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Resumo

Este trabalho de revisão crítica é parte de uma série cujo principal objetivo é apresentar e discutir as 
características mais relevantes da cromatografia líquida capilar (cLC).
Dentre os vários aspectos cobertos neste trabalho, a revisão inclui o desenvolvimento, diferentes 
nomenclaturas propostas para a técnica, as principais vantagens, quando comparadas com a contrapartida 
denominada Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC), e a instrumentação necessária para a 
operação no modo cLC. São também apresentadas e discutidas as principais razões pelas quais a cLC não 
é ainda uma técnica analítica de rotina.
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Capillary liquid chromatography:  
1. Main characteristics

Abstract

This review is part of a series to be published in this journal having as the main objective to present and 
discusses the major characteristics of capillary liquid chromatography, cLC. 
Among the several aspects covered in the paper, the review includes its development process, the several 
proposed nomenclatures, the main advantages of cLC over its conventional counterpart termed High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC), and the instrumentation requirements to properly 
operates using this technique. The reasons why cLC is not yet a major universal routine analytical 
technique is also presented and discussed.
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Nesta série de artigos, discutiremos inicial-
mente as principais características relacionadas 
à diminuição do diâmetro interno das colunas 
utilizadas na cromatografia líquida (Parte 1). 
Posteriormente, discutiremos alguns aspec-
tos teóricos pertinentes à redução do diâmetro 
interno das colunas (Parte 2), a tecnologia atual-
mente disponível para o preparo de colunas capi-
lares (Parte 3) e a instrumentação necessária para 
a cromatografia líquida capilar (cLC) (Parte 4).

2	 Histórico

Nos últimos 70 anos, a LC veio presenciando 
grandes saltos de inovações em praticamente 
todos os seus aspectos, como o desenvolvimento 
da cromatografia de partição ocorrida na década 
de 40, o desenvolvimento da cromatografia de 
troca iônica na década de 50 e o desenvolvi-
mento da sua versão instrumental na década de 
60, entre muitos outros[1-3].

No entanto, diferentemente do rápido 
desenvolvimento presenciado pela cromatografia 
gasosa (GC) que, em apenas 10 anos de existên-
cia, já possuía sua versão capilar e, em 20 anos, 
já tinha atingido sua maturidade como técnica 
de separação, o desenvolvimento da LC não tem 
sido tão rápido.

Apesar de a LC ter sido o primeiro modo 
cromatográfico a ser desenvolvido no início do 
século XX – 50 anos antes da GC –, por quase 
70 anos ela foi utilizada sem grandes modifica-
ções, fazendo com que a sua versão instrumen-
tal (a HPLC) só fosse desenvolvida duas décadas 
após o desenvolvimento do primeiro cromató-
grafo gasoso instrumental[4].

As primeiras colunas desenvolvidas 
para a HPLC possuíam entre 1,6-3,0 mm de 
d.i. × 50-100 cm de comprimento e eram, geral-
mente, empacotadas com partículas de 30 µm 
recobertas com uma fase estacionária pelicular. 

1	 Introdução

Devido às inúmeras vantagens relacionadas 
à diminuição do diâmetro interno das colunas 
cromatográficas, a miniaturização da cromato-
grafia líquida (LC) recentemente vem desper-
tando grande interesse da comunidade científica.

A miniaturização de um sistema cromato-
gráfico usualmente refere-se à redução do diâme-
tro interno (d.i.) da coluna. O início da miniatu-
rização em cromatografia é geralmente atribuído 
a Marcel Golay, o qual, em 1957, estudou os 
efeitos da diminuição do diâmetro interno no 
desempenho das colunas para GC.

Apesar do grande sucesso obtido com a 
miniaturização em cromatografia gasosa, em 
cromatografia líquida, o início da miniaturização 
ocorreu somente cerca de 10 anos depois, com 
Czaba Horváth (1967), que empregou colunas de 
diâmetro interno com 0,5 e 1,0 mm d.i. na sepa-
ração de ribonucleotídeos.

Atualmente, existem duas abordagens dis-
tintas para a miniaturização da LC. A primeira 
consiste na diminuição do diâmetro interno da 
coluna, enquanto a segunda consiste na separa-
ção dos analitos dentro de microchips. Esta revi-
são tratará somente da primeira abordagem.

Apesar de as primeiras colunas capilares 
para a LC terem sido desenvolvidas há mais de 
40 anos, até poucos anos atrás, o seu uso foi bas-
tante restrito, principalmente devido à falta de 
equipamentos adequados às suas dimensões e 
às dificuldades encontradas no empacotamento 
de colunas de pequeno diâmetro interno. No 
entanto, devido aos grandes avanços ocorri-
dos nas últimas décadas nas áreas da mecânica, 
eletrônica, computação e preparo de colunas, 
atualmente já é possível tanto encontrar equipa-
mentos comercialmente disponíveis destinados 
às aplicações capilares quanto preparar colunas 
capilares com grande eficiência e reprodutibili-
dade.
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picos eluídos de suas antecessoras de 1,6-3,0 mm 
de d.i.), esse ainda podia ser detectado em uma 
cela de 8 µL sem significativa perda de eficiên-
cia. No entanto, devido ao processo de diluição 
intrinsecamente associado à cromatografia que 
tem sua extensão diretamente proporcional ao 
comprimento da coluna e ao quadrado do seu 
diâmetro interno, essas colunas forneciam picos 
com concentrações tão baixas quanto as primei-
ras colunas de 1,6-3,0 mm de d.i., empacotadas 
com fase estacionária pelicular, desenvolvidas 
para a HPLC – embora o seu número de pratos 
teóricos fosse 20 vezes maior[6].

