
quimica analitica. No campo farmacéutico quase metade dos me-

Tabela 3. Algumas aplica¢des da HILIC em CLC

Quim. Nova

dicamentos em uso sdo quirais e o efeito farmacoldgico € restrito,
na maioria dos casos, a um dos enantidmeros. Meyring et al.”
prepararam colunas capilares a base de aminopropilsilica recobertas
com diferentes polissacarideos: 20% Chiralpak AD (amilose-tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) ou 16% Chiralpak AD + 4% Chiracel OD
(celulose-tris(4-metilbenzoato), e aplicaram na separacido dos
enantidmeros de talidomida e seus produtos de biotransformacao
(enantidmeros da cis-5"-hidréxitalidomida e da 5-hidroxitalidomida)
(Figura 4). A coluna Chiralpak AD com Chiracel OD apresentou
maior resolu¢@o dos picos em comparacdo com a coluna contendo
somente Chiralpak AD.

a
@ T —
s 0 20 40 60
14 5.2
b
3 6
2

c

0 20 40 60

Tempo / min

Figura 4. Separagdo de talidomida e seus produtos de biotransformagdo
em capilares recheados com aminopropilsilica recoberta com (a,b) 20%
Chiralpak AD e (c) 16% Chiralpak AD + 4% Chiracel OD. Dimensoes das
colunas: 30 cm, d.i. 100 um. FM: (a) MeOH/EtOH (75:25 v/v), (b,c) MeOH/
ACN (99:1 v/v); vazao: (a) 0.3 mL min”, (b, ¢) 0.2 mL min”, detec¢do a 230
nm. Compostos 2 e 6: enantiomeros de talidomida (2 = S(-), 6 = R(+)); 1 e
3: enantiomeros de cis-5 -hidroxitalidomida; 4 e 5: enantiomeros de 5-hi-
droxitalidomida. Adaptada da ref. 74

A CLC, assim como a nano-LC, tem sido aplicada com sucesso
em vdrias dreas, como nutri¢do e toxicologia, entre outras (Tabela 4).

Aplicacdo Preparo da coluna Fase Movel Ref.
Cf)r'npostos acidos, Copohmerlzag'ao de Qerlvadqs de betaina com ACN:H,O (60:40 v/v) 67
bésicos e neutros etileno dimetacrilato ?

Xantinas Monolitos de titdnia CH,CN:Tris 10 mmol L' pH 7,9 (95:5 v/v) 68
Carboidratos Monolitos de silica modificada com poliacrilamida CH,CN:H,0 (80:20 v/v) 66
Peptideos Monolitos de silica modificada com 4cido poliacrilico ACN:H,O (75:25) com 4cido férmico 0,2% 69

Gradiente de A e B
Oligonucleotideos Monolitos baseado em hidroximetacrilato A: 100 mmol L'' TEAA em H,0 70

B: 100 mmol L' TEAA em ACN
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Song et al.™ desenvolveram um método utilizando CLC para deter-
minacdo de histamina (amina envolvida em processos bioquimicos
de respostas imunoldgicas) em dgua e bebidas. Nesse experimento
foi utilizada uma coluna C18 de 75 um de d.i. e mistura de dgua e
acetonitrila como fase mdvel. Os limites de detec¢do encontrados
foram baixos (0,1 ng mL™).

Lubbad e Buchmeiser®® prepararam uma coluna polimérica
que utilizou um suporte baseado em tetrakis(4-vinilbenzil)silano
para separacio de uma mistura com analitos de baixa massa molar.
Nesse trabalho eles prepararam quatro tipos de colunas poliméricas
monoliticas, variando as condi¢des experimentais (concentragao de
monomeros e temperatura). Apds selecdo das melhores condi¢des
de preparo das colunas monoliticas os autores conseguiram separar
uma mistura de alquilbenzenos (Figura 5).

Gu et al.®' sintetizaram uma coluna monolitica polimérica baseada
na copolimerizacdo do dcido 11-acrilaminoundecanoico e dimetacri-
lato de etilenoglicol para CLC e caracterizaram a mesma para uma
posterior aplicagdo. A Figura 6a ilustra uma micrografia obtida por

2.000 4 3 4 5
1 2 (a)
3 g Y4 s
=4
«© (b)
é 1.000 4
2 (c)
0l (d)
0 3 6 9
Tempo (min)

Figura 5. Cromatogramas de uma mistura contendo aminas separadas em
coluna monolitica baseada na copolimerizagdo de dcido 11-acrilaminoun-
decanoico e dimetacrilato de etilenoglicol. Condi¢des cromatogrdficas: FM:
0,1% TFA:H,0, B: 0,1% TFA:ACN; T=25°C (a-c), 50 °C (d); detecgdo UV a
220 nm; inje¢do: 5 ng de cada analito. Identificagdo dos picos: (1) toluidina,
(2) 4-bromoanilina, (3) 2,3,4,5,6-pentafluoroanilina, (4) difenilamina, (5)
4-nitroanilina. Vazées: (a) 5 uL min’'; gradiente 5-100% B em 7 min; (b) 10 uL
min’'; gradiente 5-100% B em 7 min; (¢) 10 uL min’'; gradiente 5-100% B em
3,5 min; (d) 10 uL min’'; gradiente 5-100% B em 3,5 min. Adaptado da ref. 80

Tabela 4. Algumas aplicacdes variadas da cromatografia liquida capilar
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microscopia eletronica de varredura que mostra a caracterizagao
morfoldgica da fase estaciondria monolitica preparada. Essa coluna
foi aplicada com sucesso na separacéo de proteinas (Figura 6b).

