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CAPILLARY ELECTROCHROMATOGRAPHY: CONTEXTUALIZATION, STATE-OF-THE-ART AND PERSPECTIVES.
Capillary electrochromatography (CEC) is a separation technique in which the mobile phase flow is based on the application of a

voltage across a packed capillary, which generates an electroosmotic flow that transports the analytes along the capillary toward

the detector. As it combines the separation mechanisms of high-performance liquid chromatography (HPLC) and of capillary
electrophoresis (CE), CEC can be considered a hybrid of HPLC and CE. This review presents some fundamental aspects of CEC
and is focused on the instrumental advances of the technique, such as column technology, operation modes and detection systems,
presenting recent papers on these topics and some applications and perspectives about CEC.
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INTRODUCAO

Os métodos de separacgio baseados em técnicas cromatograficas
e eletroforéticas tém sido empregados nas diversas dreas da ciéncia,
estando disponiveis em diferentes modos de operagdo e de arranjos
instrumentais. Estes métodos apresentam ampla aplicabilidade por
possibilitarem a separagdo de analitos muito semelhantes em ma-
trizes complexas, como farmacos, alimentos, amostras bioldgicas
e ambientais.

As separagdes por eletromigracio utilizam capilares de didmetro
interno reduzido e a aplicagdo de campos elétricos elevados que,
juntamente com eletrdlitos do tampdo e grupos idnicos presentes
no interior do capilar, promovem a migracao dos solutos. Estes sdo
separados de acordo com a velocidade de migracao diferencial, que
depende da carga e do tamanho do soluto. As separagdes por eletro-
migragao podem ser obtidas utilizando-se as técnicas eletroforéticas,
nas quais o mecanismo de separagdo se baseia exclusivamente na
migragdo diferencial de analitos idnicos ou ionizdveis, como a
eletroforese capilar (CE, Capillary Electrophoresis), e por meio de
técnicas que envolvem uma combinagio dos principios eletroforético
e cromatogréfico, denominadas técnicas eletrocromatograficas,' nas
quais analitos neutros também podem ser separados. As técnicas
eletrocromatograficas podem ser dividas segundo as que empregam
fases estaciondrias (FE) reais, como a eletrocromatografia capilar
(CEC, Capillary Electrochromatography) e a eletrocromatografia
planar (PCE, Planar Electrochromatography — sendo esta tltima
realizada em placas como as da cromatografia em camada delgada),
e aquelas que utilizam fases pseudo-estaciondrias, como a croma-
tografia eletrocinética micelar (MEKC, Micellar Electrokinetic
Chromatography) e a cromatografia eletrocinética em microemulsao
(MEEKC, Microemulsion Electrokinetic Chromatography).*

No caso da MEKC e MEEKC, as particulas que interagem com
os analitos sdo preparadas adicionando-se substancias, por exemplo,
tensoativos, a solucdo do eletrélito e estes aditivos podem estar na
forma de micelas (determinado arranjo termodinamico de moléculas
de tensoativos, acima da concentracdo micelar critica) ou de micro-
emulsdo, respectivamente. O material resultante consiste em uma
fase dispersa, que estd migrando no interior do capilar, por isso a
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denominagio de fase pseudo-estaciondria.>3

Na CEQC, as fases estaciondrias utilizadas podem ser as mesmas
empregadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, High-
performance Liquid Chromatography), ou com algumas modificacdes
que tém sido o objetivo de vdrios estudos publicados nos dltimos
anos.* As fases méveis (FM) utilizadas em CEC consistem de uma
mistura de um tampao aquoso com um ou mais solventes organicos,
como acetonitrila e metanol.’ As colunas de CEC sio fabricadas a
partir de capilares de silica fundida recorbertos com poliimida. Estes
podem ser recheados com particulas de fase estaciondria,® capilares
abertos, ou seja, um filme de FE recobrindo as paredes internas do
capilar’ ou capilares preenchidos por um leito continuo e poroso de
FE, denominados colunas monoliticas.® Os capilares empregados em
CEC sio, geralmente, de 40 a 90 cm de comprimento e didmetros
internos menores ou iguais a 100 um, a fim de minimizar o aqueci-
mento Joule.’

Em principio, a CEC pode ser descrita como uma técnica hibrida
da CE e da HPLC, devido a combinag¢do dos mecanismos de separa-
¢do envolvidos nas duas técnicas. A diferenca mais importante entre
CEC e HPLC esta no fato de que em HPLC, o fluxo da fase mével
¢é gerado por pressurizagdo, utilizando-se bombas de alta pressao, e
em CEC, a fase movel € forgada a eluir através do capilar por meio
da aplicagdo de um potencial elétrico. Este fendmeno € denominado
eletrosmose ou, mais comumente, fluxo eletrosmético. !

A Figura 1 mostra uma representacio esquemadtica dos sistemas
de HPLC (a), CE (b) e CEC (c).

Para que o fluxo eletrosmético seja gerado, além do potencial
elétrico aplicado, sdo necessdrios grupos idnicos no interior do
capilar e eletrdlitos presentes na FM.! O fluxo eletrosmético apre-
senta um perfil de velocidade linear praticamente planar, ou seja, as
componentes da velocidade eletrosmética dos analitos em diferentes
regides do capilar sdo iguais, enquanto o fluxo pressurizado apresenta
um perfil parabdlico ou laminar e os analitos no centro do capilar
migram mais rapidamente que aqueles préximos a parede do tubo,
causando alargamento do pico, diminuindo assim a eficiéncia da
separagdo. No caso de capilares recheados, a eficiéncia também ¢é
menor quando se utiliza fluxo pressurizado, pois a velocidade sera
maior nas regides nas quais ha menos particulas de fase estaciondria;
ja o fluxo eletrosmético mantém os analitos em bandas estreitas,'*!!
conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 1. Representagdo esquemdtica dos sistemas de a) HPLC, b) CE e
¢) CEC
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Figura 2. Perfil do fluxo pressurizado e do fluxo eletrosmdtico no interior de
um capilar recheado. Adaptado da ref. 11

Assim como em CE, a CEC permite andlises com baixo consumo
de solvente e de amostra, e em intervalos de tempo muito curtos,
sendo uma técnica com grande potencial de miniaturiza¢do.'” As
andlises por CEC podem ser feitas em equipamentos especificos ou
em equipamentos de CE, com algumas adaptagdes, por exemplo, a
pressurizacdo nos reservatdrios de tampao para evitar bolhas dentro
da coluna capilar, ou ainda em sistemas totalmente desenvolvidos em
laboratério.'*!> Em geral, a CEC apresenta maior seletividade que a
CE, devido ao emprego de fases estaciondrias no interior do capilar. As
eficiéncias alcangadas em CEC sdo maiores que em HPLC, podendo
chegar a centenas de milhares de pratos por metro, proporcionadas
pelo perfil planar do fluxo eletrosmético. Finalmente, a combinagado
dos mecanismos eletroforético e cromatografico permite separar
componentes de determinadas amostras que ndo poderiam ser sepa-
rados por outras técnicas.?

Enquanto a CE e as demais técnicas eletroforéticas sdo empre-
gadas somente na separacdo de compostos carregados, as técnicas
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eletrocromatograficas tém a sua principal aplicagdo na separagdo de
compostos neutros, ja que envolvem interacdes entre os analitos e as
fases estaciondrias ou pseudo-estaciondrias. No entanto, compostos
carregados também podem ser analisados pelas técnicas eletrocro-
matograficas e algumas aplicagdes incluem a separagdo simultanea
de compostos neutros, catidnicos e anidnicos por CEC.316

HISTORICO

Os primeiros experimentos envolvendo a aplicac@o de potencial
elétrico em sistemas cromatograficos foram feitos em 1974, quando
Pretorius ef al.'” mostraram que uma diferenga de potencial, ao invés
de pressdo, poderia ser usada para bombear a fase moével através de
uma coluna recheada com microparticulas de silica. Entretanto, devi-
do a dissipacdo deficiente do calor em colunas com didmetro interno
grande, s6 poderiam ser aplicados campos elétricos fracos, resultando
em fluxo eletrosmético lento e andlises demoradas.

