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History of Liquid Chromatography

Abstract: It is common sense among historians of science to credit the merit of the invention of liquid
chromatography to the Russian botanist M. S. Tswett. The landmark is a report published by him in 1903
about the newly invented technique. However, there are many records related to chromatography prior
to Tswett. There are records of experiments dating to the year 77 in ancient Rome. The history of liquid
chromatography has interesting discoveries and inventions as well as disputes between groups of
researchers who in one way or another helped it to become one of the most widely used analytical
techniques today. Reading the history of liquid chromatography is an interesting way to learn about the
technique and to discover how creative solutions to the analytical challenges of each era were designed.
Most described experiments and techniques developed are still used nowadays. The construction of the
first chromatography system is also described in detail. It was constructed almost entirely with pieces
commercially available and was able of separating, derivatize and detect a complex mixture of amino
acids and peptides. Its use led the builders to the Nobel Prize in chemistry.

Keywords: High Performance Liquid Chromatography; HPLC; Tswett.

Resumo

E senso comum, entre os historiadores da ciéncia, creditar o mérito da invencdo da cromatografia
liqguida ao botanico russo M. S. Tswett, tendo como marco um relatério por ele publicado em 1903
acerca da técnica recém-inventada. No entanto, sdo muitos os registros de fenémenos, anteriores a
Tswett, relacionados a cromatografia. Existem registros de experimentos datados do ano de 77, na
Roma antiga. A histdria da cromatografia liquida ainda guarda interessantes descobertas e invengdes
bem como disputas entre grupos de pesquisadores que de uma forma ou de outra contribuiram para
que ela se tornasse uma das técnicas analiticas mais utilizadas hoje no mundo. A leitura da histéria da
cromatografia liquida é uma interessante maneira de se aprender sobre a técnica e descobrir como
foram concebidas solugGes criativas para os desafios analiticos de cada época. A maior parte dos
experimentos descritos e técnicas desenvolvidas sdo utilizadas até os dias de hoje. A construgdo do
primeiro sistema cromatografico também é descrito com detalhes. Ele foi construido quase que
totalmente com pegas comercialmente disponiveis e foi capaz de separar, derivatizar e detectar uma
mistura complexa de aminoacidos e peptideos. A utilizagdo desse sistema levou seus construtores ao
prémio Nobel de quimica.
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1. Primeiros relatos de fenomenos
relacionados a cromatografia

E senso comum entre os historiadores da
ciéncia, creditar o mérito da invencdo da
cromatografia ao botdnico russo M. S.
Tswett, tendo como marco um relatdrio
publicado em 1903. No entanto, sdo muitos
os registros de fendmenos relacionados a
cromatografia anteriores a Tswett.
Provavelmente, a primeira observagao de
utilizacdo destes fenémenos seja do
historiador romano Caio Plinio Segundo (23-
79) no ano de 77 da nossa era. Conhecido
como Plinio, o Velho, era um militar romano
naturalista, que devido a sua dedica¢do ao
entendimento dos fendbmenos naturais,
acabou falecendo ao ser atingido por gases
téxicos quando tentou observar a erupgdo do
vulcdo Vesuvio, no ano 79, em Pompéia.

Entre os anos de 77 e 79, Plinio
publicou uma grande obra chamada Histdria
Natural (“Naturalis Historia”), uma grande
enciclopédia (trinta e sete livros). No capitulo
26 do livro de nimero 34, Plinio descreve um
método para verificar a autenticidade de
verdigris, um sal fabricado na reagdo do
metal cobre com acido acético, que desde a
antiguidade foi usado como fungicida e
pigmento verde. Na época, uma fraude
comum era a adicdo de pd de marmore verde
ao verdigris para aumentar o seu
rendimento. Plinio descreveu um método
gue consistia na aplicagdo do produto em
folhas de papiro embebidas com um extrato
vegetal. No caso de autenticidade, o papiro
tornava-se imediatamente negro.1

Outro relato de um fenémeno
cromatografico apareceu 1700 anos depois
de Plinio, o autor foi Jons Jacob Berzelius
(1779-1848). Berzelius é mais conhecido
como um dos fundadores da quimica
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moderna. Berzelius formou-se em medicina
em 1800, quando publicou um estudo sobre
a composicao salina das aguas do spa Medevi
na Suécia, famoso por suas aguas e lamas
medicinais, e que funciona até hoje. Berzelius
seguiu sua carreira cientifica estudando o
preparo de aguas minerais artificiais, muito
utilizadas na época para tratamento de
inimeras enfermidades.> Em seus estudos
com a agua, Berzelius observou e descreveu
o fendbmeno da desmineralizacdo da d4gua
salgada por meio de filtracdo através de
areia.

Em 1844, o fisico e neurofisiologista
italiano Carlo Matteucci (1811-1868) foi
convidado pelo governo da Toscana para
ministrar um curso sobre fendbmenos fisicos
dos seres vivos na Universidade de Pisa. Em
1847, Matteucci publicou o livro “palestras
sobre os fendmenos fisicos de seres vivos”.
Em suas observagdes empiricas, Matteucci
reproduziu o experimento de Berzelius, em
gue agua salgada é transformada em “fresca”
por filtracdo. Uma solugdo salina foi filtrada
através de um tubo de 8 metros contendo
areia. A 4gua que saia do tubo era menos
densa que a inserida no topo. No entanto, a
diferenca de densidade ndo era mantida e,
depois de certo tempo, a solucdo de saida
tornava-se t3o densa quanto a de entrada.’
Matteucci buscava explicagdo para a
existéncia de fontes de dgua doce a partir de
agua do mar percolada através do solo. Na
mesma publica¢do, Matteucci ainda relatou o
interessante fendbmeno que ocorre quando
gotas de chocolate ou tinta caiam sobre a
roupa ou papel de filtro, formando um ponto
central escuro circundado por uma zona de
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liquido claro colorido. Efeito semelhante foi
por ele observado, quando o sangue
extravasava o tecido celular subcutaneo,
deslocando o plasma para as margens
separando-o do material colorido.?

2. As imagens autoformadas de
Runge

Encontra-se na biblioteca Beinecke de
livros e manuscritos raros da Universidade de
Yale, um livro de grande interesse para a
histéria da cromatografia, mas que
curiosamente é mais consultado por curiosos
e historiadores da area artistica. Trata-se de
um livro formado por colagens em cartolina
preta de papéis de filtro contendo figuras
multicoloridas. O livro foi publicado em
alemdo em 1866 e sua capa (Figura 1B) traz
22 figuras coladas ao redor do titulo: “Das Od
als Bildungstrieb der Stoffe: Veranschaulicht
in selbststdndig gewachsenen Bildern”. A
capa ainda apresenta o autor, F. F. Runge, e o
valor pelo qual era vendido, quatro thalers
(moeda de prata usada naquela época na
Europa).*®

Runge foi o primeiro a fazer uso da
separagdo de pigmentos em papel com fins
analiticos, com aplicagdo na industria téxtil
para a qual trabalhava. Os detalhes do
desenvolvimento da técnica e de sua
percepgdo como técnica analitica reprodutiva
valem uma descri¢do detalhada, bem como
vale o registro do efeito estético das
separagdes por ele obtidas.
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Figura 1. Capas dos livros: A-“ Der Bildungstrieb der Stoffe veranschaulicht in selbstandig
gewachsenen Bildern: (Fortsetzung der Musterbilder)” e B-“Das Od als Bildungstrieb der
Stoffe: Veranschaulicht in selbststdndig gewachsenen Bildern” de F. F. Runge. A, Reproducdo

da ref. 4. B, Reprodugdo da ref. 5

2.1. Biografia de Friedlieb Ferdinand
Runge

Friedlieb Ferdinand Runge (1795-1867)
nasceu em Billwerder, suburbio de Hamburgo
na Alemanha. Aos 16 anos se mudou para
Libeck para dar inicio ao aprendizado de
farmacia junto a seu tio. Com 22 anos
inscreveu-se para estudar medicina na
Universidade de Berlim. Dois anos depois
mudou-se para a Universidade de Gottingen,
e apds um ano para a Universidade de Jena,
onde concluiu seu curso em 1819. No
entanto, Runge nunca praticou medicina,
porque nos ultimos anos do curso se
interessou pela quimica, em especial pelo
estudo de substancias venenosas de plantas.
Runge dedicou-se ao estudo dos efeitos da
atropina, presente na planta beladona
(Atropa belladonna).®

Em 1819, Runge foi convidado pelo
escritor e pensador alemdo Goethe para
demonstrar o interessante efeito de dilatagao
da pupila causado pelo extrato de beladona.
Runge fez a demonstracdo aplicando o
extrato da planta no olho de um gato, Goethe
ficou tao impressionado com o resultado que
chegou a registrar os resultados em suas
anotagﬁes.7 Neste encontro, Goethe deu a
Runge uma amostra de graos de café torrado
e sugeriu a ele que os incluissem em suas
pesquisas, devido a possivel presenga de uma
substancia estimulante nos graos de café.
Goethe estava correto, poucos meses depois
do encontro, Runge foi o primeiro a isolar a
cafeina.’

Em 1819, Runge mudou-se para Berlim e
assumiu a docéncia de quimica na
Universidade. Em 1822, obteve o titulo de
Doutor em Quimica pela Universidade de
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Berlim, com o estudo sobre o corante indigo.
No ano seguinte, foi para Breslau,
atualmente Pol6nia, e associou-se como
docente na Universidade local. Apds alguns
meses, fez uma viagem de mais de dois anos
para visitar laboratérios e estudar plantas
industriais e instalaces na Suica, Franca,
Holanda e Inglaterra, acompanhando o filho
de Carl Milde, um rico empresario de Breslau.
Em 1826, Runge retornou a Breslau e juntou-
se a fabrica téxtil de Milde.®

Paralelamente ao trabalho com corantes
téxteis, Runge continuou a lecionar quimica
na Universidade, e dedicou-se a escrever
intencdo era

livros de quimica. Sua
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popularizar a quimica. A prova de seu
sucesso, sdo as tiragens de até 15.000 cdpias
de seus livros, niimero enorme para a época.®

Em 1832, Runge deixou Breslau para
trabalhar na fabrica quimica do Dr. Hempel,
em Oranienburg, como diretor técnico, onde
permaneceu por 20 anos. A fabrica era uma
grande exportadora de matéria-prima, em
especial para a industria de corantes,
chegando a possuir 150 funcionarios.®

Runge aposentou-se da fabrica de Hempel
em 1852, mas continuou como consultor.
Nesse periodo, dedicou-se a escrever seus
livros e a producdo de vinho, outra paixdo.
Faleceu em marco de 1867.°

Figura 2. Friedlieb Ferdinand Runge (1795-1867)

2.2. Os livros de Runge

O interesse de Runge por cores estd
relacionado a sua atividade na fabrica téxtil
em Breslau, e posteriormente na fabrica de
Hempel. Runge reuniu  todo  seu
conhecimento em tingimento de algodao, em
uma série de livros em 3 volumes.®

» A quimica da coloragao | -
Discute o tingimento do algodao - 1834

» A quimica da coloragao Il -

Discute a impressao de téxteis — 1842

» A quimica da coloragdo lll -
Discute a preparagao de corantes - 1850

Em todos os exemplares, Runge
apresentou como ilustragdes pequenos
pedacos de tecidos para demonstrar os
padrdes de cor. No terceiro volume (Figura
3), Runge mencionou e demonstrou que a
utilizacdo de um pequeno pedago de papel
de filtro é muito util para testar solu¢des de
‘cingimen‘co:67
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Figura 3. Capa e figuras 31 a 36 e 91 a 102 do livro: A quimica da coloragao Ill de F. F. Runge de
1850. Reprodugdo da ref. 7

Runge ficou fascinado com a capacidade
do papel de filtro em separar os pigmentos
de tintas, em especial as de cor escura, que
eram dificeis de identificar em solu¢do.’

