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Introdução 
 
O princípio dos métodos cromatográficos é empregado tanto nos processos de 

separação na forma de colunas como extração com o 
sólida. O maior desafio para ambos os métodos é a busca por materiais que possuem interação 
com os analitos de interesse com a fase estacionária, visando a extração do analito da matriz e 
melhorar os parâmetros de sep
emprego de monolitos para aplicações cromatográficas é um tema amplamente presente na 
literatura com inúmeros trabalhos de revisões demonstrando o seu potencial e 
em análises diversas áreas como farmacológica, alimentar, ambiental, saúde e dentre 
outras[1]–[3] 

Os materiais monolíticos vêm sendo empregados ao longo dos últimos 30 anos como 
fases estacionárias e para além de separações cromatográficas são aplicados como adsorventes 
nos mais diversos processos de extração em fase sólida
o controle de porosidade, além de enorme flexibilidade para controlar as características 
químicas da superfície de seus poros e, consequentemente, controlar o mecanismo de 
retenção/separação[6],[7] buscando obter uma menor altura de pratos, 
resolução de picos nos cromatogramas

Outro aspecto relevante é a versatilidade de monômeros disponíveis para a síntese, 
sendo possível sintetizar monolitos po
inorgânicos) além dos híbridos que possuem monômeros das duas “classes”. As vantagens 
são inúmeras, pois de acordo com a finalidade pode
características mais desejadas, como res
resistência ao fluxo, dentre outras

Em se tratando da finalidade, essas de certa forma parecem ser infinitas. São inúmeros 
artigos de revisão sobre a aplicação dos materiais monolíticos 
características são destacadas, como um maior número de trabalhos com aplicações de 
monolitos poliméricos para compostos orgânicos de alta massa molecular, ao exemplo de 
proteínas[16].  
 Assim, durante o desenvolvimento deste trabalho
de preparo de monolitos com polimerização utilizando diferentes técnicas, como a ultravioleta 
(UV) e térmica para aplicações na forma de extração em fase sólida e colunas cromatográficas 
a fim de separar e quantificar a
por injeção sequencial (SIC) e cromatografia líquida de alta 
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Separação de proteínas, colunas monolíticas, extração em fase sólida

O princípio dos métodos cromatográficos é empregado tanto nos processos de 
separação na forma de colunas como extração com o emprego da técnica de extração em fase 
sólida. O maior desafio para ambos os métodos é a busca por materiais que possuem interação 
com os analitos de interesse com a fase estacionária, visando a extração do analito da matriz e 
melhorar os parâmetros de separação cromatográfica. No desenvolvimento dos materiais

tos para aplicações cromatográficas é um tema amplamente presente na 
literatura com inúmeros trabalhos de revisões demonstrando o seu potencial e 

as áreas como farmacológica, alimentar, ambiental, saúde e dentre 

Os materiais monolíticos vêm sendo empregados ao longo dos últimos 30 anos como 
ém de separações cromatográficas são aplicados como adsorventes 

nos mais diversos processos de extração em fase sólida[4],[5].  Destaca-se
controle de porosidade, além de enorme flexibilidade para controlar as características 

químicas da superfície de seus poros e, consequentemente, controlar o mecanismo de 
buscando obter uma menor altura de pratos, 

cromatogramas[8]. 
Outro aspecto relevante é a versatilidade de monômeros disponíveis para a síntese, 

sendo possível sintetizar monolitos poliméricos (ou orgânicos), a base de sílica (ou 
inorgânicos) além dos híbridos que possuem monômeros das duas “classes”. As vantagens 
são inúmeras, pois de acordo com a finalidade pode-se produzir os monolitos com as 
características mais desejadas, como resistência a altos e baixos pH, tamanho dos poros, 
resistência ao fluxo, dentre outras[9]. 