No mesmo trabalho, foi introduzido um novo conceito de croma-
tografia em camada delgada, que hoje € a eletrocromatografia planar,
citada anteriormente, em que o solvente € arrastado sobre a placa que
contém a fase estaciondria por meio de uma diferencga de potencial e
ndo apenas por capilaridade, tornando a andlise mais rapida."’

A primeira separa¢do empregando CEC foi feita por Jorgenson
e Lukacs,'® em 1981, utilizando eletrodos de grafite e tensdo de 30
kV aplicada a um capilar de 170 pm de d.i., recheado com parti-
culas de silica Partisil-10 ODS-2. Utilizou-se detec¢do on-column
por fluorescéncia e os analitos separados foram 9-metilantraceno e
perileno, com eficiéncias de 31000 e 23000 pratos m™, respectiva-
mente. A utilizacdo de capilares possibilitou uma dissipagdo rapida
do calor gerado por aquecimento Joule, permitindo a aplicagdo de
tensdes elevadas e a obtengdo de separacdes eficientes e em tempos
relativamente curtos.

Posteriormente, Knox e Grant, publicaram dois trabalhos'*? nos
quais estudaram alguns aspectos fundamentais da CEC, como o perfil
do fluxo eletrosmético, a sua relagdo com o diametro das particulas
da FE e a necessidade de diminuir o didmetro interno dos capilares
para evitar o aquecimento Joule. Os autores mostraram que € possivel
obter separagdes mais eficientes, em uma mesma coluna, utilizando
fluxos gerados eletricamente ao invés de fluxos pressurizados. A
partir destes trabalhos, pdde-se notar um aumento significativo das
pesquisas em CEC, como previsto pelos préprios autores. '

ESTADO DA ARTE

Verifica-se a partir de publicagdes recentes que a CEC ainda estd
em fase de desenvolvimento. A maioria dos artigos encontrados na
literatura descreve os desenvolvimentos da metodologia e da tecno-
logia, como os diversos tipos de colunas e de fases estaciondrias, as
adaptacdes para os modos de operagdo e o acoplamento com diver-
sos sistemas de detec¢do. No entanto, sdo poucos os trabalhos que
empregam a técnica simplesmente como uma ferramenta analitica,
para a separagdo de amostras.

Tecnologia de coluna

A coluna € a parte mais importante do sistema de CEC e o seu
desenvolvimento tem sido o foco de vdrias pesquisas recentes. Al-
guns artigos descrevem os procedimentos de preparacido de novas
colunas e outros apenas as melhorias nos processos de confec¢io
das ja existentes.

As colunas utilizadas em CEC sio classificadas em trés tipos:
recheadas com particulas de fase estaciondria, monoliticas e capilares
abertas (open tubular capillary columns).
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Colunas recheadas com particulas de fase estaciondria

As colunas recheadas tém sido as mais empregadas em CEC desde
as primeiras aplicagdes da técnica e consistem de capilares recheados
com particulas de silica com didmetros de 1,5 a 5 um e quimicamente
modificadas. Porém, em CEC as fases estaciondrias ndo sdo capeadas
ou apresentam grupos idnicos, como alquil-sulfonatos, adsorvidos ou
ligados a superficie da silica.'®?! Assim como em HPLC, existe dis-
ponivel comercialmente uma grande variedade de silicas modificadas
que podem ser utilizadas como fases estaciondrias em CEC, permitin-
do diferentes mecanismos de separagdo, como interacdo hidrofilica
ou hidrofébica, troca idnica e bioafinidade.* Outra vantagem das
colunas recheadas € a elevada capacidade de amostra proporcionada
pela grande area superficial do suporte cromatografico.

Apesar da versatilidade das diferentes fases estaciondrias, o bom
desempenho e a reprodutibilidade das colunas recheadas dependem do
procedimento e da qualidade dos materiais utilizados no seu preparo.’
As colunas com recheios deficientes podem apresentar separagdes
com baixa eficiéncia, pouca resoluc@o e picos assimétricos.’ Devido
ao processo de enchimento, as colunas capilares recheadas t€m custo
elevado, sdo frageis, a sua vida util € limitada e, frequentemente,
apresentam problemas de reprodutibilidade.’

Virios métodos podem ser usados para o enchimento de colunas
em CEC.*° O mais empregado consiste no enchimento por pressu-
rizagdo de suspensdes contendo as particulas de fase estaciondria e
um solvente adequado, conhecido como enchimento por suspensao
a alta pressdo.” Alguns métodos utilizam CO, supercritico como
meio de transporte, outros utilizam enchimento eletrocinético ou por
sedimentagdo (forgas gravitacional ou centripeta).’

Maloney e Col6n’ compararam quatro métodos diferentes de
enchimento em CEC, utilizando capilares de 50 ym de d.i. e par-
ticulas de 3 pm Spherisorb C18 e Hypersil CEC C18. Os métodos
comparados foram de enchimento por suspensdo a alta pressdo, com
CO, supercritico, enchimento eletrocinético e enchimento por forga
centripeta. Todos os procedimentos foram feitos pelo mesmo indi-
viduo para minimizar as fontes de erros. As andlises por CEC foram
realizadas em um sistema desenvolvido em laboratério, utilizando-se
deteccdo on-column na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis). As
colunas foram avaliadas por meio da separacdo de uma mistura teste
contendo tiouréia, alcool benzilico, tolueno, etilbenzeno, bifenil, di-
metilnaftaleno e amilbenzeno. Os autores concluiram que os métodos
avaliados foram capazes de produzirem colunas com desempenhos
semelhantes e satisfatorios, e que a experiéncia, adquirida com muita
prética e com o tempo, € fator determinante no preparo de colunas
eficientes e reprodutiveis. Das técnicas avaliadas, a suspensdo a alta
pressdo € a que estd melhor estabelecida, € relativamente facil de
operar e requer poucas exigéncias, com exceg¢ao de solvente adequado
para o preparo da suspensdo.

Além do processo de enchimento das colunas, € necessario con-
feccionar os filtros, que sdo utilizados para manter a fase estaciondria
no interior do capilar. Infelizmente, a fabricacéo destes filtros ndo é
reprodutivel, provocando variagdes no desempenho das colunas.?? Um
outro problema estd relacionado a fragilidade do capilar na posi¢ao do
filtro, pois para a sua confec¢ao € preciso remover parte da poliimida
que recobre o capilar.”?

O método convencional de fabricaco dos filtros envolve a sinte-
rizagdo térmica da silica ou de uma se¢io do material de recheio, nas
duas extremidades do capilar.”> Outros métodos utilizam a polimeriza-
¢do de silicatos ou fotopolimeriza¢@o na regido do ultravioleta (UV)
de uma solugdo contendo mondmeros adequados.” Devido as altas
temperaturas e a irradia¢do utilizada nestes métodos, as proprieda-
des da superficie dos filtros e do material de recheio préximo a eles
sdo diferentes das propriedades do material no restante do recheio.
Esta diferenca gera uma descontinuidade no fluxo eletrosmético ao
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longo dos filtros.?? Esta variagio no fluxo é apontada como uma das
principais causas da formagao de bolhas em CEC.?> As bolhas tornam
o fluxo eletrosmético instdvel, provocando a quebra da corrente em
CEC e, consequentemente, perda da andlise.”