Em 1855, Runge publicou um livro
inteiramente dedicado a seus discos de papel

para reproducdo (Figura 4). A Figura 5 traz as
principais figuras obtidas por Runge, que

constam dessa publicagdo.

Em 1866, apenas um ano antes

de sua

morte, Runge publicou seu ultimo livro com
mais discos de papel filtro (Figuras 6 e 1B).

de filtro com os desenhos formados por Aparentemente, Runge dedicou seus ultimos
pigmentos (Figura 1A). Abaixo de cada figura anos de vida a producdo destas figuras,
estd afixado um cartdo com a composicdo da  provavelmente mais com a finalidade
mistura de pigmentos utilizados e instrugdes  artistica do que analitica.
" = — N
26,

Das vorige Bild (No. 25.) wiederliolt sich hier, mit der Ab-
iinderung, dass dlc dritte E‘lﬁulgkelt (3) eine andere ist, und
anstatt des schwef schwefel Kupfer-
oxyd enthilt, — Aus diesem Grund ist der innere Schild nicht
blau wie bei No. 25., sondern braun, und es fehlt auch in sei-
nem Umkreise die so bezeichnende weisse Einfs — Da

L

Bildende Stoffe.

1) Chloralumium ¢° B. — 2) Gelbes Oyaneisenkalium 1:16. — 3) 1 Theil schwefelsaures Kupferoxyd 1:8.
3 Theile Chloralumium 6° B.

hier noch Platz ist, bemerke ich, dass man das Chloraluminm
darstellt aus 47 Theilen Alaun und 36 Theilen Chlorbarium,
beide vorher in 130 Theilen Wassor gelst. Anfangs zielt man das
klare ab, giesat auf den Riickstand wieder Wasser, vermischt diese
Flussigkeit nach der Klirang mit der ersten und so fort, bis
man eine Auflisung von Chlorbarium hat die = 6° B. wiegt.

Figura 4. Cartdo com instru¢ées para reproducdo do experimento com pigmentos. Reproducdo
daref. 4
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Figura 5. Mosaico de imagens formadas pela aplicacdo de misturas de pigmentos em papel de
filtro, produzidas por Runge. Reprodugao da ref. 4

Runge demonstrou nesse e nos demais em geral, ele apresentou em uma mesma
livros, uma preocupagdo em provar que seus  pagina duas figuras do mesmo experimento
experimentos eram reprodutiveis. Para isso, (Figura 7).
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Figura 6. Mosaico com mais separag¢des de pigmentos em papel filtro realizadas por Runge.
Reprodugao da ref. 5

Bildende stoffe,
§ — 2 Scerhdunn Lesuld |14

Figura 7. Experimentos feitos em papel de filtro demonstrando a reprodutibilidade dos testes
com misturas de pigmentos. Reproduc¢do da ref. 5
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3. A contribuicao de Schonbein

Christian Friedrich Schonbein (1799-1868),
professor de quimica da Universidade da
Basiléia na Suica, é reconhecido
principalmente pela descoberta do ozénio e
pela invengdo da nitrocelulose. Fato no
minimo curioso, sem, no entanto, ter relacao
com a cromatografia, foi a descoberta
acidental do explosivo nitrocelulose, em
1845. Ao realizar experimentos na cozinha de
sua casa, Schonbein usou um avental de sua
esposa para limpar respingos de uma mistura
de acidos nitrico e sulfdrico. Ao colocar o
avental para secar sobre o fogdo, este se
incendiou e desapareceu quase que
instantaneamente.’

O trabalho que o levou a descoberta do
ozbnio é o que o relaciona a histéria da
cromatografia. E de 1839 o primeiro relato de
uma substancia responsavel pelo odor
caracteristico que aparecia no eletrodo
positivo quando se fazia a eletrdlise da agua,
o mesmo odor produzido por um arco
elétrico entre dois eletrodos. Schénbein
sugere que tal odor caracteristico seja
oriundo de uma substancia quimica, e da a
ela o nome de ozénio.’

Em carta escrita a Berzelius em 14 de abril
de 1844, Schénbein menciona a utilizagdo de
tiras de papel embebidas em solugdo de
amido contendo iodeto de potdssio para a
identificagdo qualitativa do ozénio. Dentre os
demais testes para detectar este gas, o teste
com as tiras de papel mostrou-se o mais
sensivel e conveniente, indicando a presenca
do oz6nio mesmo quando seu odor
caracteristico ndo era perceptivel. A presenca
do o0z6nio decompde o iodeto de potdssio
gerando iodo livre, que ao reagir com o
amido colore de azul o papel.’

Schénbein registrou, ao fazer
experimentos com tiras de papel, que ao
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mergulhar uma ponta da tira em solugdo

aquosa, o solvente e as substancias
dissolvidas  subiam pelo papel com
velocidades diferentes. Tais observacdes
levaram um de seus alunos, Friedrich

Goppelsroeder, a dedicar praticamente toda
sua carreira cientifica a realizar separagGes
de pigmentos em tiras de papel.™

4. A contribuicao de
Goppelsroeder

Friedrich  Goppelsroeder (1837-1919)
publicou um livro, em 1901, (Figura 8) com os
resultados da técnica que chamou de Andlise
Capilar (Capillaranalyse), em referéncia ao
fendbmeno de capilaridade, o qual julgava ser
o responsdvel pela separacdo  dos
componentes de uma mistura em tiras de
papel. Na verdade, o livro e suas demais
publicacdes no assunto ndo trazem muita
discussdo acerca do fenémeno, e sim um
relato detalhado de uma quantidade elevada
de experimentos individuais. ***?

Os experimentos de Goppelsroeder
consistiam em mergulhar uma das pontas de
uma tira comprida de papel na solugdo que
desejava estudar (Figura 8). O papel
permanecia durante todo o tempo imerso na
solucdo. Este fato foi o que limitou os
resultados obtidos por Goppelsroeder, pois
desta maneira ndo ocorria a clara separagao
das substancias presentes na amostra,
porque as zonas acabavam sobrepondo-se
umas as outras."' Se Goppelsroeder tivesse
Ao menos uma Unica vez aplicado uma
guantidade finita de amostra ao papel, e
deixado a andlise evoluir apenas com
solvente puro, as separagdes seriam mais
definidas e muito provavelmente hoje ele
seria conhecido como o pai da
cromatografia.”
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Figura 8. Capa do livro e experimentos de Goppelsroeder com tiras de papel. Reproducdo da
ref. 12

5. A invengao da cromatografia

5.1. Biografia de Mikhail Semenovich
Tswett

Mikhail Semenovich Tswett (1872-1919)
(Figura 9) nasceu em Asti na Itdlia em 14 de

maio de 1872. Filho de russos, seus pais
estavam em férias a caminho do lago
Maggiore, no norte da Itdlia. No entanto,
devido as condi¢bes de saude de sua mae
gravida, seus pais foram obrigados a
interromper a viagem na cidade de Asti. Sua
mae faleceu pouco tempo apds seu
nascimento, e seu pai mudou-se para a Suica.
Tswett viveu na Suica durante 24 anos,
graduando-se em botanica na Universidade
de Genebra e, em 1896, recebeu seu PhD.***®

Figura 9. Fotos de Mikhail Semenovich Tswett

Em 1896, Tswett deixou a Suica e apds
breve passagem pela Italia decidiu repatriar-
se a Russia para se juntar a seu pai. Em 1897,
comecou a trabalhar no laboratério de
biologia da Academia de Ciéncias de Sao
Petersburgo, ao mesmo tempo dedicou-se a
preparacao de uma dissertacao de mestrado,
porque o sistema russo exigia mestrado feito
na Russia para uma colocagdo académica

junior, e doutorado russo para uma
colocagdo académica sénior. A maioria de
seus experimentos foi conduzida no
laboratdrio de fisiologia e anatomia de
plantas da mesma instituicdo. Tswett
enfrentou muitas dificuldades, pois estava
longe de ser fluente em russo, sua lingua
nativa era o francés." '
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Em 1901, Tswett defendeu sua
dissertacdo de mestrado na Universidade de
Kazan, sob o titulo: “Um estudo fisico
quimico do grao de clorofila. Experimentos e
anadlises”. A qualificacdo foi considerada um
sucesso. O titulo de mestre, no entanto, ndo
Ihe rendia qualquer beneficio financeiro
extra, e Tswett para poder financiar sua
pesquisa lecionava em escolas secundarias.®

Durante palestra ministrada em margo de
1903, Tswett falou sobre uma nova categoria
de fendmeno de adsorgdo e sua aplicagdo em
andlises bioquimicas. Sua apresentagao
causou uma acalorada discussdao dentre os
presentes. No mesmo ano ele publicou um
relatério sobre o assunto. Por isso, é dado ao
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ano de 1903 o crédito do nascimento da
cromatografia. Em 1906, Tswett publicou
dois artigos descrevendo a analise
cromatografica e sua aplicagcdo ao estudo da
quimica da clorofila.'®

Em 1908, Tswett foi aceito na equipe do
Instituto Politécnico de Varsévia para estudar
botanica. Em 1910, defendeu com elogios sua
tese de doutorado na Universidade de
Varsdvia, embora tivesse obtido PhD, em
1896, na Universidade de Genebra.

Tswett faleceu em 26 de junho de 1919,
aos 47 anos, devido a uma doenga cardiaca.
Seu tumulo (Figura 10) encontra-se em um
convento na cidade russa de Voronezh.*>*®

Figura 10. Lapide de Tswett na cidade russa de Voronezh, onde se |é a inscricdo:
“Ele inventou a cromatografia, separando moléculas mas unindo pessoas”

5.2. Relatério preliminar de Tswett

publicado em 1903

O relatério publicado em 1903 por Tswett
é considerado o marco da invengdo da
cromatografia, trata do novo fenémeno de
adsor¢do e sua aplicagdo em andlises
bioquimicas. O foco dos estudos de Tswett
sempre foi a clorofila.

Tswett definia a clorofila como um grupo
de pigmentos soluvel em alcool que da aos

vegetais sua coloracdo caracteristica. Ainda
em seu relatério, Tswett afirmou que tal
grupo de pigmentos contém ndo menos do
gue cinco substancias divididas em duas
categorias, as clorofilas e as xantofilas. Na
época ja havia relatos de separagdo destas
substancias com a utilizagdo de sistemas
binarios de solventes.

Ao realizar testes de solubilidade de seus
extratos de plantas, Tswett observou que ao
secar um extrato de clorofila em papel de
filtro, sob vacuo, este se tornava verde,
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sendo possivel extrair seletivamente do papel
de filtro os carotenos e a clorofila. Tswett
concluiu que os pigmentos e a celulose do
papel de filtro estavam envolvidos em um
fendbmeno de adsor¢do, e que estudos
sistematicos desta questdo trariam luz ao
fendbmeno de adsor¢do e permitiriam a
elaboracdo de uma nova técnica de
separacdo fisica de substancias.