Em se tratando da finalidade, essas de certa forma parecem ser infinitas. São inúmeros 
artigos de revisão sobre a aplicação dos materiais monolíticos [10]–[15]. No entanto algumas 
características são destacadas, como um maior número de trabalhos com aplicações de 
monolitos poliméricos para compostos orgânicos de alta massa molecular, ao exemplo de 

durante o desenvolvimento deste trabalho, foram desenvolvidas metodologias 
polimerização utilizando diferentes técnicas, como a ultravioleta 

aplicações na forma de extração em fase sólida e colunas cromatográficas 
a fim de separar e quantificar a mioglobina urinária utilizando os métodos de cromatografia 

njeção sequencial (SIC) e cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE)
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O princípio dos métodos cromatográficos é empregado tanto nos processos de 
emprego da técnica de extração em fase 

sólida. O maior desafio para ambos os métodos é a busca por materiais que possuem interação 
com os analitos de interesse com a fase estacionária, visando a extração do analito da matriz e 

aração cromatográfica. No desenvolvimento dos materiais, o 
tos para aplicações cromatográficas é um tema amplamente presente na 

literatura com inúmeros trabalhos de revisões demonstrando o seu potencial e suas aplicações 
as áreas como farmacológica, alimentar, ambiental, saúde e dentre 

Os materiais monolíticos vêm sendo empregados ao longo dos últimos 30 anos como 
ém de separações cromatográficas são aplicados como adsorventes 

se a fácil preparação, 
controle de porosidade, além de enorme flexibilidade para controlar as características 

químicas da superfície de seus poros e, consequentemente, controlar o mecanismo de 
buscando obter uma menor altura de pratos, aumentando assim 

Outro aspecto relevante é a versatilidade de monômeros disponíveis para a síntese, 
liméricos (ou orgânicos), a base de sílica (ou 

inorgânicos) além dos híbridos que possuem monômeros das duas “classes”. As vantagens 
se produzir os monolitos com as 

istência a altos e baixos pH, tamanho dos poros, 

Em se tratando da finalidade, essas de certa forma parecem ser infinitas. São inúmeros 
. No entanto algumas 

características são destacadas, como um maior número de trabalhos com aplicações de 
monolitos poliméricos para compostos orgânicos de alta massa molecular, ao exemplo de 

, foram desenvolvidas metodologias 
polimerização utilizando diferentes técnicas, como a ultravioleta 

aplicações na forma de extração em fase sólida e colunas cromatográficas 
urinária utilizando os métodos de cromatografia 

CLAE). 



 

 
Material e Métodos 

 
Funcionalização das interfaces
Todos os tubos  foram lavados

de sódio (NaOH) 0,2 mol/L, água, 
Para os tubos de Silcosteel®

reagente derivatizante, trimetóxisililpropilmetacrilado (
(v v-1, pH 5,0) foi inejatada[17]
Finalmente, os tubos foram lavado com acetona e seco sob um fluxo de N

Nos tubos de tetrafluoretileno
injeção de uma solução 20% em peso de 
foram fechadas e os tubos foram irradiados por 20 minutos sob 254 nm a 120 mJ/cm².
nova lavagem os tubos foram fechados e
foi injetada, fechadas e irradiada
MeOH. 

 
Síntese dos monolitos ancorados nos tubos
Uma mistura contendo 24% de 

dimetacrilato (EDMA), 45,5% de 1
iniciadores. Para UV usou
azobisisobutironitrila (AIBN). 
120 mJ/cm². Os tubos de Silcosteel® foram aquecidos a 50 °C por seis horas
foram lavadas e armazenadas com 

 
Análise de amostras 
Amostras de urina foram coletadas dos membros do grupo 

minutos após uma hora de treinamento de força anaeróbico (cross
tamponadas com acetato de amônio 0,1 mol L
filtradas através de filtros de seringa de 0,22 µm.Pouco 
em fase sólida (SPE), as amostras de urina foram condicionadas em 0,1% (v v
trifluoracético (TFA). 

A preparação das amostras para a SPE 
amostras filtradas e condicionadas com 0,1% de TFA nas c
de diâmetro interno, lavar com 5% de ACN em 0,1% de TFA e, em seguida, eluir com 0,50 
mL de 60% de ACN em 0,1% de TFA. 
colunas monolíticas de SMA em 
móvel A e partindo de 5% para 50% de 
descritos na figura 4. 