Buscando minimizar este problema de formacao de bolhas, varias
alternativas tém sido propostas, entre elas a aplicacdo de pequena
pressdo no capilar, a desgaseificagio da fase mével,*? o uso de baixas
concentracdes de tampao ou de baixas temperaturas,’” o desenvolvi-
mento de diferentes métodos de fabricagdo dos filtros® e até a ndo
utiliza¢do dos mesmos.*

Oguri et al.® apresentaram, recentemente, um novo método de
fabricacdo de filtros a partir de microparticulas magnéticas (MMP)
a base de ferrita. Por meio de testes de estabilidade fisica e quimica
e de desempenho da coluna, concluiram que as colunas contendo
os novos filtros se apresentaram tdo estdveis e eficientes quanto as
colunas disponiveis comercialmente, que contém filtros sinteriza-
dos. Além disso, os filtros de MMP nao promoveram a formagdo
de bolhas e ndo afetaram o fluxo eletrosmético. De acordo com os
autores, a principal vantagem dos novos filtros € a possibilidade de
se utilizar diferentes materiais para rechear colunas, inclusive os
mais frageis, dificeis de serem empregados como recheio, devido
aos problemas oriundos dos métodos convencionais de fabrica¢do
dos filtros,” como alteragio das propriedades dos materiais proxi-
mos ao filtro e degradacdo ocasionada pelas altas temperaturas ou
pela radiagdo UV.

Alguns métodos de confec¢do de colunas recheadas sem os
filtros para CEC vém sendo desenvolvidos com base na redugdo do
diametro do capilar na forma de um afunilamento em apenas uma ou
em ambas as extremidades.?? No trabalho mais recente sobre estes
métodos, Chen et al.** descreveram o preparo de uma coluna recheada
com didmetro reduzido nas duas extremidades do capilar. Os autores
avaliaram o desempenho desta coluna na separagido de uma mistura
de triazinas por CEC acoplada ao espectrometro de massas (CEC-
MS) com ionizacdo por eletronebulizagdo, e compararam com 0s
resultados obtidos utilizando-se uma coluna com didmetro reduzido
em apenas uma extremidade. Verificaram que o sistema CEC-MS
contendo a coluna com didmetro reduzido nas duas extremidades
apresentou uma diminui¢ao no volume morto em relacio ao sistema
CEC-MS com uma coluna com didmetro reduzido em apenas uma
extremidade. Outra vantagem da redu¢do do diametro nas duas
extremidades € que, mesmo ap0s vdrias andlises, as particulas per-
maneceram no interior da coluna, ao contrario do que foi observado
para a coluna com diadmetro reduzido em apenas uma extremidade.
Nenhuma das colunas apresentou a formagdo de bolhas durante as
andlises. Além dessas vantagens, os autores obtiveram alta reprodu-
tibilidade nas andlises com a coluna com diametro reduzido nas duas
extremidades, e apontaram este tipo de coluna como uma alternativa
atraente para as aplicacoes em CEC-MS.*

Além destes novos formatos das colunas capilares que dispen-
sam o uso dos filtros, uma alternativa para CEC € o uso das colunas
monoliticas e das capilares abertas.

Colunas monoliticas

As colunas monoliticas consistem de capilares recheados com
um leito continuo de fase estaciondria, altamente poroso e contendo
uma rede de canais interconectados, pelos quais passa a fase mével.
Em geral, os monolitos apresentam dois tamanhos de poros,* os
macroporos, cujos didmetros variam entre 2 a 50 nm, e 0s mesopo-
ros que apresentam didmetros de até 2 nm. As fases estaciondrias
monoliticas tiveram a sua primeira aplicagdo no inicio da década
de 70, com Ross e Jefferson.”> Contudo, os interesses pelos meios
continuos de separacio foram despertados somente a partir de 1989,
quando Hjertén et al.*® empregaram géis de poliacrilamida com baixo
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grau de entrecruzamento como fase estaciondria para a separagao de
proteinas por HPLC.

A aplicacdo de fases estaciondrias monoliticas em CEC surgiu
como uma alternativa as colunas recheadas e a sua principal vantagem
é que, devido a estrutura continua dos monolitos e a possibilidade
de estarem aderidos a parede do capilar, ndo existe a necessidade de
filtros para manter a fase estaciondria no interior da coluna.”” Outra
vantagem € que as fases monoliticas podem ser preparadas in sifu,
ou seja, no interior do capilar, sendo este procedimento relativa-
mente mais ficil que os métodos convencionais de enchimento das
colunas recheadas.”® Além da maior facilidade, o procedimento de
obtencdo dos monolitos permite a incorporagdo de diferentes grupos,
tornando possivel o preparo de fases estaciondrias especificas para
um determinado tipo de separacdo e com nivel desejado do fluxo
eletrosmotico, de acordo com a quantidade de cargas na superficie.?®
Pode-se ainda otimizar a porosidade e a drea superficial das fases
monoliticas ajustando-se a concentracio dos agentes porogénicos, o
que proporciona maior capacidade de amostra.”

As fases estaciondrias monoliticas podem ser divididas em duas
categorias, de acordo com a natureza do material: monolitos de silica
e monolitos a base de polimero organico.

Os monolitos de silica podem ser preparados por trés métodos
diferentes, incluindo fusdo/sinterizag@o das particulas de silica; entre-
cruzamento das particulas no interior do capilar por processo sol-gel
e, polimerizacdo de um reagente alcoxissilano utilizando o processo
sol-gel.”” Dentre estes métodos, o dltimo € o mais utilizado.*

Uma nova coluna monolitica a base de silica contendo grupos
fenil foi obtida por Yan et al.,* empregando co-condensagdo in situ
de tetraetoxissilano (TEOS) com feniltrietoxissilano (PTES) por meio
de processo sol-gel envolvendo duas etapas. A coluna contendo os
grupos fenil foi testada na separa¢ao de compostos neutros e basicos e
apresentou altas eficiéncias e reprodutibilidade, além de um aumento
na simetria dos picos dos compostos basicos que, na maioria das
fases-reversas, apresentam alargamento, devido a interacdo com os
grupos silandis residuais.

Recentemente, Zhang et al.*' publicaram um trabalho que consis-
tiu no preparo de colunas monoliticas a base de silica, empregando o
processo sol-gel com a polimerizagdo in situ, iniciada por radiagdo
gama que gera radicais a partir do mondmero. As colunas preparadas
foram avaliadas com sucesso nas separagdes de compostos neutros por
CEC e por micro-HPLC, mostrando que a radiacdo gama € uma alter-
nativa bastante viavel aos tradicionais métodos de polimerizagao.