Vislumbrando as potencialidades de suas
afirmacGes e descobertas, Tswett efetuou
extensivos experimentos, chegando a listar
mais de 100 substancias estudadas como
adsorventes, dentre elas:

» Enxofre, inulina, magnésio, zinco e
chumbo;

> Oxidos de magnésio, ferro e prata;
» Hidréxidos de aluminio e potassio;
» Acidos boérico, oxalico e tartérico;

» Sais de 4cido cloridrico, perclérico e
sulfarico;

> Aldeidos e amidas;

» Hidrocarbonetos e alcaloides.

Dentre as variadas substancias e classes
guimicas, Tswett chegou a testar materiais
como |3 de vidro, solo, carvdo e pé de osso e
sangue.

Os testes com os adsorventes eram
conduzidos de trés maneiras diferentes e
chamam muita atengdo, pois muitos dos
procedimentos sdo utilizados até os dias de
hoje:

1- O adsorvente  escolhido  era
macerado a um pé fino e colocado em um
tubo fino de vidro com uma tampa de papel
de filtro para reter o p6. O pd era
densamente acamado no tubo com o auxilio
de um bastdo de vidro. Uma porcdao de
solvente era passada através do po para
remover o ar, e por fim a solugdo com o
extrato de clorofila era vertida diretamente
no topo da coluna formada. A filtracdo era,

Vo

entdo, realizada com a utilizacdo de uma
pequena pressao negativa ou positiva.

2- O extrato de clorofila era colocado
em um tubo de ensaio e uma por¢cdo do
adsorvente era adicionada. Apds agitacdo, o
tubo era centrifugado e o adsorvente
acumulava-se no fundo do tubo com os
pigmentos.

3- No caso de adsorventes
higroscdpicos, a substancia era colocada em
um graal contendo uma porgao de solvente e
a mistura macerada.

Tswett concluiu que todas as substancias
testadas eram capazes de adsorver parte ou
a totalidade dos pigmentos da clorofila. No
texto, ele descreveu os resultados de suas
investigacdes e calculou a area superficial
para um dos adsorventes utilizados, a inulina.
Considerando  particulas  uniformes de
aproximadamente 2 um de didmetro, Tswett
chegou ao valor de 2,22 m? por grama de
inulina. Isso mostra que ele tinha indicios da
compreensdo da relevancia do tamanho da
particula no fendmeno da adsorcao.

Tswett descreveu detalhadamente o
fendbmeno de adsorcdo dos pigmentos com
os testes com inulina, relatando que ao agitar
0 extrato na presenga do adsorvente, parte
dos pigmentos era imediatamente adsorvida
e o solido precipitava no fundo do frasco com
coloragdo verde. Ao mesmo tempo, o
sobrenadante gradualmente clarificava e
torna-se amarelo. Se quantidades suficientes
de adsorvente fossem adicionadas, a solugdo
final apresentava apenas a presenca de
carotenos, o que foi confirmado
espectroscopicamente.”’

Diferentes solventes foram testados para
liberar os pigmentos adsorvidos na inulina, e
Tswett concluiu que apenas com alcool todos
os pigmentos eram solubilizados do
adsorvente. Avaliagbes espectroscopicas
demonstraram que as solugdes assim obtidas
continham os pigmentos em sua forma
original, ou seja, o fendmeno de adsorcdo e
dessorcdao ndo alteravam a estrutura dos
pigmentos. Desta maneira, Tswett
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compreendeu a reversibilidade do processo
de adsorg¢do, afirmando que é possivel, apds
a dessor¢do dos pigmentos, voltar a adsorvé-
los com nova porg¢ao de inulina ou com outro
adsorvente.

Tswett descreveu que o fenémeno de
adsor¢do era mais claramente demonstrado
qguando o extrato vegetal era filtrado através
do adsorvente. Observou que inicialmente o
liguido que passava através do adsorvente
apresentava-se incolor, em seguida tornava-
se amarelo enquanto uma camada verde
intensa formava-se no topo da coluna de
inulina.

“Logo uma fronteira amarela aparece na
borda inferior do anel. Durante passagem
subsequente de solvente puro através da
coluna de inulina, tanto o anéis verdes e
amarelas sao consideravelmente ampliados e
espalhados até certo limite. Isto prova que
aqui (assim como em outros processos ja
conhecidos de adsorcdo) a quantidade de
substancia adsorvida depende da sua

concentragdo”."’

Tswett ainda nomeava o processo que
presenciava como uma filtragdo. Descreveu
que se o comprimento da coluna fosse
suficientemente longo para reter todas as
substancias, o anel amarelo formado se
movia através do adsorvente. Esse
movimento, ao atingir a base da coluna, fazia
com que a solugdo que fluia tornar-se
amarela novamente.

Com experimentos usando outros
adsorventes além da inulina, Tswett
conseguiu diferenciar o fenémeno fisico da
adsorg¢do de reagBes quimicas sofridas pelos
pigmentos, como oxidagdo, que alteravam os
resultados das avaliagbes espectroscopicas.
Tswett citou adsorventes dacidos e sais
basicos e acidos como agentes de alteragOes
guimicas dos pigmentos, podendo em alguns
casos levar a sua total oxidagao.

Tswett chamou a atenc¢do ainda para a
especial capacidade de adsor¢dao de alguns
materiais, como carvao e carvao de osso. Os
pigmentos adsorvidos por esses materiais
ndo podiam ser extraidos com 4dlcool puro,
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gue era extremamente eficaz para os demais
adsorventes. Tswett sugeriu que a eficiéncia
de adsorcdo com estes materiais estava
relacionada a presenca de grande quantidade
de poros nessas substancias, e comparou

esta capacidade com a de materiais
finamente moidos.
Como conclusdo de seu exaustivo

trabalho, Tswett percebeu a importancia
analitica do mecanismo que acabara de
descrever:"’

“Com base no que precede, um novo
método de separacdo fisica de diferentes
substdncias em meios orgdnicos pode ser
proposto. O principio deste método baseia-se
na propriedade de substdncias dissolvidas
sofrerem processo de adsor¢cGio em materiais
sélidos de origem mineral e orgdnica. O
montante da substdncia encontrada no
composto de adsor¢do depende do grau de
moagem, bem como da sua natureza, da
natureza da substdncia dissolvida, e da
natureza do solvente. Todas estas diferencas
podem ser utilizadas para a separa¢do da
substdncia por meio de sua precipitacGo
fracionada de adsorgdo [...] Sem qualquer
duvida, uma investigacGo mais aprofundada
sobre o mecanismo de adsor¢do levaria a
perfeicdo de sua aplicagéo analitica”.

5.3. As publicagbes de 1906

Tswett submeteu, em 1906, dois artigos a
publicagdo, porque sua publicagdo de 1903,
em russo, era apenas um relatério e
permanecia desconhecida até mesmo por
colegas proximos. Os manuscritos foram
submetidos ao jornal da Sociedade Alema de
Botanica, periddico Europeu lider, no
assunto, na época. Em suas publicacles,
Tswett descreveu em detalhes o método
cromatografico para a separacdo de
pigmentos de plantas. O segundo artigo
contém a mais famosa declaracio de
Tswett:"
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Como raios de Iluz no espectro, os
diferentes componentes de uma mistura de
pigmentos, obedecendo a uma lei, sdo
resolvidos na coluna de carbonato de cdlcio e
podem entdo ser qualitativa e
quantitativamente determinados. Eu chamo
esta preparacdo de cromatograma, e o
método  correspondente  de = método
cromatogrdfico.

A palavra cromatografia é composta por
duas raizes gregas, chroma que significa cor e
graphein que significa escrever, podendo
entdao o termo ser traduzido como “escrita
das cores”. Tswett provavelmente estava
referindo-se a visualizacdo dos anéis
multicoloridos e separados na coluna
cromatografica. No entanto, existe outra
interpretagdo para o termo: Tswett em russo
escreve-se uBet, foneticamente |é-se tsvet, e
a traducdo da palavra é “COR”. Desta
maneira, cromatografia poderia ser traduzida

também como: “Escrita de Tswett”.**®

O fato de Tswett ndo explicar a origem da
definicdo do termo, apenas nomeando o
método criado no artigo de 1906, deixa em
aberto a discussao. Entretanto, a
popularizacdo do termo cromatografia leva a
discussdo apenas para um nivel de registro
histérico.

Vq
5.4. O aparato cromatografico de Tswett

Nos dois artigos de 1906, Tswett ainda
definiu e descreveu com detalhes a
cromatografia. A Figura 11 (a) apresenta o
aparato construido para a cromatografia,
capaz de correr até cinco colunas
cromatograficas ao mesmo tempo. Neste
sistema cromatografico, Tswett montou um
mecanismo com uma pera de borracha capaz
de aumentar a pressdo sobre a coluna para
facilitar o fluxo do solvente através do
adsorvente. Apds a separacdo dos pigmentos,
as colunas eram removidas do aparato e o
adsorvente mecanicamente retirado da
coluna. Os anéis coloridos eram, entdo,
fisicamente separados e as substancias
removidas do adsorvente por meio de
extracdo com solvente. A figura apresenta a
opcao de uma montagem para uma coluna
maior (b), onde a base da coluna era
submetida a baixa pressdo com o auxilio de
uma trompa d’dgua acoplada ao frasco. E,
por fim, Tswett apresenta o primeiro
cromatograma com a identificacdo das
substancias separadas (c)."

— Xanthophyll g

y <— Chlorophyll B
¥~ Chlorophyll «
o Xanthophyll o’
\ Xanthophyll a

Figura 11. A esquerda o esquema conforme apresentado por Tswett no artigo de 1906, e a
direita o autor ao lado de sua “Unidade Cromatografica”
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Na Figura 12 estdo esquematicamente
representadas as montagens de colunas
feitas por Tswett, em A, uma das cinco

colunas utilizadas no seu aparato de
separacdo. A fase estacionaria era
acondicionada em camada de
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aproximadamente 4 centimetros de altura
por 3 milimetros de didmetro. Em B, uma
coluna maior de 5 a 6 centimetros de altura
com 2 centimetros de didmetro. Em C, uma
coluna usada para cromatografia preparativa
com 8 centimetros de altura e 3 de didmetro.

Figura 12 — Esquemas de montagens das colunas cromatograficas de Tswett

Em seus dois trabalhos acerca do método
cromatografico, Tswett discutiu sobre a
correta selecdo do solvente, sobre a
possibilidade de melhorar a separagdo das
substancias através da adicdo de outro
solvente durante a corrida cromatogrifica,
ou ainda pela substituicdo do solvente apds a
primeira separacdo. Tswett enfatizou que,
apesar de todo seu trabalho ter sido
realizado com a separag¢do dos pigmentos de
plantas, seu método poderia ser aplicado a
outras substancias, inclusive substancias
incolores.™

As afirmacgdes e registros de Tswett fazem
referéncia ao que hoje chamamos de modo
de eluicdo gradiente, onde a composicao da
fase mével é alterada no decorrer da corrida
cromatografica, e ainda vislumbra as
aplicagbes da técnica a toda sorte de
substancias quimicas.