Já o processo de análise por
seguiram um procedimento de 5 etapas (Tabela 1)
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interfaces dos tubos Silcosteel® e ETFE 
ram lavados sequencialmente com etanol (EtOH

água, ácido clorídrico (HCl) 0,2 mol/L, água e EtOH. 
Silcosteel®, uma solução previamente sonificada e purgada em N

trimetóxisililpropilmetacrilado (TMSPM) a 20% (m/m) em etanol 95% 
[17] e posteriormente selados e aquecidos a 60 °C por 2 horas

lavado com acetona e seco sob um fluxo de N2.
s tubos de tetrafluoretileno (ETFE) o processo envolveu a lavagem prévia e

20% em peso de benzofenona (BP) em MeOH
echadas e os tubos foram irradiados por 20 minutos sob 254 nm a 120 mJ/cm².

nova lavagem os tubos foram fechados e uma solução de 30% em peso de EDMA em MeOH
adas e irradiadas por 40 minutos (254 nm a 120 mJ/cm²)

Síntese dos monolitos ancorados nos tubos 
contendo 24% de estearil metracrilato (SMA), 16% de 

, 45,5% de 1-propanol e 14,5% de 1,4-butanodiol (
UV usou-se 2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona 

. O tubo de ETFE foi irradiado por 20 minutos sob 254 nm a 
120 mJ/cm². Os tubos de Silcosteel® foram aquecidos a 50 °C por seis horas

com acetonitrila (ACN)  

 
Amostras de urina foram coletadas dos membros do grupo de pesquisa antes e 10 

minutos após uma hora de treinamento de força anaeróbico (cross-fit). As amostras foram 
tamponadas com acetato de amônio 0,1 mol L-1 (pH 7,0) na proporção volumétrica de 9:1 e 
filtradas através de filtros de seringa de 0,22 µm.Pouco antes dos experimentos de extração 
em fase sólida (SPE), as amostras de urina foram condicionadas em 0,1% (v v

A preparação das amostras para a SPE offline consistiu em carregar 2,0 mL das 
amostras filtradas e condicionadas com 0,1% de TFA nas colunas de ETFE de 50 × 1,50 mm 
de diâmetro interno, lavar com 5% de ACN em 0,1% de TFA e, em seguida, eluir com 0,50 
mL de 60% de ACN em 0,1% de TFA. Umaalíquota da amostra de 5 µL foi analisada nas 

MA em CLAE, utilizando um gradiente com 0,1% de TFA na fase 
móvel A e partindo de 5% para 50% de ACN em 0,1% de TFA, conforme parâmetros 

de análise por SIC está ilustrado na Fig. 1, e as análise
um procedimento de 5 etapas (Tabela 1). 
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EtOH), água, hidróxido 
, água e EtOH.   

e purgada em N2 do 
a 20% (m/m) em etanol 95% 

s a 60 °C por 2 horas. 
.  

cesso envolveu a lavagem prévia e a 
em MeOH. As extremidades 

echadas e os tubos foram irradiados por 20 minutos sob 254 nm a 120 mJ/cm². Após 
uma solução de 30% em peso de EDMA em MeOH 

os (254 nm a 120 mJ/cm²) e lavados com 

, 16% de etileno glicol 
butanodiol (% m/m) e 

 (DMPAP) e o 
foi irradiado por 20 minutos sob 254 nm a 

120 mJ/cm². Os tubos de Silcosteel® foram aquecidos a 50 °C por seis horas. As colunas 

de pesquisa antes e 10 
fit). As amostras foram 

(pH 7,0) na proporção volumétrica de 9:1 e 
antes dos experimentos de extração 

em fase sólida (SPE), as amostras de urina foram condicionadas em 0,1% (v v-1) de ácido 

consistiu em carregar 2,0 mL das 
olunas de ETFE de 50 × 1,50 mm 

de diâmetro interno, lavar com 5% de ACN em 0,1% de TFA e, em seguida, eluir com 0,50 
alíquota da amostra de 5 µL foi analisada nas 

, utilizando um gradiente com 0,1% de TFA na fase 
, conforme parâmetros 

análises das amostras 



 

 

 
Figura 1. Esquema do equipamento de injeção sequencial (SIC) para a determinação da mioglobina. SP = 
seringa/processo, RV = 3.45 MPa relaxamento da válvula, CV = checagem da válvula, HC = bobina em hélice (4 
m × 0.8 mm i.d.), SV = seleção da válvula, C = 50
Detector do espectrofotometro (400 nm) conectado a célula de fluxo, MP1 = 5% ACN em 0.1% TFA, MP2 = 
60% ACN em 0.1% TFA. Todas as % em 

 
 
Tabela1 – Procedimento para determinação de Mioglobina em amostras de urina por SIC.