Os monolitos a base de polimeros organicos sdo obtidos por
reacdo de polimerizacdo em uma etapa, geralmente iniciada termi-
camente ou por irradiacdo na regido do UV, a partir de uma solucéo
contendo mondmeros funcionais, que determinardo a polaridade
resultante do monolito, um agente de entrecruzamento, um iniciador
e uma mistura de solventes porogénicos. A formagdo dos poros du-
rante a polimerizagao depende da escolha do solvente porogénico, da
temperatura e da quantidade do agente de entrecruzamento.*

As fases monoliticas poliméricas mais empregadas sdo a base de
poliestireno, poliacrilamidas e principalmente de polimetacrilatos que
apresentam maior variedade de mondmeros funcionais e facilidade
de derivatizagdo apds a polimerizagdo.***

Em 2007, Lin et al.*® prepararam colunas monoliticas poliméricas
porosas de polimetacrilato por polimerizagdo in situ de metacrilato
de octadecil (OMA), metacrilato de 3-sulfopropila (SPMA) e dime-
tacrilato de etileno (EDMA), utilizando a mistura cicloexanol/1,4-
butadienol como solventes porogénicos. O objetivo foi preparar
um monolito com grupos de carater hidrofébico, devido ao OMA,
e grupos hidrofilicos proporcionados pelo SPMA que também ¢é
responsdvel pela carga necessdria para gerar o fluxo eletrosmético.
A vantagem do monolito contendo diferentes grupos funcionais € a
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maior facilidade de separacdo de solutos polares e i0nicos em rela-
¢do as fases reversas comuns. Os autores avaliaram o desempenho
dos monolitos na separagdo, por CEC pressurizada, de compostos
neutros de diferentes graus de hidrofobicidade e de compostos
polares carregados. Eles concluiram que os monolitos contendo
ligantes octadecil e grupos sulfonatos apresentam comportamento
de reteng@o tipico de fases reversas frente aos compostos apolares e
mecanismos de reten¢do por interacéo hidrofilica e troca idnica em
relagd@o aos analitos polares. A combinacio destes mecanismos com
aalta velocidade do fluxo eletrosmético permitiu realizar separagdes
rapidas e com eficiéncias elevadas.’

Os monolitos poliméricos estdo sendo mais utilizados em CEC
que os monolitos de silica, devido a maior facilidade e rapidez no
preparo e por serem mais estdveis, robustos e apresentarem maior
tempo de vida.**

Colunas capilares abertas

As colunas capilares abertas sdo produzidas a partir do recobri-
mento das paredes do capilar de silica com um filme fino de fase
estaciondria. Este tipo de coluna ¢ mais facil de se preparar que as
colunas recheadas, dispensa o uso dos filtros para manter a fase es-
taciondria no interior do capilar e permite andlises mais rapidas, pois
h4 melhor dissipag¢do do calor, quando sdo aplicadas tensdes mais
elevadas. Entretanto, estas colunas apresentam menor capacidade de
amostra que as colunas recheadas e as monoliticas, devido a menor
razdo drea e volume.”’

As fases estaciondrias empregadas nas colunas capilares
abertas sdo classificadas em quatro tipos:* quimicamente ligadas,
fisicamente ou dinamicamente adsorvidas, a base de polimeros
organicos e, revestidas por processo sol-gel. As fases quimicamente
ligadas envolvem a ligacdo de grupos organicos a superficie da
silica por meio de reagdes de silanizag¢do ou hidrossililacao.* As
fases estaciondrias adsorvidas utilizam interacdes eletrostdticas
entre a superficie da silica e o ligante (por ex., surfactantes).* Os
dois ultimos tipos de colunas capilares abertas envolvem processos
de polimerizacdo durante o preparo da coluna; nas fases a base
de polimeros, utilizam-se mondmeros orginicos***! e nas fases
revestidas por processo sol-gel sdo empregados os alcoxidos.**#
Ambos os processos utilizam os mesmos métodos de preparo das
colunas monoliticas, descritos anteriormente, exceto pelo fato que
nos capilares abertos o processo € limitado a cobertura somente
da parede do capilar por uma camada fina e porosa do material, ao
invés de um meio continuo que ocupa todo o capilar.

As colunas capilares abertas contendo uma camada porosa de
fase estaciondria na superficie do capilar sdo chamadas de colunas
capilares abertas de camada porosa (porous layer open tubular) e
apresentam maior capacidade de amostra e de retencio que as demais
colunas capilares abertas. Contudo, a sua capacidade de amostra ainda
é menor que a das colunas recheadas e monoliticas.*

Uma coluna aberta de camada porosa com proteina ligada (pro-
tein-bonded) foi preparada por Huang er al.*" utilizando polimerizagéo
in situ de metacrilato de 2-hidroxietila e 2-vinil-4,4-dimetilazilactona
na presenga de 1-decanol como solvente porogénico. Antes da polime-
rizacdo, foi feita a silanizacdo do capilar de silica fundida com
3-metacriloxipropiltrimetoxissilano (MAPS). A partir da azilactona
presente na camada porosa foi possivel fazer a ligacdo de albumina de
soro bovino (BSA) a superficie do polimero. Esta coluna apresentou
boa resolucdo na separacdo de trés aminodcidos por CEC, devido aos
sitios de interacdo fornecidos pelas proteinas ligadas ao polimero.
As principais vantagens deste tipo de coluna sdo a facilidade de pre-
paracdo e a maior area superficial fornecida pela camada polimérica
porosa. As colunas deste tipo podem ser empregadas para investigar
a interagdo entre farmacos e proteinas.*’
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Fases estacionarias

A maioria das fases estaciondrias desenvolvidas para CEC baseia-
se nas fases empregadas em HPLC, principalmente nas do tipo fase
reversa e troca idnica.* Entretanto, as fases reversas quando utilizadas
em CEC apresentam algumas limita¢des, sendo a mais importante
delas a protonacio dos silandis da silica em pH abaixo de 3, o que
provoca uma diminuicéo do fluxo eletrosmético, tornando as andli-
ses lentas. Outra limitacdo € que os analitos carregados podem ser
fortemente retidos nas fases reversas. Para a andlise de moléculas
pequenas carregadas, as fases estaciondrias do tipo troca idnica sdo
adequadas, no entanto, para a separagao de biomoléculas carregadas
elas ndo sdo muito seletivas, por ndo apresentarem uma cadeia longa
de carbonos para que possa interagir com a cadeia da biomolécula.*
Uma alternativa para este tipo de andlise sdo as fases estaciondrias de
modo misto, que combinam grupos idnicos e cadeias hidrofébicas no
mesmo suporte cromatogréfico, e ainda mantém o fluxo eletrosmético
alto, em uma faixa ampla de pH. Estas fases podem ser obtidas na
forma de particulas ou de monolitos.'**® Dois exemplos de colunas
monoliticas preparadas com fases de modo misto podem ser encon-
trados nos trabalhos de Adu ef al.'® e Lin et al..’

Os polimeros de impressao molecular (MIP, moleculary im-
printed polymers) também estdo sendo bastante empregados em
CEC.#¢ Sdo preparados por meio da impressdao de uma molécula
modelo em uma matriz polimérica e apresentam alta seletividade,
com sitios de reconhecimento especifico, boa estabilidade fisica e
quimica e facil preparagdo.*’ Zheng et al.’ prepararam uma coluna
monolitica impressa para CEC utilizando como molécula modelo o
tetrapeptideo YPLG (Tyr-Pro-Ley-Gly), e aplicaram esta coluna no
reconhecimento seletivo de oxitocina. A coluna foi testada na anali-
se de uma mistura contendo a oxiticina e outros tipos de proteinas,
sendo que o composto de interesse ficou mais retido que as demais
biomoléculas, demonstrando o reconhecimento altamente seletivo
do monolito impresso para a oxitocina.

A separacdo de enantidmeros vem sendo bastante explorada
em CEC e, neste contexto, diversas pesquisas estdo direcionadas
para o desenvolvimento de fases estaciondrias quirais. Na literatura,
encontram-se trabalhos sobre fases estaciondrias quirais contidas
nos trés tipos de colunas empregados em CEC: nas colunas mono-
liticas,* nos capilares recheados com particulas®*? e nas colunas
capilares abertas.”