Sinal (mV)

] 5 10 15 20 25 30 35
Tempo de retengdo (min)

Figura 6. (a) Micrografia da coluna monolitica polimérica preparada pela
copolimerizagdo de dcido 11-acrilaminoundecanoico com dimetacrilato de
etilenoglicol, (b) cromatograma obtido com coluna monolitica (30 cm x 100 um
d.i.) em CLC para separagdo de: (1) ribonuclease A, (2) citocroma c, (3) mio-
globina (0,3 mg mL"') em dgua. Detec¢do: UV a 214 nm. Adaptado da ref. 81

CONCLUSOES

A CLC apresenta inimeras vantagens, destacando-se o menor
consumo de fase mdvel, maior simplicidade no interfaceamento com
outras técnicas, facilidade em se utilizar programacio de tempera-
tura, entre outras. Apesar das vantagens que a CLC apresenta, ela
ainda ndo atingiu um grau de popularidade comparado com a HPLC
convencional. Isso se deve ao fato que desde a introducdo da croma-
tografia liquida quase nenhuma atencio foi dada a miniaturizagio

Analito Coluna Detector Fase Movel Ref.
uracil, naftaleno, fluoreno, C18 (I15cm x 75 um d.i.), UV (220, 254 nm) 0,1% TFA em H,0:ACN (90:10 v/v) 2
antraceno, fluoranteno dp =5 um
. . tamp3@o fosfato 25 mmol L
cafeina, fenol C8 (16 cm x 50 pum d.i.) UV (254 nm) pH 2,5/ ACN (98:2 v/v) 83
hidroquinona, catecol C18, (39-50 (Cim_"l g)opfn 150 pm d.i.), UV (235 nm) 0,1% TFA em 4gua e 0,1% 84
L=
. e troca idnica ASSA ¥
nitrato, nitrito, tiourea (3,5 cm x 50 um d.i.) UV (214 nm) 1 mmol L' KCI 85
. CI8 (23 cm x 75 um d.i.) 500 mmol L' C,H,NO,:H,0: MeOH
propranolol, terbutalina, alprenolol dp = 5um UV (205 nm), MS pH 4,5 (1:8:91 viv/v) 86
. gradiente de A e B A: H,0:MeOH
flavondis, flavanonas, glicosideos cis (ISO;IT; 31(1)10 wm d.i.) MS (92,5:7,5 v/v) com 0,1% CH,0, e solvente B: 87
p= oM ACN com 0,1% CH,0,
. -1
aminas aromdticas heterociclicas C8 (150 mm x 300 pm d.i) UV (250 e 265 nm) 30 mmol L CH,COONH, 88
d,=3um pH 4,5
penicilina, amoxicilina, oxacilina, C18 (150 mm x 500 pum d.i.) DAD (230 nm) gradiente de A a B A: H,0 com 0,01% 89

piperacilina d, =5 pm 100 A

TFA ¢ B: ACN com 0,01% TFA

dp: didmetro de particula; d.i.: didmetro interno
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desta técnica. Com o desenvolvimento de sistemas adequados de
deteccdo, especialmente os baseados em espectrometria de massas em
série e a redugdo dos custos, a CLC tende a se tornar mais popular,
apresentando a grande vantagem de requisitar menor quantidade de
FM e, como resultado, menos problemas de descarte. O desenvol-
vimento de novas fases estaciondrias também tem acelerado essa
popularizacdo da LC capilar.

Apesar dessas vantagens, existem algumas limitagdes a serem
superadas. Uma delas € a necessidade de instrumentagdo dedicada,
tornando-se necessdria a reduc¢do do tamanho da vélvula de injecdo,
cela de detecc@o e qualquer outro volume extra coluna, minimizando
perdas na resolugdo ocorridas pelo espalhamento da banda. Por outro
lado, estas redugdes resultam em um grande aumento na eficiéncia
de separagdo. Outro ponto a ser destacado € a baixa oferta de colunas
capilares no mercado, sendo que as colunas sdo restritas as fases mais
populares, como C18. Além disso, hd uma falta de similaridade entre
as colunas disponibilizadas pelos diferentes fabricantes (o que também
ocorre com as colunas de HPLC convencional). Como consequéncia
dos fatos descritos anteriormente, um nimero reduzido de aplicacdes
foi descrito até agora, com falta de aplicagdes a amostras reais.

Os prospectos para o futuro sdo mais animadores, com nova
instrumentacdo sendo disponibilizada e um nimero mais amplo de
colunas (com diversas FE) sendo colocadas no mercado. Certamente,
as diferentes dreas que podem utilizar a CLC, devido as suas vanta-
gens, adotardo a técnica.
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