Etapa SV 
1 9 

2 5 

3 4 

4 3 

5 8 

SV: seleção da válvula; SP: seringa/processo;  MP1: Fase Móvel 1 (5% Acetonitrila em 0.1%  ácido 
trifluoroacetico), MP2: Fase Móvel 2 (60% Acetonitrila em 0.1%  ácido trifluoroacetico)
 
 
Resultados e Discussão 

 
O desafio na utilização 

sua hidrofobicidade e baixa reatividade, que torna difícil a conexão entre a fase estacion
com a parede interna do tubo sem deixar espaços vazios que podem afetar a performance da 
separação[19]. Para ancorar o monolito na parede interna através de uma ligação covalente, 

4
5

7
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Waste

C

D
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6

MP2
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. Esquema do equipamento de injeção sequencial (SIC) para a determinação da mioglobina. SP = 
seringa/processo, RV = 3.45 MPa relaxamento da válvula, CV = checagem da válvula, HC = bobina em hélice (4 

i.d.), SV = seleção da válvula, C = 50 × 1.50 mm poli(SMA-co-EDMA) coluna monolitica, D = 
Detector do espectrofotometro (400 nm) conectado a célula de fluxo, MP1 = 5% ACN em 0.1% TFA, MP2 = 
60% ACN em 0.1% TFA. Todas as % em v v-1. 

Procedimento para determinação de Mioglobina em amostras de urina por SIC.
comando SP (Fluxo) Comentário
Aspirar 1500 μL (50 μLs-1) Preencher a seringa da bomba com 

MP1 
Aspirar 500 μL (50 μLs-1) Aspirar MP2 para a bobina (eluição 

do analito) 

Aspirar 500 μL (50 μLs-1) Aspirar o MP1 para a bobina (etapa 
de lavagem – SPE)

Aspirar 1000 μL (50 μLs-1) Aspirar a amostra

Esvaziar   (10 μL.s-1) Injeção da amostra, lavagem (MP1), 
eluição (MP2) e recondicionamento 
(MP1) através da

SV: seleção da válvula; SP: seringa/processo;  MP1: Fase Móvel 1 (5% Acetonitrila em 0.1%  ácido 
trifluoroacetico), MP2: Fase Móvel 2 (60% Acetonitrila em 0.1%  ácido trifluoroacetico) 

O desafio na utilização de tubos de ETFE ou outros suportes plásticos fluorados é a 
sua hidrofobicidade e baixa reatividade, que torna difícil a conexão entre a fase estacion

o sem deixar espaços vazios que podem afetar a performance da 
r o monolito na parede interna através de uma ligação covalente, 

1

2

3
4

9
10

SV

Piston

RV

(3.45MPa)

MP1

CV

3-Way Valve

HC
Off

Waste

SP
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MP1
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. Esquema do equipamento de injeção sequencial (SIC) para a determinação da mioglobina. SP = 
seringa/processo, RV = 3.45 MPa relaxamento da válvula, CV = checagem da válvula, HC = bobina em hélice (4 

EDMA) coluna monolitica, D = 
Detector do espectrofotometro (400 nm) conectado a célula de fluxo, MP1 = 5% ACN em 0.1% TFA, MP2 = 

Procedimento para determinação de Mioglobina em amostras de urina por SIC. 
Comentário 

Preencher a seringa da bomba com 

Aspirar MP2 para a bobina (eluição 

Aspirar o MP1 para a bobina (etapa 
SPE) 

Aspirar a amostra 

Injeção da amostra, lavagem (MP1), 
eluição (MP2) e recondicionamento 
(MP1) através da coluna e detector 

SV: seleção da válvula; SP: seringa/processo;  MP1: Fase Móvel 1 (5% Acetonitrila em 0.1%  ácido 
 

de tubos de ETFE ou outros suportes plásticos fluorados é a 
sua hidrofobicidade e baixa reatividade, que torna difícil a conexão entre a fase estacionária 

o sem deixar espaços vazios que podem afetar a performance da 
r o monolito na parede interna através de uma ligação covalente, 

MP1

Piston

Way Valve

On



 

 
um procedimento de vinilização em duas etapas foi utilizado, proposto primeiramente por 
Stachowiak et al.[20] para uso de tubos de polipropileno e posteriormente adaptado por 
Catalá-Icardo et al.[21] para tubos de ETFE. 

O procedimento consistiu basicamente em duas etapas simples. A primeira delas é a 
fotosensibilização da BP no tudo de ETFE para criar uma superfície fotoiniciador
primeira modificação não altera as características físicas do tubo, mantendo sua aparência 
transparente. Na segunda etapa, 
poli(EDMA) entrelaçada, formando assim uma variedade de grupos viníl
ancorar o monolito dentro do invólucro. Após essa segunda modificação e lavagem do tubo 
com metanol, observa-se a olho nu uma camada densa e branca de poli(EDMA) aderida à 
superfície interna. 