Em geral, o desenvolvimento de novas fases estaciondrias para
CEC baseia-se em trés principios, um deles € a capacidade da fase
em gerar fluxos eletrosmoéticos mais altos e mais estdveis; o segundo
é o desempenho da coluna preparada com a nova fase, incluindo a
seletividade para diferentes tipos de compostos, a estabilidade e a
eficiéncia; e o terceiro € o preparo da coluna, que deve ser simples,
rapido, reprodutivel e resultar em colunas de boa qualidade.**

Modos de operacao

As andlises por CEC podem ser feitas utilizando-se diferentes
modos de operag@o, como isocratico, em que a composicao da fase
movel é mantida constante durante toda a andlise, ou por gradiente,
no qual a composicio da fase mével vai sendo alterada ao longo da
andlise, para que se obtenham melhores resolugdes e, na maioria das
vezes, andlises mais rdpidas.

A instrumenta¢do de CEC para eluicio em modo isocrdtico €
relativamente simples, podendo-se utilizar os equipamentos de CE
disponiveis.*® Os equipamentos disponiveis comercialmente para
CEC s@o os mesmos de CE com modificagdes que permitem o uso de
pressurizacdo nos reservatorios de entrada e saida, apenas para evitar
a formacgdo de bolhas e ndo para impulsionar o solvente.
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Em HPLC, o uso de gradiente resolveu os problemas de amostras
complexas, contendo analitos com ampla faixa de retengdo, cujas
andlises em modo isocrdtico eram muito lentas, com baixa resolucéo
para os analitos com retenc¢des proximas e resolug¢des desnecessarias
para os analitos com retengdes maiores. Este mesmo principio foi
aplicado em CEC, com sucesso. No entanto, a eluicao por gradiente
em CEC, ao contrario do modo isocratico, € dificil de ser executada
com a instrumentagdo de CE, sendo necessdrias adaptacdes ou uso
de sistemas feitos em laboratdrio.

O método mais simples de eluicdo por gradiente em CEC e
mais facil de ser adaptado aos instrumentos comerciais € chamado
gradiente-por-etapa (step-gradient), utilizado pela primeira vez por
Euerby et al." para separar uma mistura teste contendo diuréticos.
Neste método, a separacdo € feita utilizando-se diferentes reservato-
rios de entrada e saida, contendo a fase mével em ordem crescente de
forca cromatogréfica e o fluxo do eluente € interrompido a cada troca
de fase mével.’” Uma desvantagem deste método € o maior desgaste
do capilar, ocasionado pela sua movimentacdo a cada troca de fase
movel, diminuindo seu tempo de vida.

Apesar deste tipo de gradiente ser util em algumas aplicagdes,
o uso de gradiente continuo, além de ndo causar muito desgaste ao
capilar, resulta em separagdes mais eficientes. O gradiente continuo
em CEC geralmente € obtido por dois métodos. Um deles emprega o
sistema de bombas usado em HPLC e o outro utiliza 0 bombeamento
elestrosmotico a partir de dois reservatdrios distintos de solvente.'”
No primeiro método, a separacdo inicia-se com o eluente de forga
cromatografica mais baixa e o solvente de maior forca cromatografica
¢ adicionado continuamente ao reservatorio de entrada, por meio de
uma bomba de HPLC.%

Com base neste principio, Lister et al.®° conectaram um sistema
de gradiente de micro-HPLC a uma interface de andlise por injecéo
em fluxo (FIA, Flow Injection Analysis) e CEC para separacdes por
gradiente continuo. Observaram que o fluxo gerado através da coluna
de separagdo era somente de origem eletrosmdtica, o que propor-
cionou separa¢des mais eficientes. Empregando o mesmo sistema,
os autores fizeram a separa¢do de uma mistura teste contendo nove
compostos, no modo isocratico e por gradiente. A separagdo no modo
isocrdtico com a melhor resolu¢do ocorreu em 70 min, enquanto a
separagdo por gradiente levou apenas 16 min, com boa resolugao
para todos os picos e alta reprodutibilidade nos tempos de retengao
dos compostos. Além de bons resultados, a interface FIA — CEC
aumenta a produtividade dos capilares recheados, pois a injecdo e a
mudanga da composic¢io do solvente sdo controladas remotamente,
diminuindo a manipulacdo do capilar e prolongando seu tempo de
vida. Outra vantagem deste sistema € a facilidade de acoplamento
com diferentes sistemas de detec¢do, como ressonancia magnética
nuclear (RMN)®! e MS,** além da facilidade de automagio e possivel
miniaturiza¢do.*

O segundo método de gradiente continuo, que utiliza apenas
aplicacdo de tensdo para bombear os solventes, estd bem exemplifi-
cado pelo sistema desenvolvido por Yan et al.,®* que consiste de dois
reservatdrios independentes de solventes, ligados a duas fontes de
alta tensdo distintas, controladas por um computador. A mistura do
gradiente € feita em uma peg¢a na forma de T, que conecta os dois
reservatorios de solvente a coluna de separagdo. Sdo necessdrios
trés eletrodos, sendo que dois sdo colocados nos reservatdrios de
fase mdvel e o outro no reservatério de saida. A inje¢do da amostra
é feita eletrocineticamente, desconectando-se a coluna da pegcaem T
e colocando-se o terminal de entrada no recipiente de amostra. Uma
amostra contendo 16 hidrocarbonetos poliaromaticos foi separada em
90 min por este sistema, com melhor resolugdo que a apresentada
pela separagdo isocrdtica. Como o gradiente gerado € puramente
eletrosmotico, o sistema parece ideal. Entretanto, o modo como €
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feita a inje¢do diminui a produtividade do sistema.®

Ao contrério dos sistemas com bombas de alta pressdo, o siste-
ma eletrosmético exige uma calibragdo da composicio do eluente
em funcdo da tensdo, e pequenas mudangas na composicdo do
tampdo (pH, forca idnica, viscosidade, constante dielétrica etc.) sdo
suficientes para que seja necessaria uma recalibragio dos perfis de
tensdo, consumindo muito tempo entre uma anélise e outra. Também
se deve levar em consideracdo que a velocidade da fase mével nao
serd constante durante a andlise, pois o fluxo eletrosmético também
depende da concentragdo do solvente.%

Em CEC € possivel aumentar a vazio da fase mével utilizando-se
uma bomba de HPLC, incrementando-se o fluxo eletrosmético com
o uso de pressdo. Este modo de operacdo € denominado eletrocroma-
tografia capilar pressurizada ou pseudo-eletrocromatografia capilar
(pCECQ) e foi introduzido por Tsuda® em 1987. Apesar deste modo
ser utilizado por diferentes grupos de pesquisa, o arranjo instru-
mental empregado por cada um € praticamente 0 mesmo e consiste
em um sistema hibrido de micro-HPLC e CE, usando as bombas
cromatograficas em um instrumento de CE, com apenas algumas
modifica¢cdes no modo de introdug¢do de amostra, que geralmente
¢ feito utilizando-se os injetores tradicionais de HPLC. O emprego
de eluicdo por gradiente em pCEC € muito ficil, sendo necessdria
a utilizagdo de programadores de gradiente semelhantes aos empre-
gados em micro-HPLC.

A combinacao do uso de pressdo e tensdo gera um fluxo de fase
movel com perfil intermedidrio entre o fluxo laminar, resultante da
pressdo, e o fluxo eletrosmotico linear. Esta combinagdo se reflete
nos valores de eficiéncia, os quais em pCEC sdo intermedidrios entre
micro-HPLC e CEC."