5.5. As publica¢bes de 1910 e 1911

Em 1910 Tswett sumariou todo o
conhecimento adquirido com seus
experimentos em um livro publicado, em
russo, sob o titulo: “Clorofilas no mundo
animal e vegetal” (Figura 13). O livro, na
verdade sua tese, lhe serve para a obtencao
do grau de Doutor. Em 1911 a publicagdo
recebeu o prémio Akhmatov da Academia
Imperial Russa de Ciéncias, um importante
prémio cientifico.™

Seu livro contém novos experimentos com
propdsitos preparativos e detalhes de
separacdes cromatograficas.™

Em 1911, Tswett publicou sete artigos em
jornais cientificos alemdes e franceses. Em
uma destas publicagdes, incluiu uma
discussdo bastante detalhada de varios
carotenoides, termo proposto por ele no
artigo e que rapidamente foi incorporado ao
vocabulario cientifico.™
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Figura 13. Capa do livro “Clorofilas no mundo animal e vegetal”, publicado em russo, em 1910,
por Tswett

5.6. Consideragoes sobre os

experimentos de Tswett

Os experimentos realizados por Tswett
nao foram féceis de realizar. Ele mostrou com
seu trabalho cientifico que tinha grandes
habilidades praticas e tedricas. Certamente o
que conduziu Tswett ao sucesso com seus
experimentos foi o seu grande interesse pela
fisiologia vegetal. Ele tinha fascinagdo pelo
mistério da  fotossintese, sendo a
cromatografia apenas a ferramenta para
desvendd-lo. Prova dessas afirmagbes é a
dificuldade de reproducdo destes
experimentos por outros pesquisadores. Ha
apenas dois registros da utilizagdo com
sucesso de suas técnicas na década de
1910."”

Ainda nos dias atuais, com o avan¢o do
conhecimento e uso de novos materiais, sdo
muitas as dificuldades na reproducdo dos
experimentos de Tswett. A Figura 14 mostra
a foto de uma separagdo cromatografica de
um extrato vegetal em uma coluna de celite”
e 6xido de magnésio, reproduzindo o método
de separacdo dos pigmentos vegetais

desenvolvido por Tswett.?

Além da invencdo da cromatografia, e
com o uso dela, Tswett resolveu o problema
do isolamento da clorofila e mostrou a
existéncia de duas estruturas, as clorofilas a e
b. Estas foram suas grandes contribuicdes
para o grupo de pesquisadores russos que
dedicaram suas carreiras ao estudo da
fotossintese.”

Tswett se preocupava em deixar claras as
diferengas de sua invengdo com a técnica de
analise capilar utilizada por Goppelsroeder
(item 4). Apesar disto, muitos historiadores
consideram  Goppelsroeder o pai da
cromatografia.”!

Tswett enfatizou que as substancias
separadas por cromatografia sdo ao menos
tdo puras quanto as obtidas por meios
tradicionais, como através de reacgles
guimicas, destilacdo e recristalizacdo. De
fato, ainda nos dias atuais, é usual o preparo
de substancias puras através  da
cromatografia, sejam para caracterizacGes
guimicas ou para utilizagdo como padrdes
analiticos."**%*
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Figura 14. Reproducdo do experimento de Tswett, separacdao de um extrato de folhas vegetais
por cromatografia em coluna aberta. Reproducdo da ref. 20

0 desenvolvimento da industria
farmacéutica, da medicina e da quimica, em
especial a quimica de produtos naturais, além
do monitoramento ambiental, seriam
praticamente impossiveis sem a utilizagdo
das mdltiplas técnicas cromatograficas.”

Tswett foi indicado para receber o prémio
Nobel de 1918, no entanto n3do foi o
vencedor. Fritz Haber foi o premiado, em
funcdo do desenvolvimento da sintese da
amobnia a partir dos gases hidrogénio e
nitrogénio.*

A revista Nature, em 1992, publicou artigo
homenageando Tswett em comemoragdo ao
centenario da invengdo da cromatografia.”

6. Utilizacao e evolugao da
cromatografia nos anos pds Tswett

Richard Willstatter, professor de quimica
organica em Munique, era o grande
competidor de Tswett no estudo da clorofila.
Ele obteve a clorofila purificada através de

cristalizacdo fracionada, e esta forneceu uma
Unica banda empregando o método de
Tswett. Acreditando apenas nos métodos
classicos de purificacdo, Willstatter
argumentou que a clorofila sofria degradacao
guando submetida ao processo de adsorcdo
proposto por Tswett. Hoje em dia sabe-se
gue Tswett estava correto quanto as duas
estruturas da clorofila. No entanto, a
afirmagdao de Willstatter foi uma das razdes
gue levaram ao esquecimento e desuso da
cromatografia durante quase 25 anos.”

O método e os resultados obtidos por
Willstatter, para o isolamento e a
identificacdo da clorofila, foram
apresentados em forma de livio em 1913 * e
o levaram a receber o prémio Nobel de
quimica em 1915,%® tornando-o a principal
referéncia no assunto. No livro, Willstatter
afirma que a cromatografia de Tswett era
uma estranha maneira de se obter
compostos puros, e que Tswett jamais havia
lidado com substancias puras.

Outras questdes, entretanto, contribuiram
para o que se chama de periodo de
dorméncia da cromatografia. Se sdo verdades
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ou suposicdes, sao ainda motivo de muita
discuss3o entre historiadores:*

1- Quimicos e botéanicos nao
compreenderam o funcionamento do
método de Tswett e cometeram erros aos
emprega-los;

2- O livro publicado por Tswett, em
1910, foi escrito em russo, lingua inacessivel
a maioria dos pesquisadores da época;

3- Houve preconceito por parte dos
quimicos, pois um botanico russo iniciante
estava sugerindo uma revolucdo na quimica
analitica;

4- Tswett passou por tragédias pessoais
e profissionais, com a primeira grande guerra
sabotando sua descoberta;

5- Arejeicao de Willstatter e a de outros
quimicos alemaes;

6- Antes de 1930 os quimicos visavam o
isolamento de grandes quantidades de
componentes principais, e ndo a separagao
de todos os componentes do material de
estudo;

7- Os resultados de Tswett discordavam
dos obtidos com técnicas consideradas
classicas e confidveis, como particio e
recristalizacdo.

6.1. A contribui¢cao de Charles Dhéré

Apds as declaragdes de Willstatter, apenas
alguns poucos cientistas fizeram uso da
invencdo de Tswett. Um dos primeiros
pesquisadores foi o francés Charles Dhéré
(1876-1955). Dhéré graduou-se em medicina
e, em 1900, se tornou professor de fisiologia,

Vo

guimica bioldgica e microbiologia na
Universidade de Friburgo, na Suica. Em 1909,
concluiu o doutorado e seu grande interesse
cientifico era a investigacdo de substancias
com importancia biolégica, particularmente
com técnicas espectroscépicas de ultravioleta
e fluorescéncia.*

Para seus estudos espectroscépicos,
Dhéré necessitava obter as substancias de
interesse em estado puro e, por isso, se
aproximou da cromatografia. Dhéré iniciou,
por volta do ano de 1911, seus trabalhos com
cromatografia apenas alguns poucos anos
apos as publicacbes de Tswett. Os trabalhos
mais importantes foram as publicacdes de
dois de seus alunos, Rogowski e Vegezzi.*

Wladyslaw Franciszek de Rogowski (1886-
1945) nasceu em Varsdvia. Em 1911, ele
integrou a equipe de Dhéré como aluno de
doutorado e realizou estudos
espectroscopicos com as clorofilas. Rogowski
conclui o doutorado em 1912, no entanto,
sua tese apenas foi registrada em 1914.
Neste documento estd descrito com detalhes
a técnica cromatografica utilizada, bem como
o aparato desenvolvido.*

O aparato de Rogowski consistia em uma
coluna de vidro com 60 a 80 mm de
comprimento que ndo era afunilada na sua
extremidade inferior, como a utilizada por
Tswett, e sim fechada por uma cortica
perfurada que era acomodada sobre um
disco de porcelana (Figura 15). O adsorvente
utilizado era carbonato de cdlcio. Desta
maneira, Rogowski podia retirar a rolha e
remover com mais facilidade a fase
estaciondria apds a separagdo dos pigmentos
da mistura, separando mecanicamente os
anéis coloridos de maneira a ndo ter mais os
problemas de contaminagdo de substancias
presentes nos outros anéis.*
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Figura 15. Aparato cromatografico usado por Rogowski. Com a coluna nao afunilada na parte
inferior era possivel remover a fase estacionaria com auxilio de um bastao de madeira

Com esta técnica, Rogowski conseguiu
isolar as clorofilas a e b além de alguns
carotenoides para seus estudos
espectroscopicos. Os resultados
corroboraram os resultados de Tswett, que
afirmou que a clorofila cristalizada nao era
uma substancia pura, e sim uma mistura. O
método cldssico para o isolamento das
clorofilas foi proposto por Willstiatter e
colaboradores em 1913, e se utilizava de
fracionamento em solventes imisciveis e
cristalizacdo. Os espectros obtidos por
Rogowski, apresentados em sua tese, sdo
notavelmente mais puros do que os
apresentados por Willstditter em suas
publicagbes. Estudos posteriores provaram
que a clorofila b isolada por Willstatter
apresentava contaminag¢do da ordem de 15%
com a clorofila a. O fato de Rogowski ndo
conseguir obter um espectro igual ao de
Willstatter para a clorofila b o deixou
bastante aborrecido, pois a banda faltante de
seu espectro era justamente a contaminagao
por clorofila a decorrente do método cldssico
descrito por Willstatter, considerado a maior
autoridade no assunto.®

Apds Rogowski, o proximo trabalho do
laboratério de Dhéré com a utilizacdo e
aprimoramento da técnica cromatografica de

Tswett foi a tese de Vergezzi, outro de seus
alunos.*

Gluglielmo Vergezzi (1890-1955) nasceu
na Suica e juntou-se a equipe de Dhéré em
1913, concluindo seu doutorado em 1916. O
estudo conduzido por Vergezzi tratava da
investigacdo espectroscépica de pigmentos
presentes em invertebrados. Seus resultados
foram reunidos em seis publicagbes com
coautoria de Dhéré. 0 aparato
cromatografico utilizado por Vergezzi diferia
muito pouco do desenvolvido por
Rogowski.*°

Além de ser o primeiro na Europa a
reconhecer a importancia do método de
Tswett, Dhéré foi o primeiro a publicar, em
1943, um artigo com uma discussao
detalhada do trabalho cientifico do mestre e
uma biografia do pai da cromatografia.*

6.2. A contribuicdo de Leroy Sheldon
Palmer

Ao mesmo tempo em que Dhéré iniciou
seus trabalhos com cromatografia na Europa,
Leroy Sheldon Palmer (1887-1944) usou o
método de Tswett em sua pesquisa sobre
carotenoides nos Estados Unidos.*
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Palmer iniciou por volta de 1910 seus
estudos na Universidade de Missouri com
pigmentos de leite, e concluiu, em 1913, sua
tese de doutorado sob o titulo “O principal
pigmento amarelo natural da gordura do
leite”. Em 1922, Palmer publicou o livro
“Carotenoides e pigmentos relacionados. Os