A imagem de Microscopia Eletrônica de Varredura
tubo ETFE com 1,5 mm de diâmetro interno mostra uma superfície homogênea do monólito 
de poli(SMA-co-EDMA) polimerizado por UV (Fig. 
funcionalizada entre a parede interna do ETFE e o monólito. As ligações duplas de 
poli(EDMA) não reativas copolimerizam com SMA e EDMA na presença de solventes 
porogênicos, ancorando assim o monolito de poli(SMA
preparados nos tubos não apresentam diferenças significativas, sugerindo que as 
polimerizações UV com 20 minutos a 254 nm e 120 mJ cm
uma estrutura uniforme de microesferas de 2 a 3 μm intercaladas por poros de fluxo de 5 a 10 
μm interconectados. 

A Figura 1c mostra a interface do tubo Silcosteel® ancorando o monolito de 
poli(SMA-co-EDMA), enquanto a Fig. 
polimerização térmica de 24 horas. As imagens de MEV sugerem que o monolito produzido 
termicamente mantém os grandes poros de fluxo de 5 a 10 
que aqueles obtidos pela fotopolimerização.
 

 
Figura 2. Imagens de MEV (Microscopia Eletrônica de Varredura) de uma seção transversal dos monólitos de 
poli(SMA-co-EDMA) mostrando: (a) o monolito alojado em um tubo ETFE com 1,5 mm de diâmetro interno; 
(b) a interface entre o tubo ETFE e o monólito ancorado em uma camada de poli(EDMA), indicada pelas setas; 
(c) a interface entre o tubo Silcosteel® vinilizado e o monolito; e (d) o núcleo do monolito preparado dentro do 
tubo Silcosteel® por polimerização térmica.

a 

c 
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um procedimento de vinilização em duas etapas foi utilizado, proposto primeiramente por 
para uso de tubos de polipropileno e posteriormente adaptado por 
para tubos de ETFE.  

O procedimento consistiu basicamente em duas etapas simples. A primeira delas é a 
fotosensibilização da BP no tudo de ETFE para criar uma superfície fotoiniciador
primeira modificação não altera as características físicas do tubo, mantendo sua aparência 
transparente. Na segunda etapa, o iniciador media a fotopolimerização de uma camada fina de 
poli(EDMA) entrelaçada, formando assim uma variedade de grupos viníl

lito dentro do invólucro. Após essa segunda modificação e lavagem do tubo 
se a olho nu uma camada densa e branca de poli(EDMA) aderida à 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) de uma seção radial do 
tubo ETFE com 1,5 mm de diâmetro interno mostra uma superfície homogênea do monólito 

EDMA) polimerizado por UV (Fig. 1a). A Figura 1b destaca a interface 
zada entre a parede interna do ETFE e o monólito. As ligações duplas de 

poli(EDMA) não reativas copolimerizam com SMA e EDMA na presença de solventes 
porogênicos, ancorando assim o monolito de poli(SMA-co-EDMA). O núcleo dos monolitos 

não apresentam diferenças significativas, sugerindo que as 
20 minutos a 254 nm e 120 mJ cm−2 foram suficientes para produzir 

uma estrutura uniforme de microesferas de 2 a 3 μm intercaladas por poros de fluxo de 5 a 10 

mostra a interface do tubo Silcosteel® ancorando o monolito de 
EDMA), enquanto a Fig. 1d mostra o núcleo do monólito obtido por 

polimerização térmica de 24 horas. As imagens de MEV sugerem que o monolito produzido 
antém os grandes poros de fluxo de 5 a 10 μm, mas com gl

que aqueles obtidos pela fotopolimerização. 