Desse modo, quando surgiram as primeiras 
fases estacionárias porosas de 5-10 µm, havia a 
necessidade de se redesenhar todo o equipa-
mento cromatográfico (incluindo os detectores) 
para que ele se adaptasse às novas colunas. No 
entanto, ocorreu o inverso, as colunas tiveram 
seu diâmetro interno aumentado para que se 
adaptassem aos equipamentos[7].

Devido ao desenvolvimento tardio de sua 
instrumentação, o processo de miniaturiza-
ção das colunas utilizadas na LC teve seu início 
somente cerca de dez anos após a introdução das 
colunas capilares na GC[8], com os trabalhos pio-
neiros de Horváth et al.[9,10], Ishii et al.[11-17], Scott 
e Kucera[18-23] e Tsuda e Novotny[24-26].

Em 1967, Horváth et al. publicaram seu 
primeiro trabalho[9] relacionado com colunas 
capilares, com foco no estudo da dispersão dos 
picos em colunas tubulares abertas de aço-inox 
de 0,3 mm de d.i. (sem fase estacionária) e em 
colunas de aço-inox de 1 mm d.i., empacotadas 
com partículas de 50 µm, recobertas com uma 
fase estacionária pelicular de troca iônica.

Posteriormente, em 1969, Horváth e Lipsky 
publicaram um novo trabalho[10], que discutia 
diversos fatores que influenciavam a separação de 
ribonucleotídeos utilizando colunas de aço inox 
de 1 mm d.i., empacotadas com partículas reco-
bertas com resina pelicular de troca catiônica.

Entretanto, quando surgiram as primeiras 
fases estacionárias compostas de micropartí-
culas porosas de 5-10 µm, observou-se que as 
novas colunas de 1,6-3,0 mm de d.i. empaco-
tadas com o novo material, diferentemente do 
esperado, possuíam uma pior eficiência quando 
comparadas com colunas de diâmetro interno 
maiores (5-6 mm) empacotadas com o mesmo 
material[5]. Essa observação fez com que grande 
parte dos cromatografistas da época acreditasse, 
erroneamente, que colunas de pequeno diâme-
tro interno possuíam intrinsecamente eficiências 
menores que as de grande diâmetro interno, o 
que fez com que as colunas de 5-6 mm de d.i. se 
tornassem o novo padrão a partir de então.

Na realidade, a menor eficiência obtida pelas 
novas colunas de pequeno diâmetro interno não 
estava intrinsecamente relacionada à sua dimen-
são, como se acreditava, mas, sim, a um excessivo 
alargamento de banda ocorrido tanto dentro da 
coluna – devido à limitada tecnologia de empa-
cotamento existente na época – quanto fora da 
coluna – devido à utilização de detectores que 
eram inadequados aos picos estreitos normal-
mente eluídos dela. 

Tais detectores eram projetados para serem 
utilizados, principalmente, com colunas de 
2,1 mm d.i. × 500 mm de comprimento, que pos-
suíam em torno de 500 pratos teóricos, ou seja, 
eles eram projetados para a detecção de picos 
com um volume de eluição em torno de 200 µl ou 
maiores. Já uma coluna de 2,1 mm d.i. × 250 mm 
de comprimento empacotada com as novas partí-
culas de 5-10 µm podiam atingir até 10.000 pratos 
teóricos, fornecendo assim, para um pico não 
retido, um volume de eluição em torno de 24 µL 
que, obviamente, era muito estreito para as anti-
gas celas de detecção de 8 a 12 µL de volume 
interno utilizadas na época.

Apesar de as colunas de 5-6 mm de 
d.i. x 250 mm de comprimento fornecerem, para 
um pico não retido, um volume de eluição em 
torno de 100 µL (duas vezes mais estreitos que os 
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Aproximadamente na mesma época, 
Barth  et al.[29] usaram um sistema simplificado 
(Tabela 3) que também se baseava no diâmetro 
interno do tubo.

Mais recentemente, Chervet et al.[30], segui-
dos por Vissers[31], classificaram a LC de acordo 
com a faixa do fluxo (vazão) da fase móvel 
(Tabela 4).

No entanto, apesar de algumas classificações 
associarem o termo “cromatografia líquida capi-
lar” (“LC capilar” ou “cLC”) a um tipo específico 
de coluna, esse termo é frequentemente utilizado 
para se referir, de uma forma geral, a todas as 
técnicas que utilizam colunas de diâmetros inter-
nos menores que as utilizadas normalmente na 
HPLC.