Cromolipideos”.>"*

A abordagem de Palmer se concentrava
no fato da colora¢cdo da manteiga produzida
com leite de vaca ser amarela na primavera e
no verao, enquanto que no inverno a
coloracdo tornava-se pouco intensa. Palmer
sugeriu que a mudanca na coloracdo da
manteiga poderia estar relacionada com a
dieta das vacas, que no verdao e primavera
alimentavam-se de pastagens naturais,
enquanto no inverno alimentavam-se de
vegetacdo seca ou armazenada (silagem). Por
ser a coloracdo amarela da manteiga e de
outros derivados de leite a principal
caracteristica relacionada a sua qualidade,
mesmo se sabendo que ndo ha diferencas
significativas no valor nutricional do produto,
os produtores tentavam obter um produto
natural o mais amarelo possivel.*

A tese de Palmer foi o primeiro relato a
estabelecer a relacdo direta entre a ingestdo
de carotenoides presentes na alimentacdo de
vacas e a composicdo do leite e de seus
derivados. Representou a primeira prova
direta do fato de os pigmentos presentes no
leite e nos tecidos animais serem os mesmos
presentes na alimentagao e,
consequentemente, uma prova de que o0s
animais n3o s3o capazes de produzi-los.**

Palmer estendeu seus estudos da
presenca de carotenoides em algas, plantas,
aves, peixes, anfibios, insetos, em leite e
tecidos animais de diversas espécies,
incluindo seres humanos. Descobriu que
alguns animais armazenam carotenoides
seletivamente e outros ndo os armazenam,
como os ovinos, suinos, coelhos e galinhas.
Estas ultimas armazenam xantofilas em seus
tecidos e na gema do ovo.*"*

Ao iniciar seus estudos sobre pigmentos,
Palmer ndo seguiu o caminho ébvio que seria
a metodologia de Willstatter de isolamento

Vo

de pigmentos. Aparentemente, Palmer teve
acesso aos originas dos artigos de Tswett
publicados em 1906 e percebeu a
superioridade do seu método, que sé foi
consagrado no final da década de 1930.*

Palmer utilizou para suas separagdes um
aparato cromatografico recomendado por
Tswett para separacdes de maiores volumes
(Figura 11b). Utilizou sacarose e inulina como
adsorventes, ao invés de carbonato de calcio,
seguindo as recomendacgbes de Tswett para
separacdo de substancias que podem sofrer
transformacdes quimicas e estruturais em
carbonato de calcio. Sabe-se hoje que a
rejeicdo de Willstatter se deu por conta de
descuido de seus assistentes que ndo leram
cuidadosamente os trabalhos de Tswett e
ignoraram as recomendagdes  neles
contidas.™

Diferentemente de Dhéré e de seus
alunos, Palmer optou pela separacao
cromatografica dos pigmentos pela eluicdo
das fracGes de cada fase, ao invés de separar
mecanicamente os anéis. As solucbes de
pigmentos isolados assim obtidas eram,
entdo, estudadas espectroscopicamente e
através de reacdes quimicas.*’

Em sua publicacdo mais importante, o
livro de 1922, Palmer da a Tswett todo o
crédito pelo método de separagdo. Apresenta
ainda uma bibliografia com 13 publica¢des de
Tswett.

Mesmo apds os resultados obtidos por
Palmer, um artigo de um dos tradutores de
Willstatter tentou, em 1929, desacreditar o
método de Tswett™ Finalmente, o préprio
Willstatter encerrou a discussdo em uma
publicacdo de 1933:*

Ndo é importante para o cientista se a sua
propria teoria prova o certo no final. Nossos
experimentos ndo sdo realizados para decidir
se estamos certos, mas para obter novos
conhecimentos. E por causa do conhecimento
que aramos e semeamos. Ndo é inglorioso ter
errado em teorias e hipoteses. Nossas
hipdteses se destinam ao presente ao invés
do futuro. Elas sdo indispensdveis para nés na
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explicacdo dos fatos, para avivd-los e
mobiliza-los e acima de tudo, abrir um
caminho em regibes desconhecidas em
diregdo a novas descobertas.

6.3. A redescoberta da cromatografia de
Tswett

O aumento do interesse de quimicos
organicos por produtos naturais levou a
redescoberta, no final da década de 1920, da
cromatografia. Dentre os pesquisadores da
época, destaca-se a pesquisadora britanica
Katharine Hope Coward, considerada a
guinta pessoa a trabalhar com cromatografia
apos Tswett. Katharine tinha como foco de
seus estudos a identificacdo de carotenoides.
Ela reproduziu com competéncia as
separacdes em carbonato de calcio descritas
por Tswett e confirmou a existéncia de
carotenoides muito semelhantes de dificil
separag30.2%*

7. A cromatografia liquida em
camada delgada

A cromatografia em coluna aberta nao foi
muito difundida, provavelmente pela falta de
robustez do método. No entanto, a
cromatografia plana em papel, introduzida
por Martin, tornou-se a primeira técnica
cromatografica microanalitica. Foi
introduzido o termo fator de retardamento
R. Devido a baixa velocidade de separagao
da cromatografia em papel, surgiu na Russia
em 1938 a cromatografia em camada delgada
ou fina. A técnica consistia na aplicacdo de
uma fina camada de adsorvente em placas de
vidro. As cromatoplacas foram desenvolvidas,
inicialmente com a utilizacdo de amido para
fixacdo do adsorvente a placa. Na sequéncia
o amido foi substituido por sulfato de calcio.
A cromatografia em camada delgada tornou-
se a metodologia analitica padrdo em
laboratérios de quimica organica e de
farmacia. Ainda hoje, a metodologia é
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utilizada devido a sua

rapidez.”®

simplicidade e

8. A cromatografia em fase gasosa

Em 1941, Martin e Synge publicaram um
artigo com os resultados de uma nova forma
de utilizacdo de separacdo. Os autores
enfrentavam dificuldades na separacdo de
uma mistura de aminoacidos hidrolisados de
proteinas, e tentaram uma separagdo
baseada no fendmeno da particao. A ideia foi
saturar silica com dgua e entdo usa-la como
fase estaciondria. Desta maneira, a fase
estaciondria seria um liquido imobilizado,
agindo a silica apenas como um suporte, e a
fase modvel seria outro liquido imiscivel em
agua. A separacdo era fundamentada na
diferenca de particdo das substancias entre
as duas fases liquidas, e ndo mais nas
diferencas de adsorcdo. As separacbes dos
aminodacidos ainda eram dificultadas pelo
fato de serem substancias incolores. Martin
utilizava-se de indicadores misturados a agua
aplicada na silica para visualizacdo da
separagdo. Os autores apresentaram seus
resultados como sendo uma solugdo rapida e
barata, em termos de material e aparatos,
para a separagdo de hidrolisados de
proteinas. Eles concluiram que seu método
poderia ser utilizado também para separagao
de substancias neutras, separadas pelas
diferengas entre seus coeficientes de
particdo. No entanto, a mais impressionante
contribuicdo da publicagdo foi a seguinte
previsdo:*’

A fase mdvel nGo necessariamente precisa
ser um liquido, mas pode ser um vapor [...]
Separagbes muito refinadas de substdncias
voldteis podem ser conseguidas em uma
coluna onde um gds permanente é forcado a
fluir através de gel impregnado com um
solvente ndo voldtil [...].

Apesar de ndo ser o foco da publicagdo, o
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artigo antecipou a criacdo da cromatografia
gasosa, que foi introduzida em 1952. Com a
intensificacdo do seu uso, estimulado pela
evolugdo da petroquimica, surgiram os
estudos cinéticos que levaram as equacgdes
de eficiéncia que regem os fend6menos das
separagdes cromatograficas.”

Em 1952, Synge e Martin receberam o
prémio Nobel de Quimica pela invencdo da
cromatografia de particdo.*

Hoje, os cromatégrafos a gds estdo de tal
maneira difundidos, que existe um
equipamento funcionando remotamente na
superficie de Marte para estudos de
composicdo do solo e atmosférica, acoplado
como instrumento de bordo ao jipe
“curiosity” da Nasa, que aterrissou no planeta
em 2012.

9. A contribuicao de Tiselius e
Claesson

Arne Wilhelm Kaurin Tiselius (1902-1971)
e Stig Melker Claesson (1917-1988) foram
dois pesquisadores do Instituto de Fisico-
Quimica da Universidade de Uppsala na
Suécia. Promoveram ao menos duas grandes

Embolo

/74

Coluna

Vo

contribuicbes para a evolugdo da
cromatografia, a primeira é a incorporacgao
de um sistema de deteccdo ndo visual ao
aparato cromatografico, a segunda é a
criacdo da cromatografia de deslocamento.

Em 1941, Tiselius publicou um artigo
sobre o desenvolvimento de um novo
aparato para a andlise de adsorcdo de
Tswett. No aparato era incorporada uma
cubeta para leitura dptica acoplada ao fluxo
de efluente da coluna cromatografica. Dessa
maneira, era possivel observar bandas
correspondentes ao numero de substancias
presentes na amostra. Tiselius demonstrou
ainda ser possivel a determinacdo qualitativa
e quantitativa dos componentes. O método
desenvolvido aplicava-se ndo apenas a
substancias coloridas e era de facil adaptacao
para determinacBes quantitativas.*

Em 1948, Claesson publicou um artigo
onde apresenta um diagrama com um
sistema de leitura do efluente da coluna,
conforme idealizado por Tiselius, com o
acoplamento de um sistema de introducdo
da fase moédvel, na forma de um
compartimento pressurizado por um émbolo
(Figura 16).%°

Compartimento fase moével

Pequena célula de detecgdo

Figura 16. Diagrama de dispositivo para cromatografia

Tiselius classificou a cromatografia em
n s . . .~ 1
trés métodos distintos de eluicdo: *

1- Andlise frontal — A mistura original é
continuamente passada através da coluna,
procedimento adotado por Goppelsroeder na
andlise capilar (item 4);
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2- Eluicdo com solvente — A mistura
original é colocada na coluna em pequeno
volume e, entdo, levada através da coluna
com adicdo de solvente puro, método usado
por Tswett;

3- Eluigdo por deslocamento - A mistura
original é colocada na coluna em pequeno
volume e lavada com solucdo de um agente
de deslocamento.

9.1. A cromatografia de deslocamento

A cromatografia de deslocamento foi
introduzida, em 1943, por Tiselius. Nela, as
substdncias a serem separadas sdo
adsorvidas no topo da coluna, e uma solucdo
contendo outra substdncia que seja mais
fortemente adsorvida pelo adsorvente é
entdo passada através da coluna fazendo
com que o analito seja desorvido e,
consequentemente, eluido. A técnica se
aplica muito bem para analises preparativas,
qualitativas e quantitativas, sendo os
resultados limitados pela dificuldade de se
encontrar o agente de deslocamento ideal
em separacdes de misturas desconhecidas.*

A técnica desenvolvida por Tiselius e
Claesson foi aplicada com muito sucesso na
separacdo de aminodcidos em colunas de
troca ibnica com eluicdo por deslocamento
promovido pela variagdo de pH da fase
movel. Este tema serd retomado mais a
frente com a técnica utilizada e melhorada
por Moore e Stein.