. Imagens de MEV (Microscopia Eletrônica de Varredura) de uma seção transversal dos monólitos de 
EDMA) mostrando: (a) o monolito alojado em um tubo ETFE com 1,5 mm de diâmetro interno; 

e entre o tubo ETFE e o monólito ancorado em uma camada de poli(EDMA), indicada pelas setas; 
(c) a interface entre o tubo Silcosteel® vinilizado e o monolito; e (d) o núcleo do monolito preparado dentro do 
tubo Silcosteel® por polimerização térmica. 

b 

d 
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um procedimento de vinilização em duas etapas foi utilizado, proposto primeiramente por 
para uso de tubos de polipropileno e posteriormente adaptado por 

O procedimento consistiu basicamente em duas etapas simples. A primeira delas é a 
fotosensibilização da BP no tudo de ETFE para criar uma superfície fotoiniciadora. A 
primeira modificação não altera as características físicas do tubo, mantendo sua aparência 

o iniciador media a fotopolimerização de uma camada fina de 
poli(EDMA) entrelaçada, formando assim uma variedade de grupos vinílicos terminais para 

lito dentro do invólucro. Após essa segunda modificação e lavagem do tubo 
se a olho nu uma camada densa e branca de poli(EDMA) aderida à 

e uma seção radial do 
tubo ETFE com 1,5 mm de diâmetro interno mostra uma superfície homogênea do monólito 

b destaca a interface 
zada entre a parede interna do ETFE e o monólito. As ligações duplas de 

poli(EDMA) não reativas copolimerizam com SMA e EDMA na presença de solventes 
EDMA). O núcleo dos monolitos 

não apresentam diferenças significativas, sugerindo que as 
foram suficientes para produzir 

uma estrutura uniforme de microesferas de 2 a 3 μm intercaladas por poros de fluxo de 5 a 10 

mostra a interface do tubo Silcosteel® ancorando o monolito de 
mostra o núcleo do monólito obtido por 

polimerização térmica de 24 horas. As imagens de MEV sugerem que o monolito produzido 
μm, mas com glóbulos maiores do 

 

. Imagens de MEV (Microscopia Eletrônica de Varredura) de uma seção transversal dos monólitos de 
EDMA) mostrando: (a) o monolito alojado em um tubo ETFE com 1,5 mm de diâmetro interno; 

e entre o tubo ETFE e o monólito ancorado em uma camada de poli(EDMA), indicada pelas setas; 
(c) a interface entre o tubo Silcosteel® vinilizado e o monolito; e (d) o núcleo do monolito preparado dentro do 



 

 
 

Os espectros de infravermelho
mostram as bandas típicas em 2850 e 2925 cm
simétrico de CH3, respectivamente (Fig. 3). As bandas em 1465 e 1390 cm
curvatura CH2 e CH3 na cadeia C18. A banda em 1725 cm
C=O, enquanto a banda em 1145 cm
metacrilato. A banda fraca em 1640 cm
polimerização através das funcionalidades vinílicas, como confirmado pela comparação do 
ATR-FTIR da poli(SMA-co-
literatura. 

 

(a) 
Figure 3. ATR-FTIR do monolito de poli(SMA
o SMA). 

 
A coluna preparada no tubo Silcosteel® de 1,0 mm de diâmetro interno exibiu o 

melhor desempenho na separação de linha de base das três proteínas (Fig. 5). Assim, a 
aplicação do método CLAE para análises de urina envolveu a coluna ETFE de 1,5 mm de 
diâmetro interno para SPE e a coluna Silcosteel® como coluna analítica. 

 

Figura 4. Cromatogramas extraídos do branco de uma mistura contendo (1) lisozima, (2) mioglobina e (3) 
anidrase carbônica (todos na concentração de 75 
amostra injetados foram 5,0 e 20,0 µL para os as colunas de 1,0, e 1,5 mm 
ambas as colunas foi de 1,0 mL min
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infravermelho (ATR-FTIR) dos monolitos de poli(SMA
mostram as bandas típicas em 2850 e 2925 cm–1 devido ao estiramento C–

, respectivamente (Fig. 3). As bandas em 1465 e 1390 cm
na cadeia C18. A banda em 1725 cm–1 pode ser atribuída ao estiramento 

C=O, enquanto a banda em 1145 cm–1 vem do estiramento das ligações C-
metacrilato. A banda fraca em 1640 cm–1 devido ao estiramento C=C confirma a reação de 

ação através das funcionalidades vinílicas, como confirmado pela comparação do 
-EDMA) com os espectros IR dos monômeros mostrados na 

 
 

(b)

(c)

FTIR do monolito de poli(SMA-co-EDMA); (b) ATR-FTIR para o EDMA e (c) ATR

A coluna preparada no tubo Silcosteel® de 1,0 mm de diâmetro interno exibiu o 
separação de linha de base das três proteínas (Fig. 5). Assim, a 

para análises de urina envolveu a coluna ETFE de 1,5 mm de 
diâmetro interno para SPE e a coluna Silcosteel® como coluna analítica.  