Embora as diversas classificações citadas 
difiram em um ou mais pontos, todas consideram 
que as colunas de diâmetro interno menor que 
1,0 mm não são mais classificadas como colunas 
de HPLC convencional. Desse modo, estipula-
remos, nesta revisão, o uso do termo “cromato-
grafia líquida capilar” (cLC) a todas as técnicas 
que utilizam colunas com diâmetro interno igual 
ou menores que 1,0 mm. A Figura 1 ilustra um 
comparativo em escala dos diversos diâmetros 
internos das colunas utilizadas na LC.

Um novo passo no sentido da miniaturiza-
ção da LC foi dado por Ishii et al.[11-17] que, em 
1973, separaram, com sucesso, hidrocarbonetos 
aromáticos polinucleares, utilizando uma coluna 
de politetrafluoretileno (PTFE) de 0,5 mm d.i. e 
15 cm de comprimento, empacotada com partí-
culas de 30 µm.

Três anos mais tarde, Scott e Kucera[18-23] rela-
taram a separação de alquil-benzenos com alta 
eficiência em colunas de aço inox de 1 mm d.i. 
(posteriormente denominadas colunas “micro-
bore”) e 10 m de comprimento e, em 1978, Tsuda 
e Novotny[24-26] publicaram um trabalho que estu-
dava o desempenho de colunas de diversos diâ-
metros internos (50-200 µm), empacotadas com 
diferentes tamanhos de partículas (10-100 µm).

Apesar desse início promissor, a miniaturi-
zação da LC continuou bastante lenta nos últi-
mos 40 anos e, só recentemente, ela (re)começou 
a receber a atenção merecida.

3	 Nomenclaturas utilizadas

Atualmente, existe muita discussão a res-
peito do sistema de nomenclatura a ser empre-
gado na classificação da LC. A maioria das téc-
nicas tem sido classificada com base no tipo 
ou diâmetro interno da coluna cromatográfica; 
todavia, com o uso de novos materiais para a 
manufatura dos tubos, como tubos de sílica fun-
dida, tubos poliméricos, tubos de aço inoxidável, 
tubos microtorneados em placas de silicone etc., 
essa nomenclatura vem se tornando insuficiente-
mente precisa[27].

Ishii[5] foi um dos primeiros autores a suge-
rir uma classificação das colunas de acordo com 
o seu diâmetro interno (Tabela 1).

Verzele e Dewaele[28] sugeriram que a clas-
sificação (Tabela 2) deveria levar em conta, além 
do diâmetro interno, os vários tipos de colunas 
(metálicas, sílica fundida, tubulares abertas etc.).

Tabela 1  Nomenclatura proposta por Ishii et al.[5] 
para LC.

Diâmetro interno  
(mm)

Nomenclatura

4,6 HPLC convencional

1,5 Semi-micro HPLC

0,46 Micro-HPLC

0,15 Ultramicro-HPLC

0,2-0,05 Colunas micro-capilares 
(fracamente) empacotadas

0,06-0,01 Coluna (capilar) tubular 
aberta
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Devido às inúmeras vantagens que permi-
tem sua aplicação em áreas onde a HPLC con-
vencional não se mostra totalmente adequada, 
atualmente a cLC vem sendo considerada como 
uma técnica complementar à HPLC. A seguir, 
algumas dessas vantagens serão discutidas.

4.1	Menor consumo de fase 
estacionária

Provavelmente, a vantagem mais imediata 
da redução do diâmetro interno das colunas cro-
matográficas esteja na redução da quantidade de 
fase estacionária utilizada. Para colunas empaco-
tadas (recheadas ou preenchidas), o volume que 
a fase estacionária ocupa dentro de uma coluna 
é proporcional ao comprimento da coluna e ao 
quadrado do seu diâmetro interno. Desse modo, 

Tabela 2   Nomenclatura proposta por Verzele e Dewaele[28] para LC.

Diâmetro interno Tipo Nomenclatura

5 mm ou maiores Metálicas empacotadas LC preparativa

5-3 mm Metálicas empacotadas LC ou LC convencional

2-1 mm Metálicas empacotadas Colunas microbore

100-25 μm
Tubulares abertas de vidro ou 

sílica fundida semi-empacotadas
SPOT-LC

–
Tubulares abertas com paredes recobertas 

com material poroso 
PLOT-LC

–
Tubulares abertas com paredes recobertas 

com suportes revestidos
SCOT-LC

– Tubulares abertas com paredes recobertas WCOT-LC ou LC capilar

Tabela 3  Nomenclatura proposta por Barth et al.[29].

Diâmetro interno Nomenclatura

2-0,5 mm Colunas microbore

< 0,5 mm Colunas de micro-LC

Tabela 4  Nomenclatura proposta por Chervet et al.[30] 
e Vissers[31].