9.2. Encontro para discussdao de analises
cromatograficas: The Faraday Society

A revista “Discussions of the Faraday
Society” promoveu em 24 de Setembro de
1949, no Departamento de Quimica da
Universidade Reading na Inglaterra, o evento
“Discussao geral em Analises
Cromatograficas”. Mais de 250 membros e
visitantes estavam presentes, dentre os
convidados e autores destacam-se: S.
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Claesson, S. Moore, A. Tiselius, A. J. P. Martin,
R. L. M. Synge, F. A. Robinson e S. M.
Partridge. Os principais desenvolvedores da
cromatografia puderam trocar informagdes
nos campos em desenvolvimento da
cromatografia liquida e, por este motivo, o
evento pode ser considerado um importante
marco na evolug3o da técnica.”

10. A contribuicao de Moore e
Stein

(0] primeiro  cromatdgrafo liquido
automatico, com eluicdo por gradiente e com
sistema de derivatizacdo pds-coluna foi
projetado por Moore e Stein, com a
colaboragdao de Darrel H. Spackman, para
anadlise de aminodcidos. O contexto e as
descobertas que levaram a publicacdo de
1958,* com a descricdo deste equipamento é
outro grande marco da  histéria da
cromatografia liquida.

10.1. Biografia de Stanford Moore e
Willian H. Stein

Willian Howard Stein  (1911-1980)
graduou-se em Harvard, em 1929, com
especializacdo em quimica. Transferiu-se
para a Universidade de Columbia para
estudar bioquimica, no departamento de
Quimica Bioldgica. Concluiu sua tese, em
1937, com o estudo da composicao de
aminoacidos da elastina. Em 1938, integrou-
se ao laboratério de Max Bergmann no
Instituto de Pesquisas Médicas Rockefeller
em Nova York. O projeto inicial de Stein com
Bergmann versou sobre a analise de
aminodacidos.*

Stanford Moore (1913-1982) graduou-se
na Universidade de Vanderbilt, e logo apds o
doutorado pela Universidade de Wisconsin,
juntou-se, em 1939, ao laboratério de Max
Bergmann. Moore e Stein, recém-doutores,
concentraram esforcos no desenvolvimento
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de métodos gravimétricos para andlise de
aminoacidos.*

Max Bergmann faleceu, em 1944, e seu
laboratério perdeu quase todos os
pesquisadores, que assumiram outras
atividades. Em 1945, Moore e Stein (Figura
17) passaram a chefiar e dar continuidade ao
trabalho de Bergmann, sobre a andlise de
aminoacidos.”

A lealdade de Moore com a Universidade
Rockefeller, onde trabalhou até o fim de sua

Vq

carreira, e a sua devocdo a bioquimica,
refletem-se em seu testamento, que legou
seus bens a Universidade para serem usados
para apoiar a pesquisa no campo da
bioquimica.”

O trabalho de Stein e Moore com a
elucidacdo da sequéncia de aminodacidos da
enzima ribonuclease, bem como de sua
estrutura espacial, levou ambos a dividirem
com Christian B. Anfinsen o Prémio Nobel de
Quimica de 1972.%°

com autorizagao. Copyright© 2014 The Nobel Prize

A producdo bibliografica da dupla de
cientistas do Laboratério do Instituto
Rockefeller de Pesquisas Médicas de Nova
York e, consequentemente, a enorme
contribuicdo a comunidade cientifica pode
ser atestada com a apresentacao de seus
principais artigos.

10.2. A separacdo cromatografica de
aminoacidos em colunas de amido

Uma solucdo para a separagao de
misturas complexas de aminodcidos foi
apresentada por Synge. Ele realizou
experimentos qualitativos de separa¢do em
colunas cromatograficas usando amido como
adsorvente, Synge demonstrou a
possibilidade de fracionamento de misturas
em quantidades suficientes para permitir

andlises posteriores por técnicas
convencionais. 0 procedimento
aparentemente poderia ser utilizado também
de modo quantitativo para a andlise de
aminoéacidos.”” Este foi o objetivo do trabalho
de Stein e Moore, cujos primeiros resultados
foram publicados em 1948.

Neste estudo47, Stein e Moore aplicaram
misturas de aminodcidos em colunas de
amido, coletaram uma série de pequenas
fracGes do efluente com volume conhecido, e
analisaram quantitativamente as fracées. Os
resultados obtidos permitiram a construcao
de curvas de concentracdo de efluente, que
revelaram a separa¢cdo e a eficiéncia da
coluna de amido. A Figura 18 apresenta uma
destas curvas, o eixo x representa a fracdo
coletada (volume de efluente coletado), e o
eixo y a concentracdo determinada
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espectrofotometricamente pelo método de
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reacao colorimétrica com ninidrina.

25 Leucine
&
2 20l A
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Figura 18. Curva de uma separacdo de aminoacidos em coluna de amido. Reproducao da ref.
47 com autorizagdo. Copyright© 1948 The American Society for Biochemistry and Molecular
Biology

As  colunas cromatograficas eram
preparadas com amido de batatas, tinham
aproximadamente 30 centimetros de
comprimento por 0,9 cm de diametro.

Inicialmente, as fracSes do efluente eram
coletadas manualmente. No entanto, devido
ao grande numero de experimentos, foi
desenvolvida uma maquina capaz de coletar
automaticamente as fragdes.”” As fragdes
eram coletadas em tubos de ensaio
colocados em um rack contendo até 320
tubos dispostos em circulos concéntricos.
Cada gota de efluente da coluna atravessava
um feixe de luz, e, deste modo, o mecanismo
contava automaticamente o nuUmero de
gotas. Ao chegar ao numero de gotas
estabelecido, 20 a 40 dependendo do
solvente utilizado, o mecanismo zerava o
contador e acionava um motor que fazia o
rack girar para o proximo tubo. Dessa
maneira era possivel coletar fracdes de 0,5
mL.

Para realizar uma corrida tipica, como a da
Figura 18, era necessaria a operac¢do continua

do mecanismo durante aproximadamente 4
dias.

A fim de padronizar e aumentar o fluxo do
solvente através de suas colunas de amido,
Stein e Moore adaptaram uma seringa ao
topo da coluna para otimizacdo do fluxo e
melhorar a resolucdo dos picos.

A repetitividade dos experimentos de
Moore e Stein era de aproximadamente 3%,
a recuperacdo para aminodcidos individuais
era de 98 a 99%, valores que podem ser
considerados incriveis devido ao material
utilizado, em especial a fase estacionaria.

No mesmo volume da revista em que foi
publicado o artigo sobre a separagdo de
aminoacidos em colunas de amido, Stein e
Moore publicaram um segundo artigo
descrevendo a otimizagdo do método de
deteccdo de aminodcidos com a reagdo de
derivatizagdo com ninidrina.”’

A preocupacgdo era agora com o método
de deteccdo dos aminoacidos presentes no
efluente da coluna de separacdo. O método
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deveria ser simples, rapido, sensivel e capaz
de detectar peptideos presentes em
hidrolisados de proteinas e fluidos bioldgicos.

Existiam dois métodos colorimétricos na
época para derivatizacdo de aminas, de modo
que o escolhido foi o da reagdo com ninidrina
(Figura 19), que ja havia, no passado, sido
extensivamente estudado. O método era
bastante sensivel para reacbes com a-
aminoacidos, no entanto, os resultados se

mostravam pouco repetitivos devido a
Tampao
R CH‘, COOH 2 o -
-U- +
; H5
Nhiz OH  %occ
(0]

Vo

instabilidade do derivado formado. A
presenca de oxigénio do ar no meio de
reacdo era o motivo desta degradacdo.
Moore e Stein desenvolveram um meio de
proceder a reagdo em tubos evacuados.
Desse modo, a relagdo entre a cor
desenvolvida e a concentracdo dos
aminoacidos era mais linear. A adicao de um
agente forte de reducdo ao meio de reacgdo
impediu a oxidacdo.*®

o o
(:E:}N:m + RCHO + H,0 + CO,
o o

Figura 19. Reac¢do de derivatizagdo de a-aminodcidos com ninidrina

Moore e Stein realizaram extensivos
estudos com diversos aminoacidos a fim de
determinar os efeitos de variacbes de pH,
temperatura, tempo de reagdo e
concentracdo dos reagentes.

Como a quantidade de fragBes coletadas
sempre era grande, Moore e Stein tentaram
ao maximo mecanizar e automatizar o
procedimento. Para realizar as reagbes com

ninidrina, racks de cubetas de
espectrofotometro eram adaptados em
banhos de aquecimento, sistemas com

pipetas adaptadas a sistemas de vacuo eram
alimentadas por frascos de reagentes com
atmosfera modificada para evitar a presenga
de oxigénio.

Como conclusdes de seus experimentos,
Moore e Stein definiram as condi¢des 6timas
da reacdo de ninidrina: “A reacdo é
conduzida em pH 5 e a 100 °C. A absorvéancia
maxima do produto azul da reacdo é em 570
nm. A exatiddo, para aminoacidos individuais
é de 2%. O procedimento foi mecanizado de
modo a permitir a andlise de um grande

numero de amostras em rotina”.*

Em 1949, Moore e Stein continuaram as
publicagbes com os resultados de suas
pesquisas de separacdo de aminoacidos em
colunas de amido. Eluicdes em modo
gradiente foram estabelecidas de modo a
melhorar a resolucdo e reduzir o tempo de
analise, que poderia chegar a 7 dias. Os
cuidados com a contaminag¢do dos tubos
coletores de fragdes sdo discutidos no artigo,
em especial contamina¢gdes com amonia e
residuos de analises anteriores.

Para ajustar o pH das fragdes coletadas, os
pesquisadores adaptaram uma bureta ao
coletor automatico de fragdes, de modo que
no decorrer da coleta as amostras eram
automaticamente neutralizadas com solugdo
de NaOH.*

Ainda em 1949, Stein e Moore publicam
outro artigo com os resultados da andlise dos
aminodacidos de duas proteinas de plasma
bovino®. O cromatograma da Figura 20 traz a
separacdo dos aminodacidos de uma amostra
de hidrolisado de uma dessas proteinas.
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Figura 20. Fracionamento cromatografico de

hidrolisado de albumina de soro bovino. Fase

movel: 1:2:1 alcool n-butilico, alcool n-propilico e HCI 0,1 N e 2:1 alcool n-propilico e HCI 0,5
N. Coluna: 0,9 x 30 cm e aplicagdo de equivalente a 2,5 mg de proteina hidrolisada.
Reproducdo da ref. 49 com autorizacdo. Copyright© 1949 The American Society for

Biochemistry and Molecular Biology.

A pequena quantidade de amostra
aplicada na coluna cromatografica permitiu a
Stein e Moore reduzirem as quantidades
necessarias de amostra a ser hidrolisada,
trabalhando em microescala de 25 a 50 mg
de amostra, 10 vezes menos que a
quantidade tradicionalmente utilizada.”