Uma das vantagens da pCEC € que o uso de pressdo, além de
acelerar as andlises, diminui a formagdo de bolhas no capilar, embora
isto ndo seja mais um problema tdo frequente em CEC, devido as
novas tecnologias de preparo de colunas recheadas.”>” Uma outra
vantagem da pCEC € a maior facilidade na introdug¢do de amostra,
podendo-se utilizar os injetores de HPLC, o que também elimina os
desvios de concentracio que ocorrem para analitos carregados quando
se utiliza injegdo eletrocinética. Apesar destas vantagens, o uso de
pressdo para impulsionar o fluxo da fase mével limita as andlises em
capilares mais curtos e com didmetros de particulas de fase estacio-
ndria maiores que os normalmente usados em CEC.%

Sistemas que permitem o uso de diferentes modos de operag¢@o, como
CEC, pCEC, micro-HPLC e CE, tém sido desenvolvidos em laborat6-
rio.% Até o momento, somente duas empresas fabricam equipamentos
que permitem empregar estes quatro modos de operagdo, a Unimicro
Technologies, Inc. USA® e a Micro-Tech Scientific, Inc. USA.Y

Deteccio e acoplamento CEC-MS

Os sistemas de detec¢ao utilizados em CEC podem ser os mes-
mos disponiveis para CE, sendo os mais empregados em CEC os
espectrofotométricos, entre eles os de absorcdo na regido do UV e
de fluorescéncia induzida por laser (LIF, laser induced fluorescence).
A CEC também vem sendo acoplada a espectrometria de massas®®®
e a ressondncia magnética nuclear.®'"™

A detecg@o espectrofotométrica € realizada através de uma
abertura no capilar, denominada janela de detecgdo, que € obtida
removendo-se a poliimida. Esta janela de detecc@o pode ser feita em
uma regido do capilar na qual existe fase estaciondria; neste caso, a
deteccao € denominada in-column, ou em uma regiao vazia do capilar,
cuja detecgdo é denominada on-column.'

Os sistemas de deteccdo no UV apresentam uma limitagdo na
detectabilidade devido ao pequeno caminho 6tico, que € o proprio
diametro interno do capilar. Uma alternativa para se obter maior
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detectabilidade € o uso de celas especiais de detec¢do, como as celas
em Z ou do tipo bolha, que aumentam o caminho 6tico, ou ainda
podem ser empregados procedimentos on-line de pré-concentragio
da amostra.”

Os detectores baseados em fluorescéncia induzida por laser apre-
sentam detectabilidade alta, no entanto, na maioria das aplica¢des
sdo necessdrias etapas de derivatizacio dos analitos para se obterem
espécies fluorescentes.”

O acoplamento CEC-MS apresenta algumas vantagens frente
aos demais sistemas de detec¢do, entre elas maior seletividade, pos-
sibilidade de fornecer informacdes estruturais e a massa molar dos
compostos e a identificacdo de amostras complexas, mesmo quando
ha sobreposig¢do de picos.

Diferentes fontes de ionizacdo ja foram utilizadas no acoplamento
CEC-MS, entre elas a fonte de bombardeio com dtomos rapidos (FAB,
fast atom bombardment)>™ e a ionizagdo quimica a pressdo atmosfé-
rica (APCI, atmospheric pressure chemical ionization).” Entretanto,
a mais utilizada atualmente é a ionizagdo por eletronebulizagao
(ESI, electrospray ionization), que apresenta vdrias caracteristicas
favordveis ao acoplamento com CEC, como producao efetiva de {ons,
robustez, possibilidade de promover o contato elétrico com o sistema
de CEC sem interrup¢io na saida da coluna e compatibilidade com
vazdes mais baixas, como as utilizadas em CE e CEC.”

O acoplamento entre a fonte de eletronebulizagdo e o sistema de
CEC pode ser feito por diferentes interfaces, sendo as mais utilizadas
as do tipo fluxo de gés coaxial (sheath-flow), a de juncdo liquida e a
interface sheathless (sem-fluxo).%%7

Chen et al.”® desenvolveram uma nova interface CEC-ESI do
tipo sheathless em que a conexao entre uma coluna capilar aberta e a
extremidade do ESI foi feita por meio de um tubo de Nafion, tornando
o sistema simples e robusto. Esta nova interface foi aplicada a andlise
de aminodcidos e peptideos por CEC-MS, utilizando-se um capilar
recoberto com lupamina como fase estaciondria, uma polivinilamina
linear de alta massa molar. Este polimero foi utilizado para manter
um fluxo eletrosmético adequado e diminuir a adsor¢do dos analitos
na parede do capilar.

Além dos métodos citados, a deteccdo eletroquimica também
pode ser utilizada em CEC. Um exemplo ¢ o método desenvolvido
recentemente por Liu ef al.,”” que envolve a determinacdo de coran-
tes Sudao em tempero culindrio, empregando pCEC com deteccio
amperométrica.

Miniaturizacio — micro-CEC

A miniaturizacio das técnicas de separag¢@o € uma das tendéncias
mais relevantes no campo de desenvolvimento de ferramentas anali-
ticas.”” Os microdispositivos de separagdo representam uma nova
geracao de analisadores miniaturizados e oferecem inimeras vantagens,
como portabilidade, pequeno consumo de amostra e solvente, baixo
custo, além de andlises muito rdpidas e capacidade de integracéo e
automagdo de todos os procedimentos, como limpeza da amostra,
pré-concentracdio, mistura, derivatizacdo, separacdo e deteccdo, em
um mesmo sistema, que € denominado microssistema de andlise total,
micro-TAS (micrototal analysis system) ou LOC (lab-on-a-chip).*$!

A CEC, por ser uma técnica baseada em migracao eletrosmotica,
apresenta facilidade para a minituarizac@o. Nesse sentido, sua princi-
pal vantagem em relag@o a micro-HPLC € que ndo requer um sistema
de pressdo para gerar o fluxo da fase mével, sendo necessdrio apenas
o uso de eletrodos e uma fonte de tensdo. A CEC foi aplicada pela
primeira vez em microdispositivos em 1994, por Jacobson et al..”
Desde entio, vérias pesquisas t€m sido feitas para desenvolvimento
e aplicagdes de micro-CEC,” entre elas as que envolvem métodos
de introdu¢do de fases estaciondrias dentro dos microcanais de um
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dispositivo,'>* assim como métodos que permitem o acoplamento
dos microdispositivos de CEC com MS.3!82

Recentemente, Faure ef al.'> apresentaram a preparagio in situ
de uma fase estaciondria monolitica a base de acrilato no interior
dos canais de um microdispositivo de PDMS (polidimetilsiloxano) e
aplicaram este sistema, com sucesso, na separagao de catecolaminas
por micro-CEC.

APLICACOES

Virios artigos foram citados ao longo do texto, sendo que a
maioria deles se referia ao desenvolvimento de novas tecnologias,
compreendendo colunas, fases estaciondrias, sistemas de acopla-
mento ou detecgdo, ou aplicagdes envolvendo separacdes somente
de misturas sintéticas. Os artigos apresentados a seguir envolvem
a aplicacdo da CEC como ferramenta analitica, e em todos eles os
métodos de separacdo foram testados em amostras ou em amostras
fortificadas, preparadas a partir da adi¢do de padrdes dos analitos a
matriz da amostra.