Diâmetro 
interno

Fluxo Nomenclatura

4,6-3,2 mm 0,5-2,0 mL/min HPLC 
convencional

3,2-1,5 mm 100-500 μL/min HPLC 
microbore

1,5-0,5 mm 10-100 μL/min Micro-LC

500-150 μm 1-10 μL/min LC capilar

150-10 μm 10-1000 nL/min nano-LC

4	 Vantagens relacionadas à 
miniaturização da coluna

Um ponto importante que deve ser ressal-
tado no que diz respeito à miniaturização da 
coluna de LC é que o seu principal interesse não 
está relacionado com o decréscimo do tamanho 
da instrumentação, mas, sim, pelo fato de ela 
trazer muitas vantagens relacionadas ao custo e, 
principalmente, à eficiência da técnica[32].

Figura 1  Comparação em escala dos diversos 
diâmetros internos das colunas. a) convencional 
(4,6 mm); b) microbore (2,1 mm); c) capilar (320 μm); 
d) WCOT (20 μm).
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lize colunas de 4,6 mm d.i. A maioria desses sol-
ventes é altamente tóxica para o homem e para 
o ambiente, requerendo assim estocagem, trans-
porte e descarte especiais[4].

Já no caso de esse mesmo laboratório uti-
lizar colunas de 0,32 mm d.i., o volume de fase 
móvel descartado poderá ser reduzido em torno 
de 200 vezes, resultando assim em um consumo 
de apenas 500 mL de fase móvel no mesmo 
período de funcionamento. Em muitos casos, a 
quantidade total de fase móvel necessária para 
uma única separação poderá ser de menos de 
150 µL (5 µL/min; 30 minutos por análise). Isso 
explica por que a cLC também é chamada de 
“cromatografia de uma gota” (“one drop chroma-
tography”) .

Devido à significativa redução no consumo 
de fase móvel, a miniaturização da coluna pos-
sibilitará o uso de fases móveis de maior custo, 
como fases quirais, e solventes deuterados, assim 
como fases móveis tóxicas e inflamáveis, sem 
que eles forneçam grandes riscos à segurança do 
laboratório ou à saúde dos analistas.

4.3	 Pequena quantidade de amostra

O volume de amostra que deve ser introdu-
zido em colunas capilares empacotadas é pro-
porcional ao quadrado do diâmetro interno da 
coluna. Essa característica é de extrema impor-
tância em situações em que não se dispõe de 
grande quantidade de amostras, como nas áreas 
de estudos biomédicos, química forense, produ-
tos naturais, entre muitas outras.

4.4	Aumento na sensibilidade

Uma vez que o processo de diluição ocor-
rido dentro de uma coluna cromatográfica é 
inversamente proporcional ao quadrado do seu 
diâmetro interno, a concentração de um analito 
eluído de uma coluna capilar de 0,32 mm  d.i. 
será cerca de 200 vezes maior que a concentração 

uma coluna que possui um diâmetro interno 
de 0,32 mm consumirá uma quantidade de fase 
estacionária em torno de 200 vezes menor que 
aquela utilizada no empacotamento de uma 
coluna de 4,6 mm d.i. Essa enorme redução pode 
tornar viável o uso de fases estacionárias que 
normalmente não são utilizadas na HPLC con-
vencional devido ao seu alto custo ou às peque-
nas quantidades.

4.2	Menor consumo de fase móvel

Semelhantemente à redução do consumo de 
fase estacionária, a redução do diâmetro interno 
das colunas também implicará na redução do 
consumo da fase móvel.

Uma vez que a separação cromatográfica 
não é dependente do fluxo volumétrico de fase 
móvel, mas, sim, de sua velocidade linear média 
(u), uma mesma separação poderá ser atingida 
em duas colunas semelhantes, porém, de diferen-
tes diâmetros internos, se mantivermos a mesma 
velocidade linear média para ambas[21,33-35].

A relação entre o fluxo volumétrico (F) da 
fase móvel e sua velocidade linear média (u) é 
dada pela seguinte Equação 1:

2

4
= cu  d  

F
π ε 	 (1)

onde dc é o diâmetro interno da coluna e ε a 
porosidade da mesma.

Desse modo, considerando que a HPLC 
utiliza fluxos (vazões) da fase móvel entre 
0,5‑1,5  mL/min em colunas de 4,6 mm d.i., o 
fluxo previsto para uma coluna de 0,32 mm d.i. 
será cerca de 2,5-7,0 μL/min.

Em um típico laboratório de controle de 
qualidade, onde um cromatógrafo provavel-
mente estará em funcionamento 8 horas por dia, 
5 dias por semana, 20 dias por mês e 12 meses 
por ano, mais de 100 L de solventes utilizados 
como fase móvel serão produzidos em um perí-
odo de apenas um ano caso esse laboratório uti-
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Apesar de a programação de temperatura 
ser uma técnica muito utilizada na cromatografia 
gasosa, ela é de difícil aplicação na HPLC devido 
ao gradiente radial de temperatura formado den-
tro da coluna. Tal gradiente é criado principal-
mente devido ao grande diâmetro interno e alta 
capacidade térmica das colunas utilizadas pela 
HPLC. Portanto, uma vez que a cLC utiliza colu-
nas de pequeno diâmetro interno e baixa capa-
cidade térmica, a programação de temperatura 
nessa técnica se torna viável.