11. A separagao cromatografica de
aminoacidos em colunas de troca
iOnica

11.1. A contribuigao de Partridge

Paralelamente ao trabalho de Moore e
Stein, com as separagbes de aminodcidos em
colunas de amido, muitos pesquisadores
estavam utilizando resinas de troca iGnica na
separacdo de eletrélitos organicos. Em
especial, o pesquisador S. M. Partridge, do
laboratério de pesquisa em bioquimica e
biofisica da Universidade de Cambridge, na
Inglaterra, que publicou de 1949 a 1952 uma
série de trabalhos sobre o assunto. A série
de trabalhos contém oito publicacdes com os

seguintes titulos:

Cromatografia de deslocamento
resinas sintéticas de troca ionica:

em

e Parte 1 - Separagdo de bases

organicas e aminoacidos usando resinas de
troca catidnica;™

Parte 2 Separa¢do de 4cidos
organicos e aminoacidos acidos pelo uso de
resinas de troca anidnica;>

Parte 3 Fracionamento de um
hidrolisado de proteina;™

e Parte 4 — Isolamento de glucosamina

e histidina de um hidrolisado proteico;54

e Parte 5 — Separagdo de aminodcidos

basicos;>

e Parte 6 — Efeito da temperatura na

ordem do deslocamento;*®

e Parte 7 — Separagbes usando uma

resina basica forte;>’

e Parte 8 — Um método sistematico

para a separacdo de aminoacidos.”®

A metodologia usada por Partridge
consistia na aplicacdo da cromatografia de
deslocamento, desenvolvida por Tiselius e
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Claesson, usando como fase estaciondria
resinas de troca ionica. A solugdo com a
mistura a ser separada era introduzida na
coluna e os componentes separados pela
introducdo de uma fase mével contendo uma
base ou um acido mais fortemente adsorvido
pela resina. Os componentes da mistura
eram entdo sucessivamente deslocados e
eluiam da fase estaciondria. Como os
componentes da mistura ndo formavam
bandas claramente visualizadas, técnicas
analiticas continuas para medir as alteracbes
do efluente da coluna eram necessadrias para

&~ 25cm.—

Vo

determinagdes qualitativas e quantitativas.
Métodos para este propdsito ja haviam sido
sugeridas por Claesson,”® e os principais deles
para esta medi¢cdo eram a utilizacdo de um
eletrodo para medir continuamente a
condutividade elétrica ou o pH do efluente,
ou, ainda, a titulagdo de sucessivas pequenas
aliquotas. A Figura 21 mostra o esquema do
acoplamento de um eletrodo a saida da
coluna para determina¢do da condutividade
elétrica ou o pH do efluente de maneira
continua.>

Figura 21. Acoplamento de eletrodos para medicdo da condutividade elétrica e pH do
efluente da coluna cromatografica. (A) Fase estacionaria; (B) Disco perfurado com I3 de vidro;
(C) Célula com eletrodos para condutividade elétrica; (D) Terminais dos eletrodos; (E)
Regulagem de fluxo; (F) Célula do eletrodo e (G) Potencidmetro de pH. Reproducdo da ref. 51
com autorizacdo. Copyright© 1949 The Biochemical Journal

Em dezembro de 1945, a companhia
americana DOW langou uma resina de troca
cationica com alta capacidade e com
excelente estabilidade quimica,
comercialmente disponivel com o nome de
DOWEX 50. Em 1948, o uso da resina DOWEX
50 se popularizou, especialmente no pré-
tratamento de agua de uso industrial. Com
base polimérica sulfonada, a resina tem
aplicagdo na desmineralizagdo de 4agua,
fornecendo uma capacidade de

aproximadamente o dobro das resinas entdo
disponiveis no mercado. Além disso, podiam
ser utilizadas em larga faixa de pH e sob
temperaturas de até 100°C. Sua forma
esférica perfeita permitiu melhor
empacotamento e, consequentemente,
melhor uniformidade de fluxo e aumento de
sua capacidade. Além disso, estavam
disponiveis particulas uniformes de até 0,04
Mm.so
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11.2. Moore e Stein adotam as colunas
de resinas de troca iOnica

O desenvolvimento de
cromatograficas de aminoacidos usando
resinas de troca i6nica como fase
estaciondria, teve por objetivo a substituicdo
das separagdes em colunas de amido. As
colunas de amido, até entdo estudadas em
detalhes por Moore e Stein, apresentavam
desvantagens, como a necessidade de
dessalinizacdo de fluidos com alta
concentracdo de sais, como os fluidos
biolégicos. A utilizacdo da resina DOWEX 50
mostrou-se livre desses problemas.®

separagoes

Moore e Stein iniciaram estudos para a
otimizacdo da separacdo quantitativa de
aminodacidos em resina de troca i6nica. No
entanto, ao contrario de Partridge, insistiram
na eluicdo em detrimento da cromatografia
de deslocamento. Para isto, utilizaram
eluicdo com solugcbes tampdes com pH
progressivamente aumentados. Ao contrario
do deslocamento, os tampdes sdo menos
agressivos que a eluicdo com acidos e causam
menos interferéncia no método de deteccdo
com a rea¢ao com ninidrina. A separa¢ao de
misturas de aminodcidos se mostrou mais

favoravel em coluna de troca iOnica
comparativamente as de amido
anteriormente utilizadas. A andlise se

mostrou ainda duas vezes mais rdpida com as
colunas de troca ibnica, tendo a separagdo
completa dos aminodcidos em 5 dias.*

Em 1952, Moore e Stein publicaram um
artigo onde apresentaram a separagdo de
aminoacidos em uma escala maior com fins
preparativos. Eles usaram colunas bem
maiores que as até entdo construidas, e a
fase estacionaria utilizada continuou sendo a

Pacheco, S. et al.

resina DOWEX 50. Deste modo, foi possivel o
isolamento de misturas com até 300 mg de
aminoacidos, de maneira quantitativa e com
obtencdo de aminodcidos isolados em
guantidades relativamente grandes. Foram
utilizadas colunas de 7,5 cm de didmetro e
até 120 cm de comprimento. A Figura 22
apresenta o esquema de montagem dessas
colunas. Foi também desenvolvido um
sistema para insercdo de eluente via frasco
pressurizado. Dessa maneira, era possivel
controlar e manter o fluxo constante através
da coluna com o ajuste da pressao do ar
comprimido aplicado dentro do frasco.®
Sistema semelhante foi desenvolvido por
Tswett (item 5.4), que mantinha o frasco
pressurizado com a utilizacdo de sistema
manual de bombeamento de ar. Claesson
(1948) também desenvolveu sistema de
pressurizacdo com a utilizacdo de um émbolo
no recipiente de armazenamento de fase
movel (item 9).

As colunas preparadas com resina de
troca iOnica ainda tinham a vantagem de
poderem ser reutilizadas, bastando
reequilibrd-las com a fase modvel inicial
utilizada para a separacao.

Utilizando as colunas de 7,5 cm de
didametro, Moore e Stein conseguiram isolar
ndo apenas aminodcidos, mas, também,
isolaram a enzima pancredtica ribonuclease,
chegando a obter 45 mg de enzima pura.” A
medida que Moore, Stein e colaboradores
avangavam nos estudos bioquimicos, a
metodologia de anadlise cromatogrifica
avangava na mesma velocidade de suas
descobertas. Apds o isolamento
cromatografico da ribonuclease, a proxima
etapa foi a determinagdao da composi¢do de
seus aminodacidos.®*
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Figura 22. Diagrama para acoplamento de frasco de eluente pressurizado para alimentacdo da
coluna de separacdo. Reproducao da ref. 64 com autorizacdo. Copyright© 1954 The American
Society for Biochemistry and Molecular Biology

O método de deteccdo do efluente das
colunas de resina i6nica foi melhorado. Ele
ficou mais rdpido, menos sensivel a
interferéncias e mais sensivel, possibilitando
a completa resolugcdo de uma mistura de 50
aminoacidos e pequenos peptideos. © A
eluicdo era feita com uma continua mudancga
na forca iGnica e no pH da fase mével, porque
dessa maneira, ndo era mais necessaria a
troca manual da fase mével e ndo ocorriam
variagdes bruscas na composicdo da fase
movel com consequente perda de resolugdo
cromatografica. Com essas mudangas os
picos tornaram-se mais intensos, finos e
simétricos. A temperatura da coluna também
era controlada e alterada durante a analise
para melhorar a separagdo. Diversas
adaptagcbes e conexdes foram necessdrias
para adaptar as colunas e os diversos frascos
de solventes das fases moveis e das solucbes
de regeneracdo das resinas. Uma analise
completa demorava uma semana nas

condigdes estabelecidas.®®

11.3. Aplicagoes analiticas da
cromatografia em colunas de troca ionica

Moore e colaboradores determinaram a
composicdo de aminoacidos do leite materno
humano, o que representou um padrdo de
referéncia para a nutrigio infantil.?’ A
composicao de aminoacidos livres do plasma
humano também foi objeto de estudo deste
autor e de seus colaboradores. A Figura 23
apresenta um cromatograma completo, ou
curva de efluente como denominado pelos
autores. O cromatograma inclui, além da
identificacdo dos picos, todas as alteragbes
na fase movel, volume de eluicdo e as
variagbes de temperatura aplicadas as
colunas.®
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Figura 23. Curva de efluente de uma determinacdo de aminodacidos livres no plasma de sangue
humano. Reproducdo da ref. 68 com autorizagao. Copyright© 1954 The American Society for
Biochemistry and Molecular Biology

A cada dia o método cromatografico para
determinagdo de aminodcidos ganhava mais
adeptos e os resultados de sua aplicagdo
aumentavam. A separa¢do em colunas de
troca ibnica levou a descoberta e ao
isolamento de dois novos constituintes, a 3-
metilhistidina e a tirosina-O-sulfato.®”*

Moore, Stein e colaboradores voltaram-
se, a partir de 1956, para o estudo estrutural
da enzima ribonuclease, enzima que ja havia
sido objeto de seus estudos. Os trabalhos
agora se centravam em determinar a
sequéncia de aminoacidos de peptideos
formados por hidrdlise  parcial da
ribonuclease. Os peptideos formados eram
isolados por cromatografia em coluna de
troca i6nica e hidrolisados para identificagao
de seus aminoacidos.”””*

12. O cromatadgrafo de Moore e
Stein

Apds uma série de publicagdes com os
resultados de investigacGes bioquimicas, que
se utilizaram da cromatografia em resinas de
troca iGnica para determinagbes de
aminoacidos e peptideos hidrolisados de
enzimas, a dupla de pesquisadores voltou a
relatar a evolugdao da metodologia alcancada
durante suas pesquisas. S3o de 1958 duas
publicacdes que apresentam os detalhes do
método e da instrumentacdo construida.

A primeira destas publicacdes apresentou
as melhorias dos procedimentos para a
separacdo de aminodcidos em resinas de
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poliestireno sulfonado. A utilizacdo de resinas
com particulas menores resultou em maior
resolugdo cromatografica, o que permitiu a
eluicdo em fluxos mais altos. A escolha
apropriada das fases modveis também
simplificou a operagdo. A analise completa de
hidrolisados proteicos era realizada agora em
48 horas com a metodologia de coleta
automatica de fracGes, e em 24 horas com
equipamento de registro automatico.”

Eram necessarias duas colunas para a
separacdo de todos os aminoacidos, uma
com resina Amberlite IR-120 de 150 cm, e
outra com resina DOWEX-50X8 de 15
centimetros. Ambas as colunas podiam ser
utilizadas repetidamente em temperatura
fixa de 50°C. Apenas duas solu¢bes tamp3o
foram usadas, sendo necessdria apenas uma
mudanca de eluente durante a analise. Dessa
maneira, foi possivel obter uma linha base
muito mais estavel ao longo da analise.”