Analise bioquimica

Guo-Xiang ef al.® desenvolveram um método para determinacdo
de metabdlitos enddgenos presentes na urina de ratos saudaveis e
obesos, utilizando pCEC com derivatizagdo em etilcloroformato
(ECF), deteccao UV e capilares recheados com silica-C18. Vdrios
métodos tém sido desenvolvidos para a determinac¢do de moléculas
enddgenas pequenas, entre eles LC-MS, CE-MS, GC-MS e HPLC-
LIE® aplicados individualmente ou combinados. Contudo, néo existe,
até o momento, um unico método capaz de analisar a composicao
completa de metabdlitos endégenos devido ao elevado nimero de
moléculas com propriedades quimicas bastante distintas. A pCEC
foi escolhida para este estudo por ser uma técnica capaz de analisar
amostras complexas, apresentando eficiéncia bastante elevada e com
baixo consumo de amostra e de solvente. Os autores empregaram
elui¢do por gradiente, obtendo-se melhor separagdo dos metabdlitos.
As amostras de urina foram derivatizadas com etilcloroformato antes
das andlises por pCEC, pois o uso deste reagente, além de remover
as proteinas que podem contaminar o capilar, aumenta a absor¢ao de
luz no UV pelos aminodcidos e altera a sua polaridade, permitindo
maior detectabilidade e melhor separagdo. As andlises por pCEC
foram feitas em um sistema comercial, Trisep™ — 2100 (Unimicro
Technologies, Inc. USA) que possibilita andlises por diferentes
técnicas (CEC, pCEC, CE, micro-HPLC). Os autores avaliaram a
reprodutibilidade, linearidade e detectabilidade do método, e obti-
veram coeficientes de correlacdo entre 0,9988 e 0,9999, na faixa de
concentracdo de 1,25 a 500 ug mL™! para os padroes de metabdlitos.
A reprodutibilidade foi investigada utilizando-se uma amostra forti-
ficada e uma amostra de urina de um rato saudavel, e as estimativas
de desvios padrio relativos (RSD) foram menores que 5% (n = 6).
A média das recuperagdes para todos os compostos ficou entre 95,9
e 103,2%, com RSD menor que 1,0%. Como era esperado, devido a
diferenca na dieta dos grupos, os eletrocromatogramas das amostras
de urina dos ratos obesos apresentaram diminui¢ao nos niveis de trés
metabdlitos, em relacéio aos resultados das amostras de urina dos
ratos sauddveis. Os resultados mostraram que o método desenvolvi-
do € preciso e apresenta boa detectabilidade para determinag@o de
metabdlitos endégenos em amostras de urina de ratos.

Alimentos

Jia et al.* apresentaram um método de determinacdo de vitaminas
hidrossoliveis, empregando pré-concentragdo on-line e utilizando
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um sistema de pCEC, com detec¢do no UV e coluna monolitica de
silica-C18 como capilar de separagdo. Existem varios métodos que
podem ser empregados para a determinaco de vitaminas soliveis em
dgua, incluindo HPLC e CE, e a maioria deles € problemadtica por se
tratar de uma separacgio de amostra complexa. Até entdo, a aplicagdo
de CEC para a separagdo de vitaminas hidrossoliveis ndo havia sido
investigada. As andlises por pCEC foram feitas em equipamento
comercial, Trisep™ — 2100. Como os volumes de injegdo em CEC
sdo baixos e o caminho dtico para detec¢do no UV € pequeno, em
determinadas aplica¢des sdo necessdrias técnicas de pré-concentracao
para aumentar a detectabilidade. Para isto, os autores avaliaram os
efeitos de diferentes matrizes de amostra na pré-concentragio on-line
e concluiram que as melhores condi¢des foram conseguidas com as
amostras preparadas em dgua e utilizando uma combinacio de duas
técnicas de pré-concentracio: estreitamento de zona com gradiente
de solvente (solvent gradient zone sharpening effect) e empilhamento
da amostra em campo elevado (field-enhanced sample stacking). Os
autores avaliaram o método utilizando dois modos de injegdo: A)
por pressdo combinada com injecéo eletrocinética e B) por pressao,
e concluiram que o modo A aumentou a concentragdo das vitaminas
positivamente carregadas, decorrente da maior mobilidade eletrofo-
rética destas vitaminas em relacdo as demais (Figura 3), o que causa
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Figura 3. Eletrocromatogramas da mistura de padroes de vitaminas obtidos
nos dois modos de injegdo: (A) por pressdo/eletrocinética e (B) por pressdo.
Identificagcdo dos analitos: (1) VBI hidrocloreto de tiamina; (2) VB6-NH2
diidrocloreto de piridoxiamina; (3) VB6-OH hidrocloreto de piridoxina; (4)
VB6-H hidrocloreto piridoxal; (5) VC dcido ascorbico; (6) VB3 nicotinamida;
(7) NA dcido nicotinico; (8) CP pantotenato de cdlcio; (9) VBI12 cioanoco-
balamina; (10) FA dcido folico; (11) VH D-biotina; (12) VB2 riboflavina.
Condigoes experimentais: concentragdo das vitaminas 2 ug mL' em dgua; VW
0,413 uL (al¢a de amostragem de 1 uL); eluicdo isocrdtica, com fosfato 4 mmol
L' (pH 2,5) em FM metanol:H,0 26:74 (v/v); vazdo,,, 20 uL min’'; detec¢do
UV 210 nm. Injegdo (A): aplicagdo de uma tensdo negativa (12 kV) na saida
da coluna antes da inje¢do; inje¢do (B): aplicagdo de tensdo negativa (12 kV)
na saida da coluna apds a inje¢do da amostra. Adaptado da ref. 84
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desvios na concentracdo real da amostra. Os coeficientes de correlagdo
das curvas analiticas (concentragdo de 1 a 40 ug mL™") utilizando o
modo de injecdo A ficaram entre 0,9928 e 0,9999, e 0o modo B ficaram
entre 0,9981 e 0,9999. Uma amostra contendo 12 vitaminas na con-
centrac@o de 2 ug mL™! foi utilizada para avaliar a reprodutibilidade
do método. Os valores de RSD obtidos com o modo de injegdo A
foram menores que 2,2% e com o modo B ficaram abaixo de 3,0%
(n = 6). Para algumas vitaminas, os limites de detec¢do (S/N = 3)
ficaram abaixo de 0,05 pg mL' nos dois modos de injegao. O método
foi aplicado para determinacdo de vitaminas em amostra de milho,
utilizando-se apenas a inje¢do por pressdo. Das 12 vitaminas utiliza-
das no trabalho, 5 foram identificadas na amostra de milho (Figura
4). A identificagdo foi feita comparando-se os tempos de retengdo dos
analitos com os dos padrdes e adicionando-se os padrdes a amostra de
milho. Os experimentos de recuperacédo foram feitos por fortificacéio
de amostras testemunhas e ficaram acima de 90% com RSD menor
que 2% (n = 3), mostrando que o método € bastante exato e preciso
para a andlise destas vitaminas em amostras de milho.

Absorbancia (mV)

1
0 6 10 15 20 25
Tempo (min)

Figura 4. Eletrocromatograma da amostra de milho. A numeragdo dos picos
dos analitos é similar a da Figura 3, e as condi¢oes experimentais sdo as
mesmas da Figura 3B. Adaptado da ref. 84.