Embora a variação da temperatura na cro-
matografia líquida não produza efeitos tão 
pronunciáveis quanto aqueles produzidos pela 
variação do pH ou polaridade da fase móvel, 
a programação de temperatura é uma técnica 
muito promissora, uma vez que a instrumenta-
ção necessária para esse enfoque é mais simples 
e mais barata que um sistema de gradiente de 
fase móvel, seja ele realizado em baixa ou alta 
pressão. 

Historicamente, o efeito da temperatura 
na retenção foi relatado, pela primeira vez, há 
mais de 50 anos por Strain[40]. Um ponto impor-
tante levantado por esse autor diz respeito à 
decomposição dos analitos em temperaturas 
elevadas. Entretanto, dado o curto tempo das 
corridas cromatográficas na cLC, o tempo de 
exposição dos analitos a altas temperaturas é 
muito pequeno nessa técnica para que possa 
ocorrer degradação na maior parte das aplica-
ções práticas da técnica.

Thompson e Carr[41] também afirmaram que 
a maioria das reações químicas, tais como hidró-
lise, oxidação, isomerização e epimerização, 
podem ser consideradas desprezíveis. Esse ponto 
é muito importante, visto que muitos justificam a 
não utilização da temperatura devido à degrada-
bilidade dos analitos, sem que, no entanto, com-
provem experimentalmente se essa degradação 
realmente ocorre[42].

desse mesmo analito eluído de uma coluna con-
vencional de 4,6 mm d.i. caso as duas separações 
sejam realizadas em condições cromatográficas 
semelhantes. Sendo assim, se um detector sensí-
vel à concentração (UV-Vis, fluorescência, índice 
de refração etc.) for utilizado, haverá um ganho 
na sensibilidade na detecção dos picos eluídos. 

Entende-se por “condições cromatográfi-
cas semelhantes” as condições em que a efici-
ência das duas colunas, o comprimento delas, o 
caminho ótico utilizado nas duas detecções e a 
quantidade em massa do analito injetado sejam, 
essencialmente, os mesmos. 

Na prática, dificilmente condições idênticas 
poderão ser utilizadas nas separações em escala 
convencional e capilar, principalmente no que 
diz respeito à injeção da mesma massa de ana-
lito em ambas as colunas, já que a capacidade 
de amostra de uma coluna capilar é muito redu-
zida. Dessa forma, essa vantagem da cLC frente 
à HPLC somente será válida nos casos em que a 
quantidade de amostra disponível for menor que 
a capacidade de amostra da coluna convencio-
nal[35,36,42]. A Figura 2 ilustra três cromatogramas 
simulados em condições cromatográficas seme-
lhantes para três colunas de diferentes diâmetros 
internos.

4.5	Aplicabilidade de programação 
de temperatura

Na cromatografia líquida, a temperatura 
da coluna tem um papel muito importante no 
controle de várias propriedades, como o coefi-
ciente de partição, a pressão de vapor, a visco-
sidade e a difusividade molecular, entre muitas 
outras[37]. Desse modo, quase todos os parâme-
tros de importância na cromatografia, incluindo 
o tempo de retenção, seletividade, eficiência, 
pressão do sistema e várias outras propriedades 
da fase estacionária, serão, em maior ou menor 
escala, influenciados por variações da tempera-
tura da coluna[38,39].
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4.6	 Facilidade no acoplamento a 
diversos sistemas de detecção

Devido ao baixo fluxo utilizado na cLC, é 
possível o acoplamento direto com diferentes sis-
temas de detecção, como espectrometria de mas-
sas (MS) e detectores normalmente só utilizados 
na GC, como o detector por ionização em chama 
(FID) e detector por captura de elétrons (ECD).

4.7	Melhor permeabilidade das 
colunas

Dados obtidos por Verzele[43] (Tabela 5) 
demonstram que as colunas capilares possuem 
uma permeabilidade cerca de duas vezes maior 
que as colunas utilizadas na HPLC convencional. 

A principal vantagem de tal fato é a signifi-
cativa redução da pressão da coluna, que poderá 
proporcionar a utilização de partículas menores 
que as utilizadas na HPLC convencional, ou a 
utilização de colunas mais compridas, o que per-
mitirá, em ambos os casos, análises com alta efi-
ciência.