dos do branco de uma mistura contendo (1) lisozima, (2) mioglobina e (3) 
anidrase carbônica (todos na concentração de 75 g mL-1) nas condições descritas na seção 2.8. Os volumes de 
amostra injetados foram 5,0 e 20,0 µL para os as colunas de 1,0, e 1,5 mm i.d. respectivamente. O fluxo para 
ambas as colunas foi de 1,0 mL min-1 e temperatura de 60 C 
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dos monolitos de poli(SMA-co-EDMA) 
–H e ao estiramento 

, respectivamente (Fig. 3). As bandas em 1465 e 1390 cm–1 correspondem à 
pode ser atribuída ao estiramento 

-O nas estruturas de 
devido ao estiramento C=C confirma a reação de 

ação através das funcionalidades vinílicas, como confirmado pela comparação do 
EDMA) com os espectros IR dos monômeros mostrados na 

 
(b) 

 
(c) 

para o EDMA e (c) ATR-FTIR para 

A coluna preparada no tubo Silcosteel® de 1,0 mm de diâmetro interno exibiu o 
separação de linha de base das três proteínas (Fig. 5). Assim, a 

para análises de urina envolveu a coluna ETFE de 1,5 mm de 

 
dos do branco de uma mistura contendo (1) lisozima, (2) mioglobina e (3) 

) nas condições descritas na seção 2.8. Os volumes de 
i.d. respectivamente. O fluxo para 



 

 
 
Os limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) 

calculados como 𝐿𝑂𝐷 =  (3𝑆
inclinação da curva de calibração usando medições de altura de pico para as concentrações de 
5,0, 10, e 25g mL-1, resultando em 1,1 e 3,7 
para a medição dos níveis de concentração relatados em casos de trauma por esmagamento 
(32,9g mL-1)[23], treinamento militar
g mL-1)[25], competidores de
1)[27]. 

Já as análises por CLAE
mioglobina entre 1,0 e 7.5 
(111 ± 7)𝐶௬ − (0.01 ± 0.03

g mL-1 e LOQ = 0,43 g mL
e sem SPE implicou uma FE de 2,3 e um aumento de 10 vezes na detectabilidade. Esse limite 
de detecção é cerca de 2 vezes menor do que o relatado por Lyndsay 
vezes menor do que o relatado por Al

As concentrações encontradas após o treiname
amostra de urina do Indivíduo 1 apresentou concentração de mioglobina de 6,0 ± 0,4 µg L
concentração próxima ao LOQ do método 
valor de concentração indistinguível, mostrando a precisão do método (Fig. 
indivíduo 2 apresentava um valor ex
possível quantificar após o procedimento de SPE.

 
 
 

Tabela 2. Concentração de mioglobina urinária em amostras, antes e depois do SPE (n = 3)
Sample 
1 
2 
3 

a Solid phase Extraction; bLimite de Detection
 
 

 
Figura 5. Cromatogramas subtraídos do branco de amostras de urina do indivíduo 1 (a)  e indivíduo 3 (b)  antes e 
depois do SPE com as colunas poli(SMA
cromatográficas foram descritas na seção 2.8; Volume da amostra = 5 µL, temperatura = 60 
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s limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) para o método SIC 
𝑆(𝑦/𝑥)/𝑚) and  𝐿𝑂𝑄 =  (10𝑆(𝑦/𝑥)) ⁄ 𝑚

inclinação da curva de calibração usando medições de altura de pico para as concentrações de 
, resultando em 1,1 e 3,7 g mL-1 respectivamente. Este LOD é adequado 

para a medição dos níveis de concentração relatados em casos de trauma por esmagamento 
, treinamento militar (6,4 to 410g mL-1)[24], corredores de maratonas (52 

, competidores de rúgbi (100g mL-1)[26] e infarto do miocárdio (3

Já as análises por CLAE resultaram em uma curva de calibração para concentrações de 
g mL-1 resultou num ajuste para a equação linear 
03) com R2 = 0.989 e Sy/x = 0.0048, resultando em LOD = 0,13 

g mL-1. A proporção da inclinação das curvas de calibração com SPE 
e sem SPE implicou uma FE de 2,3 e um aumento de 10 vezes na detectabilidade. Esse limite 
de detecção é cerca de 2 vezes menor do que o relatado por Lyndsay et al
vezes menor do que o relatado por Al-Rimawi[29], ambos usando métodos RP

As concentrações encontradas após o treinamento são apresentadas na Tabela 2
amostra de urina do Indivíduo 1 apresentou concentração de mioglobina de 6,0 ± 0,4 µg L
concentração próxima ao LOQ do método CLAE. Após o protocolo SPE, foi encontrado um 
valor de concentração indistinguível, mostrando a precisão do método (Fig. 
indivíduo 2 apresentava um valor expressivo sem a pré-concentração e n
possível quantificar após o procedimento de SPE. 