Aplicacao ambiental

A deteccao de minas sub-aqudticas € de importancia particular
para a Marinha e para providéncias de remediacdes ambientais nas
regides costeiras contaminadas por estes dispositivos perigosos. Va-
rios métodos tém sido desenvolvidos para separacdo e detecgdo de ex-
plosivos nitroaromdticos empregando HPLC, CE e microdispositivos
de CE.*» O Método 8330 da Agéncia de Protegio Ambiental Norte-
Americana (EPA)* emprega HPLC para a separacdo de 14 explosivos
nitroarométicos e nitraminas. Apesar de apresentar limites de deteccao
daordem de 10 ug L', este método € demorado e exige grandes quan-
tidades de amostra. Devido a isto, Giordano et al.®® desenvolveram
dois métodos empregando MEKC e CEC para determinagdo direta
de explosivos nitroaromdticos e nitraminas em amostras de dgua
marinha. As andlises foram feitas em um instrumento comercial,
Beckman Coulter PACE MDQ CE equipado com detector UV e foram
utilizados padrdes de 14 explosivos. Os autores verificaram os efeitos
da alta concentragdo salina da d4gua marinha e do tempo de injecdo
por pressdo no desempenho das separacdes por MEKC, e concluiram
que as separacdes utilizando o tampdo borato/colato apresentaram
maiores eficiéncias e melhores resolugdes que o tampao borato/SDS
(dodecil sulfonato de s6dio). Tempos de injecdo longos, apesar de
aumentarem a detectabilidade, diminuem a resolug@o para os analitos
pouco retidos pela micela. A coluna utilizada para as separacdes dos
explosivos por CEC foi preparada empregando o processo sol-gel e
metiltrietoxissilano (MTOS) como mondmero, em diferentes concen-
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tragdes. Os autores avaliaram as caracteristicas das fases estaciondrias
sol-gel preparadas com diferentes concentragdes do precursor. As
amostras de explosivos foram analisadas por CEC, avaliando-se os
efeitos de diferentes tempos de injecdo. Em todos os casos, as andlises
apresentaram menor resolu¢do que em MEKC, com sobreposicao de
picos em alguns casos. Com o aumento do tempo de injecao, pode-se
melhorar a resolucéo das separagdes por CEC, mas ainda assim foram
menores que MEKC. Apesar da resolu¢io mais baixa, em CEC foram
obtidos menores limites de detecgdo (100 pg L) que em MEKC
(800 ug L"). Os métodos apresentaram resultados complementares
em relag@o a resolucdo e detectabilidade, no entanto, ambos foram
aplicados com sucesso na determinacao de explosivos em amostras de
dgua marinha. O método por MEKC € mais adequado para amostras
diluidas, enquanto que o método de CEC mostrou bons resultados
para amostras sem dilui¢@o, ou seja, 100% de dgua do mar, submetida
somente aos procedimentos de filtragdo.

PERSPECTIVAS

Em termos de tecnologia, as principais dreas nas quais se po-
dem esperar os futuros desenvolvimentos da CEC € a de preparo
de colunas, incluindo novas fases estaciondrias e também a drea de
microdispositivos.

Na primeira, novos métodos de “manutengdo” das particulas de
fases estaciondrias no interior dos capilares recheados deverdo ser
desenvolvidos, principalmente aqueles que facilitem o acoplamento
com CEC-ESI-MS, como a redug¢do do diadmetro nas extremidades
dos capilares. Poderdo ser desenvolvidas novas fases estaciondrias,
mais estdveis, com alta seletividade, elevada capacidade de amostra
e maior reprodutibilidade, jd que esta € uma desvantagem da CEC
em relagdo a micro-HPLC.

Na drea dos microdispositivos, que € a mais recente em CEC,
novos métodos de incorporacdo de diferentes tipos de fases estacio-
ndrias no interior dos micro-canais deverao ser desenvolvidos, assim
como interfaces que facilitem o acoplamento com MS.

A CEC tem se mostrado uma técnica adequada para aplica¢des
bioquimicas, como a separagdo de aminodacidos, de peptideos e de
metabdlitos, por realizar separagdes rdpidas e eficientes de com-
postos neutros e carregados, hidrofilicos e hidrofébicos. Quando
desenvolvida na forma de micro-dispositivos e acoplada as técnicas
de deteccdo como MS, nos chamados micro-TAS, além dos menores
consumos de amostra e de solvente, a CEC tem seu desempenho po-
tencializado, representando uma ferramenta analitica poderosa para
aplicacdes em pesquisas na drea de genoma e proteoma, que exigem
andlises rdpidas, com altas eficiéncia, seletividade, detectabilidade e
capacidade de processamento.?’

Com relagio as futuras aplicacdes, a CEC jd adquiriu maturidade
suficiente em termos de desenvolvimento para que possa ser aplica-
da em praticamente todos os tipos de andlises que atualmente sdo
realizadas por HPLC e CE, estando em desvantagem em algumas
delas devido a menor reprodutibilidade e detectabilidade. Apesar
disto, novas aplicagdes ainda sdo esperadas em CEC, com os mais
diversos tipos de amostras.

CONCLUSAO

A CEC ¢ uma técnica que, apesar de jd ter alcangado varios
avancos importantes em termos de instrumentacdo, ainda estd em
fase de desenvolvimento e aperfeicoamento. Ainda sdo poucos os
pesquisadores que optam pela técnica para andlise de amostras am-
bientais, bioldgicas e de alimentos.

Atualmente, a maioria das andlises por CEC ¢ feita em equipa-
mentos de CE, com algumas adaptacdes, como a aplica¢@o de pressao
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nos reservatorios de tampao para evitar a formacao de bolhas dentro da
coluna capilar. Alguns grupos de pesquisa utilizam sistemas de CEC
totalmente desenvolvidos no laboratério, geralmente empregando
bombas de HPLC, que possibilitam o uso de elui¢do por gradiente.
Esta situag@o € um reflexo da pouca oferta de equipamentos no mer-
cado, que € justificada pelo fato da CEC ser uma técnica recente, que
estd em nivel académico e ainda ndo se estabeleceu entre as demais
técnicas de separacdo.

Praticamente todas as separagdes feitas por HPLC e CE podem
ser realizadas por CEC e, assim como CE, permite baixos consumos
de solvente e de amostra. Vdrios sistemas de deteccdo podem ser
utilizados, inclusive o acoplamento com espectrometria de massas e
ressonancia magnética nuclear.

Até o momento, a CEC tem suas maiores aplicagdes na drea bio-
16gica, sendo uma técnica muito atraente para este tipo de pesquisa,
gracas ao seu potencial de separacdo de amostras complexas e com
alta eficiéncia, resultante da combinacdo dos mecanismos eletrofo-
rético e cromatografico.

Apesar de apresentar maior eficiéncia que a micro-HPLC e
maior seletividade que a CE, os resultados obtidos por CEC ndo sdo
reprodutiveis de andlise para andlise, principalmente, de coluna para
coluna, e os limites de deteccio ainda ndo sio tdo baixos quantos aos
obtidos em HPLC. Além disso, a vida util dos capilares utilizados em
CEC € bastante limitada, ao contrario das colunas de HPLC.

Estas limitagdes, em conjunto com a falta e disponibilidade de
equipamentos avangados no mercado, fazem da CEC uma técnica
pouco atraente para aplicacéio em andlises de rotina, como na industria
farmacéutica. Entretanto, o problema da reprodutibilidade pode ser
melhorado com novas pesquisas na drea de desenvolvimento de tec-
nologias de colunas mais reprodutiveis e resistentes. Menores limites
de detecgdo podem ser alcangados empregando-se celas de detecgio
especiais, procedimentos especificos de pré-concentracdo da amos-
tra, detec¢@o por LIF quando possivel, ou por meio do acoplamento
CEC-MS. Neste caso, além de maior detectabilidade, a seletividade &
extremamente alta, possibilitando identificar os analitos em misturas
complexas, mesmo quando hd sobreposi¢io de picos.

Esta revisdo € uma contribui¢do importante para os pesquisa-
dores interessados em desenvolver pesquisas empregando CEC,
principalmente em nivel nacional, uma vez que até o momento se
conhecem somente dois artigos cientificos de grupos de pesquisa
brasileiros.®8% Porém, existem vdrias revisdes internacionais sobre
fases estaciondrias monoliticas aplicadas em CEC,**3+90-93 poucas
sobre aplicagido® e algumas sobre os fundamentos e tecnologia da
CEC.!16597-102 Egta técnica necessita de pesquisas e desenvolvimentos
que confirmem a sua aplicabilidade e reprodutibilidade, para que,
talvez, se torne competitiva com a HPLC.
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