As razões dessa melhor permeabilidade 
ainda não são claras. Segundo Verzele[42], a 
melhor explicação seria que a densidade de 
empacotamento nas colunas de sílica fundida é 
menor. No entanto, essa menor densidade, dife-
rentemente do que ocorre em colunas de grandes 
diâmetros internos, não acarretaria uma menor 
estabilidade para as colunas capilares devido ao 

Figura 2  Cromatogramas simulados ilustrando o ganho de sensibilidade em colunas de diversos diâmetros 
interno: a) 0,320 mm; b) 2,1 mm; c) 4,6 mm.
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Um das vantagens da cLC é a facilidade do uso 
de longas colunas, o que resultaria num elevado 
número de pratos. Isso se deve à diminuição da 
difusão por múltiplos caminhos e pela eficiente 
transferência de calor gerado pela queda de pres-
são na coluna. Tal geração de calor afeta o pro-
cesso de transferência de massa, o que resulta 
numa baixa eficiência.

4.10	 Utilização de colunas menores

Devido à grande eficiência das colunas uti-
lizadas na cLC, existe também a possibilidade de 
se utilizarem colunas mais curtas com menores 
quantidades de material de empacotamento. Essa 
nova direção tem se tornado de grande interesse 
pelo fato de oferecer vantagens sobre os méto-
dos convencionais, por exemplo, na diminuição 
do custo e do tempo de análise, assim como a 
possibilidade de analisar amostras termicamente 
menos estáveis. 

4.11	 Melhor inércia química

Tem sido demonstrada na literatura[45] uma 
influência negativa de traços de metais no mate-
rial de empacotamento, assim como nas paredes 
das colunas. Certamente, colunas de sílica fun-
dida, devido à sua inércia química característica, 
reduziriam consideravelmente este tipo de pro-
blema.

seu pequeno diâmetro interno e consequente 
efeito de compressão (“pinching effect”) da parede 
da coluna sobre o empacotamento.

4.8	Diminuição do fluxo ótimo

Como pode ser visto na Figura 3, as curvas 
que mostram a variação de eficiência na formada 
altura de um prato (H) em função da velocidade 
linear média (gráfico de van Deemter) para colu-
nas convencionais e microcolunas, apesar de se 
esperar teoricamente o mesmo comportamento, 
são diferentes na prática[42,44]. Observa-se que as 
colunas de cLC possuem o valor de velocidade 
linear ótima cerca de duas a três vezes menor que 
o esperado quando comparadas às colunas con-
vencionais.

A consequência prática dessa diminuição da 
velocidade linear ótima é que a utilização de flu-
xos lentos reduz consideravelmente a pressão do 
sistema, possibilitando assim que as colunas de 
cLC sejam mais compridas ou empacotadas com 
partículas menores que na HPLC convencional, 
gerando colunas mais eficientes.

4.9	 Possibilidade de construção de 
colunas longas

Na HPLC convencional, o número de pratos 
não é proporcional ao comprimento da coluna 
quando várias colunas são conectadas em série. 

Tabela 5  Pressão da coluna (“back pressure”) para HPLC e cLC.

Material de Empacotamento

Pressão da Coluna* (bar)

Razão Conv./cLCColuna convencional
4,6 mm x 25 cm

Coluna capilar
0,32 mm x 25 cm

10-μm ROSil-C18-HL-D 23 13 1,77

5-μm Spherisorb-ODS 49 26 1,88

2-μm ROSil-C18-D 437 228 1,91

1-μm ROSil-C18-D 1190 602 1,97

* Os valores das pressões abaixo de 350 bar foram obtidos diretamente do equipamento, valores de pressões maiores 
que 350 bar foram obtidas por extrapolação linear; condições cromatográficas: fase móvel: 90:10 (v/v) acetonitrila/água; 
fluxo: 0,826 mL/min (coluna de 4,6 mm), 4 μL/min (coluna de 0,32 mm); u = 1,728 mm/s (para as duas colunas). Dados 
modificados da referência 42.
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Devido a vários fatores, incluindo interesses 
comerciais de várias companhias, a família das 
técnicas cromatográficas teve seu desenvolvi-
mento em instrumentos completamente diferen-
tes[4]. Entretanto, como apontado por Giddings[46], 
a divisão da cromatografia em várias técnicas é 
artificial e improdutiva. Giddings também postu-
lou que a GC, a LC e a SFC são apenas diferen-
tes formas de apresentar a mesma técnica devido 
às particularidades na fase móvel. A primeira 
demonstração prática de que a GC, a LC e a SFC 
são complementares e podem ser efetuadas em 
um mesmo instrumento foi feita por Ishii et al.[47]. 

Os princípios e as aplicações da 
Cromatografia Unificada foram publicados em 
outro trabalho anterior do grupo[42].

5	 Instrumentação necessária

Embora a cLC possua todas as vantagens 
já discutidas em relação à HPLC convencional, 
para que tal técnica obtenha o máximo desempe-
nho, toda a instrumentação (injetor, tubulações, 
conexões, celas de detecção etc.) deve ser redi-

4.12	 Facilidade na manutenção

Uma vez que as colunas de sílica fundida são, 
pelo menos, parcialmente transparentes, pode-se 
inspecionar visualmente problemas como vazios, 
canais etc. Caso necessário, podem-se utilizar 
revestimentos externos totalmente transparentes 
como silicones ao invés de poliimidas, uma vez que 
as colunas de LC, ao contrário das de GC, não são 
usualmente submetidas a temperaturas elevadas.