. Concentração de mioglobina urinária em amostras, antes e depois do SPE (n = 3)
Sem SPEa / g L-1 Com SPE / g L
6.0 ± 0.4 6.0 ± 0.5 
28 ± 1 Não requerido
<LOQb 2.3 ± 0.4 

Limite de Detection 

. Cromatogramas subtraídos do branco de amostras de urina do indivíduo 1 (a)  e indivíduo 3 (b)  antes e 
depois do SPE com as colunas poli(SMA-co-EDMA). As setas indicam o pico da mioglobina. As c
cromatográficas foram descritas na seção 2.8; Volume da amostra = 5 µL, temperatura = 60 
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para o método SIC foram 
𝑚[22], onde m é a 

inclinação da curva de calibração usando medições de altura de pico para as concentrações de 
te. Este LOD é adequado 

para a medição dos níveis de concentração relatados em casos de trauma por esmagamento 
, corredores de maratonas (52 

e infarto do miocárdio (3,0 mg mL-

uma curva de calibração para concentrações de 
resultou num ajuste para a equação linear Á𝑟𝑒𝑎 =

= 0.0048, resultando em LOD = 0,13 
. A proporção da inclinação das curvas de calibração com SPE 

e sem SPE implicou uma FE de 2,3 e um aumento de 10 vezes na detectabilidade. Esse limite 
et al.[28] e cerca de 4 

, ambos usando métodos RP-HPLC. 
nto são apresentadas na Tabela 2. A 

amostra de urina do Indivíduo 1 apresentou concentração de mioglobina de 6,0 ± 0,4 µg L-1, 
. Após o protocolo SPE, foi encontrado um 

valor de concentração indistinguível, mostrando a precisão do método (Fig. 5a). Já o 
no indivíduo 3, foi 

. Concentração de mioglobina urinária em amostras, antes e depois do SPE (n = 3) 
g L-1 

Não requerido 

 

. Cromatogramas subtraídos do branco de amostras de urina do indivíduo 1 (a)  e indivíduo 3 (b)  antes e 
EDMA). As setas indicam o pico da mioglobina. As condições 

cromatográficas foram descritas na seção 2.8; Volume da amostra = 5 µL, temperatura = 60 oC. 



 

 
 
A precisão do método CLAE

resultando em recuperações de 105, 98 e 99%, respectivamente, com um RSD < 12% para a 
concentração de 10µg mL-1. 

 

Conclusões 
A preparação simples e fácil de colunas monolíticas poliméricas em diferentes 

dimensões e moldes permitiu o desenvolvimento de métodos cromatográficos de fase reversa 
para determinar a mioglobina urinária, utilizando o método de SPE conforme necessidade. 
Ambos os métodos SIC e CLAE
Embora o SIC não tenha sido capaz de fornecer separação de fase reversa de lisozima, 
mioglobina e anidrase carbônica, ele automatiza todas as etapas do SPE de condicioname
da coluna, carregamento de amostra, lavagem e eluição/detecção. Para esta aplicação 
específica, a seletividade foi alcançada pela detecção em 400 nm, comprimento de onda 
seletivo para a mioglobina. As limitações de contrapressão do SIC exigiram o uso d
coluna com 50 × 1,50 mm de diâmetro interno. No entanto, esta coluna foi construída em tubo 
de ETFE por fotopolimerização, sendo a sua síntese rápida e reprodutível. A análise por 
HPLC se beneficiou da separação eficiente de proteínas em um gradiente
de TFA fornecido pela coluna poli(SMA
combinação da análise SPE e 
uma melhoria de 10 vezes na detectabilidade, atingindo LOD e LOQ de 1,3 e 
respectivamente. Estes valores são baixos o suficiente para detectar aumentos prejudiciais de 
mioglobina na urina, resultando assim em um material com potencial aplicação em 
diagnóstico médico. 
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