Outra vantagem advém das características 
da sílica: caso a parte superior de uma coluna 
se torne suja – por exemplo, devido à injeção de 
amostras sujas – pode-se cortar uma pequena 
parte da coluna com facilidade, sem prejuízo de 
seu desempenho, o que é praticamente impossí-
vel de ser realizado com colunas convencionais 
de aço inox utilizadas na HPLC.

4.13	 Cromatografia unificada

Uma das principais vantagens da miniaturi-
zação da LC, assim como da GC e da cromato-
grafia por fluido supercrítico (SFC), está na pos-
sibilidade do desenvolvimento da cromatografia 
unificada. 

Figura 3  Gráfico de van Deemter para colunas empacotadas. Colunas: 4,6 mm x 15 cm (convencional), 
0,32 mm x 15 cm (capilar de sílica fundida); fase estacionária: 5-μm ROSil-C18-D; fase móvel: 75:25 (v/v) 
acetonitrila/água; detector: UV (254 nm); composto: pireno. Adaptado da referência 42.
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linear, quanto ao comprimento e, na quarta 
potência, quanto ao seu raio, fazendo com que 
a escolha das dimensões do tubo seja extrema-
mente importante[31].

Para colunas de 0,5-1,0 mm de d.i., tubu-
lações de aço inox especialmente desenvolvidas 
com d.i. 0,25 ou 0,125 mm são geralmente apli-
cadas. Alternativamente, tubulações de PEEK 
ou sílica fundida podem ser utilizadas. Já para 
colunas de diâmetro interno menor que 0,5 mm 
(500 μm), o uso de tubulações deve ser evitada 
sempre que possível, devendo, desse modo, 
conectar a coluna diretamente no injetor e no 
detector. 

Quando não for possível essa conexão 
direta, tubulações de diâmetro interno menor 
que 50 μm devem ser utilizadas. Todas as cone-
xões devem ser feitas evitando volumes mortos, 
o que pode ser atingido utilizando uniões do tipo 
ZDV (“zero dead volume”).

5.3	Dispositivos de introdução da 
amostra

Devido à pequena quantidade de fase esta-
cionária contida dentro da coluna, a quanti-
dade de amostra que pode ser introduzida sem 
que se sobrecarregue a coluna pode ser tão 
pequena quanto 700 nL para colunas de 1,0 mm 
d.i. x 25 cm de comprimento até cerca de 3 nL 
para colunas de 75 μm d.i. x 15 cm de compri-
mento, considerando que ambas estejam empa-
cotadas com partículas de 5 μm[58].

Normalmente, tais volumes de injeção 
podem ser atingidos facilmente e com grande 
repetibilidade, utilizando válvulas comercial-
mente disponíveis. Caso se necessite de volumes 
de injeção menores que aqueles fornecidos pelas 
válvulas, pode-se empregar diversas técnicas de 
injeção descritas na literatura[59-62]. Atualmente, 
válvulas de até 4 nL podem ser encontradas 
comercialmente.

mensionada de acordo com o volume da coluna. 
Isso é particularmente importante para os volu-
mes de injeção e detecção.

Apesar de atualmente já existirem instrumen-
tos comercialmente disponíveis desenvolvidos 
para a cLC, nenhum deles atingiu um satisfatório 
desempenho, pois a grande maioria não passa de 
adaptações de sistemas convencionais, enquanto 
os novos sistemas ditos desenvolvidos para a cLC 
ainda permanecem superdimensionados[48].

5.1	 Sistema de bombeamento

O sistema de bombeamento da fase móvel 
utilizado na cLC deve ser capaz de fornecer um 
faixa de fluxos que vai desde nL até poucos μL 
por minuto. As melhores bombas utilizadas atu-
almente para tal finalidade são as do tipo seringa 
e as do tipo micropistão reciprocante, tendo essa 
última um melhor desempenho devido à grande 
habilidade de compensação da pressão da coluna 
(“back pressure”), rápida estabilização do fluxo e 
a facilidade de criação de gradiente[5,49-54].

A maioria dos sistemas de bombeamento 
para cLC disponíveis comercialmente utiliza 
sistemas de divisão de fluxos conhecidos como 
“splitters”[48,55-57]. No entanto, tais sistemas pos-
suem várias limitações, como a dependência 
do fator de divisão quanto à pressão na coluna. 
Desse modo, se houver alguma variação da pres-
são na coluna, como a que pode ser causada 
por gradientes devido à constante mudança da 
viscosidade da fase móvel, haverá também uma 
variação do fluxo na coluna. Além disso, a utili-
zação de divisores de fluxos não acarretará uma 
diminuição do consumo da fase móvel, fazendo 
com que os sistemas que não utilizam sistemas 
de divisão sejam mais atrativos e econômicos.

5.2	 Tubulações e conexões

A tubulação utilizada nas conexões das dife-
rentes partes do equipamento contribui para a 
variância do alargamento da banda, de forma 
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amostra empregada nesta técnica, sem que haja 
um alargamento excessivo do pico, na maioria 
dos casos, envolve um decréscimo no volume da 
cela de detecção[4].

Além dos sistemas de detecção normalmente 
utilizados na HPLC convencional, como a espec-
trofotometria na região do UV-Vis e a fluores-
cência, diversos outros sistemas que são de difícil 
acoplamento na HPLC convencional podem ser 
utilizados, por exemplo, espectrometria de mas-
sas (MS), ressonância magnética nuclear (NMR), 
detecção por ionização em chama (FID), detec-
ção por captura de elétrons (ECD) etc.

5.6	 Sistemas de aquisição de dados

O sistema de aquisição de dados na croma-
tografia tem um papel muito importante, mas 
que, muitas vezes, é menosprezado pelos croma-
tografistas. Um sistema de aquisição mal proje-
tado (ou mal utilizado) pode influenciar negati-
vamente tanto uma análise quanto uma coluna 
com baixa eficiência. Isso ocorre devido ao alar-
gamento do pico causado, por exemplo, pela 
utilização de filtros analógicos de alta constante 
de tempo. Esse efeito de alargamento do pico é 
muito semelhante ao que ocorre quando se uti-
liza uma coluna com baixa eficiência e, deste 
modo, é muito comum se confundir um sistema 
de aquisição mal projetado/utilizado com uma 
coluna deteriorada. 

Além da aparente falta de eficiência na sepa-
ração, a frequência de aquisição do sinal pro-
veniente do detector também pode degradar a 
exatidão de sua quantificação. Na HPLC conven-
cional (colunas de 4,6 mm d.i.), a taxa de amos-
tragem considerada suficiente para uma integra-
ção “exata” é de 20 a 30 pontos por pico. Uma 
vez que os picos eluídos de colunas capilares ten-
dem a ser mais estreitos que aqueles eluídos das 
colunas de HPLC convencional, para que esse 
número seja mantido, devemos aumentar a fre-
quência de aquisição do sinal analítico na mesma 
razão da redução da largura do pico.

5.4	Colunas

Assim como ocorreu com a cromatografia 
gasosa, os dois principais tipos de colunas estu-
dados para cLC são as colunas empacotadas e 
as colunas tubulares abertas (WCOT ou “Wall 
Coated Open Tubular”). Essa última geralmente 
consiste em um tubo de sílica fundida com um 
filme fino de fase estacionária recobrindo sua 
parede interna. Esse tipo de coluna é essencial-
mente igual às utilizadas na cromatografia gasosa 
capilar. Normalmente, a fase estacionária utili-
zada nesse tipo de coluna pode sofrer um pro-
cesso de “cross-linking” ou ser imobilizada na 
parede do capilar para evitar a remoção da fase 
estacionária pelo eluente. A principal desvanta-
gem desse tipo é que elas precisam possuir um 
diâmetro interno menor que 20 µm para que 
possuam uma boa eficiência.

Esse tipo de coluna fornece, teoricamente, 
melhores resultados do que os obtidos com colu-
nas empacotadas. Isto é devido, principalmente, 
aos pequenos volumes requeridos para o equipa-
mento e acessórios utilizados com esta técnica, 
em função da pequena capacidade de amostra 
desse tipo de coluna. Entretanto, sua utilização 
fora do meio acadêmico atualmente ainda é 
muito limitada[4].

Como alternativa, as colunas empacotadas e 
monolíticas que utilizam a mesma tecnologia de 
preparação que as de HPLC têm ganhado muita 
aceitação na área da cLC. Diferentes técnicas de 
empacotamento vêm sendo relatadas, utilizando 
diversos meios de se transferir a fase estacionária 
do reservatório externo para dentro das colunas[63], 
os quais incluem a utilização de gases[64‑66], dióxido 
de carbono supercrítico[67-71] ou líquidos [11,72].

5.5	Detectores

Praticamente todos os tipos de detectores 
utilizados em HPLC podem ser utilizados na 
cLC. A principal modificação necessária para 
que eles se adaptem ao pequeno volume de 
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versalização mais rápida da técnica é a limitada 
oferta de instrumentos e colunas de alta quali-
dade exclusivamente desenvolvidas e dedicadas 
a ela, assim como aplicações práticas fora da 
área de biomoléculas. Desse modo, para que a 
cLC possa atingir áreas além das acadêmicas e se 
tornar uma técnica de rotina tão bem sucedida 
quanto a cromatografia gasosa, ela ainda tem que 
despertar um maior interesse dos fabricantes de 
equipamentos para que invistam mais recursos 
na produção de equipamentos mais robustos, de 
mais fácil utilização e com mais aplicações prá-
ticas. Do ponto de vista científico, e a depender 
da área acadêmica, a cLC já atingiu a maturidade 
necessária para tornar-se uma técnica tão popu-
lar quanto a cromatografia gasosa capilar.
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