O uso de resinas com tamanho de
particulas menores aumentou o fluxo da fase
movel para valores superiores a 30 mL/hora.
Para isso, foi necessaria a utilizacdo de uma
bomba posicionada entre a coluna e o frasco
do tampdo, ao invés da pressurizacdo dos
frascos de eluente com ar. As tubulacGes e

conexbes também foram trocadas por
material capaz de suportar as maiores
pressdes geradas pelo sistema de

bombeamento.”

A segunda publicagio,” no mesmo
volume do periddico da publicagdo anterior,

Vo

trouxe o diagrama do cromatdgrafo
desenvolvido e construido por Moore e Stein
(Figura 24). O equipamento construido foi
fruto da necessidade de um método preciso,
rdpido e menos trabalhoso. A andlise
completa de aminodcidos era agora realizada
em apenas 24 horas, com grau de automagao
gue exigia atencdo minima do operador,
guando comparada ao método até entdo
usado.

O artigo continha explicacdes detalhadas
de todos os componentes utilizados e/ou
construidos, além dos procedimentos para
sua operacao que certamente sdo até os dias
de hoje excelentes orientagcdes para
operadores dos atuais sistemas
cromatograficos.

Até entdo, a identificacdo dos
aminodcidos separados em colunas de troca
ibnica era feita através da coleta de
pequenas e numerosas fracdes de efluente
da coluna. Posteriormente, adicionava-se
uma solucdo de ninidrina e determinava-se
em um espectrofotometro a absorvancia de
cada fracdo. No novo equipamento a solucdo
de ninidrina era bombeada constantemente
e misturada ao fluxo de efluente da coluna. A
reacdo ocorria em uma bobina de teflon
colocada em um banho de aquecimento.
Apds a reacdo, o fluxo deste reator passava
através de um fotbmetro construido
especialmente para determinar a absorvancia
do efluente, e a ele estava conectado um
registrador de papel.
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Figura 24. Diagrama do cromatégrafo construido por Moore e Stein. Reproducdo da ref. 44
com autorizacdo. Copyright© 1958 American Chemical Society

12.1. Sistemas de bombeamento

Para a garantia de um método preciso e
continuo, o eluente e a solugdo de ninidrina
usada para a reacdo colorimétrica, deveriam
ser bombeados de forma constante e
controlada. Para a construgdo do
equipamento ilustrado na Figura 24, foram
utilizadas trés bombas com pistdes de aco.
Duas para o bombeamento das solucgdes
tampdo de eluicdo e a outra para a solugdo
de ninidrina. Cada bomba estava equipada
com duas valvulas de retencgdo (check valves),
uma na alimentagdo do pistdao e outra na
saida. O fluxo podia ser regulado com um
parafuso de regulagem do curso do pistdo. Os
tampdes eram bombeados a 30 mL/h e a
ninidrina a 15 mL/h.

Os detalhes de conexdes, tubulagbes e
marcas de todo o material utilizado estdo no
artigo. Os autores detalharam toda a
operagdo e os cuidados a serem tomados
para o correto funcionamento das bombas.
Especial atencdo foi dada ao problema de
formacdo de bolhas de ar, chamada a
atencdo para a remocgdo total do ar dos

pistdes das bombas, e para se evitar a
insercdo de ar através do término da fase
movel ou do sistema de deaeragdo. A
principal causa de variagOes de fluxo era a
insercdo de ar através das linhas de eluente
ou conexdes. A pressdo de cada linha de
saida das bombas era monitorada com o
auxilio de um mandémetro com escala de 0 a
60 psi.

Para o correto funcionamento das
bombas, era necessaria uma pressdo minima
de resisténcia na valvula de saida. A coluna
de 150 cm apresentava resisténcia suficiente
para gerar a pressdo necessaria na bomba 1.
No entanto a coluna de 15 cm, alimentada
pela bomba 2 e a bomba 3 da solugdo de
ninidrina necessitavam uma resisténcia
maior. Para atingir esta resisténcia, dois
filtros de 13 de vidro eram colocados nas
linhas de saida destas bombas, indicados na
Figura 24 pelas letras A e B. Estes filtros
geravam aproximadamente 25 psi de pressao
no sistema, combinados com a resisténcia
das colunas, a pressao total chegava a 40 psi.
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12.2. Reservatorios para as fases moveis

Para o armazenamento das solugGes
tampdo, eram utilizadas garrafas de 2 L de
capacidade para a solucdo de pH 5,26 e de 4
L para as solugdes de pH 4,25 e 3,28. As
saidas eram posicionadas na base do frasco
conectadas a tubos plasticos flexiveis. As
garrafas eram mantidas em uma estante
posicionada 20 cm acima do nivel dos
desaeradores e 30 cm acima das bombas,
pois elas precisavam de pressdo positiva na
entrada para correto funcionamento. No
topo dos frascos era colocado um tubo
contendo 4cido citrico para absorver a
amoOnia presente no ar, que ia para os frascos
a medida que o liquido era bombeado. Dessa
maneira, evitava-se que houvesse reacdo da
ninidrina com a amoénia. Cuidado especial era
tomado para ndo posicionar as garrafas
diretamente sobre as partes eletrificadas do
instrumento.

Dois frascos de 2 L contendo solugdo de
NaOH 0,2 N e solucdo tampdo pH 3,28 eram
posicionadas 25 cm acima do nivel do topo
das colunas. Estas solugdes eram utilizadas
para a regeneracdo da resina de troca i0nica
apods o término da corrida cromatografica. As
linhas plasticas eram adaptadas diretamente
as colunas.

O frasco para a solugdo de ninidrina
continha um tubo externo para visualizagdo
do nivel da solugdo. Isto era necessdrio
porque o frasco tinha de ser envolvido com
fita adesiva preta para impedir a entrada de
luz. O topo do frasco era fechado com uma
rolha de borracha com um tubo para a saida
da solu¢do e uma conexdo para entrada de
nitrogénio, ja que a solugdo de ninidrina nao
podia ficar exposta ao ar.

O tubo da linha da solugdao de ninidrina
continha uma secao recheada com |3 de vidro
ndo compactada, tendo como funcdo a
retencdo de qualquer particula em
suspensdao. A solucdo deveria passar
facilmente, apenas com a for¢a da gravidade,
através da sec¢do de filtragem a fim de nao
prejudicar a alimentacao da bomba. A secao
de filtracdo era periodicamente limpa para

Vo

remocdo de particulas evitando a restricdo do
fluxo.

12.3. Sistema de deaeracdao das fases
moveis

Como o fluxo do eluente era misturado ao
fluxo da ninidrina e passava pelo reator,
aquecido a 100°C, havia formac3o de bolhas
provenientes do ar dissolvido na fase mével.
Para evitar este inconveniente, que interferia
no sistema de deteccao, foi desenvolvido um
sistema de deaeracdo. A remocdo do ar era
realizada através do aquecimento da fase
movel antes do sistema de bombeamento,
assim o ar dissolvido era liberado através de

um longo tubo que funcionava como
condensador para os vapores.

12.4. Colunas cromatograficas

As  colunas  cromatograficas eram

construidas com tubos de vidro com 0,9 cm
de didametro. Para a construcdo das colunas
de 150 cm, eram usados tubos de 166 cm de
comprimento com uma placa sinterizada de
porosidade média com 3 mm de espessura
para reter a resina de troca idGnica. As colunas
menores eram construidas de maneira
similar, variando apenas o tamanho do tubo
de vidro, que era de 25 cm. Os tubos de vidro
eram envoltos em uma camisa de vidro para
circulagdo de agua proveniente de banho de
aquecimento, a fim de controlar a
temperatura durante a separagao
cromatografica.

Duas colunas de 150 cm eram mantidas
no sistema. Dessa maneira, era possivel
manter uma em uso enquanto a segunda
coluna era regenerada para a préxima
analise. As colunas estdo identificadas na
Figura 24 com os rétulos 1A e 1B para as
colunas de 150 cm e 2 para a coluna de 15
cm.

As colunas eram conectadas ao fluxo das
bombas pela extremidade superior, e na
extremidade inferior havia um sistema com 3
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valvulas em vidro para sele¢do manual da
coluna em uso, e outra para misturar o fluxo
do efluente da coluna com o fluxo de solucdo
de ninidrina vindo da bomba 3. O diametro
interno desses tubos de vidro era de 1 mm.
As torneiras deste sistema eram presas com
clipes metalicos para suportar a pressao do
sistema, que era de aproximadamente 7 psi
durante a operagdo neste ponto.

12.5. Reator para derivatizagdo com
ninidrina

O fluxo da mistura do efluente da coluna e
da solucdo de ninidrina proveniente da
valvula de vidro era conduzido para uma
bobina construida com um tubo de teflon de
29 m de comprimento e 0,7 mm de diametro
interno. A bobina era mantida submersa
dentro de um banho de aquecimento a
100°C. Como o didmetro interno do tubo de
teflon variava de lote a lote, o volume interno
da bobina era determinado
gravimetricamente. Para isso o tubo vazio era
pesado e comparado com sua massa quando
cheio de agua. O valor determinado era
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utilizado para calcular o comprimento
necessario do tubo com 11,25 mL de solugao,
volume necessario para garantir a correta
mistura da solucdo de ninidrina com o
efluente em um fluxo total de 45 mlL/h,
obtendo assim um tempo de residéncia no
banho de agquecimento de 15 minutos. Esse
era o0 tempo necessario para o
desenvolvimento maximo de cor da reacgdo
da ninidrina com os aminoacidos.

12.6. Fotometro para detec¢do em linha

Depois de passar pelo reator, o fluxo de
efluente era direcionado diretamente a um
fotometro. O fotometro utilizado foi
projetado e construido no préprio Instituto
Rockefeller e, sempre que possivel, eram
utilizados componentes disponiveis
comercialmente. A montagem consistia em
trés fotbmetros individuais em uma mesma
unidade, cada um com sua prdépria fonte de
luz, lente, filtro, célula de absorcdo e célula
fotovoltaica. A montagem e o detalhe de
uma célula encontram-se na Figura 25.

Figura 25. A esquerda detalhe da montagem de uma célula de detecgdo e a direita a
montagem de trés células em série. Reproducdo da ref. 44 com autorizagao. Copyright© 1958
American Chemical Society
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As trés células foram montadas de modo a
se obter todos os dados necessarios com
apenas uma analise. Duas células tinham
filtros transmitindo em comprimento de
onda maximo de 570 nm, e a outra em 440
nm. Com essa montagem, era possivel
determinar a absor¢do no comprimento
maximo dos derivados azuis de aminoacidos
(570 nm) e dos derivados amarelos formados
pela prolina e hidroxiprolina (440 nm). A
terceira célula, com filtro em 570 nm, diferia
da outra pelo tamanho do caminho 6ético,
gue sendo mais estreito permitia a deteccao
de altas concentracdes de derivados de
aminodacidos, aumentando assim a faixa de
trabalho do detector.

A vida util das lampadas era de 12 meses
para as operavam em 570 nm e de 6 meses
para a usada em 440 nm.

Ao sair do fotdbmetro, o efluente era entdo
direcionado para um sistema de medicdo de
fluxo, que, muito engenhoso, consistia em
um tubo com uma se¢do que permitia a
entrada de uma bolha de ar. A velocidade da
bolha inserida era a mesma do fluxo do
liqguido, assim sendo, o tempo de viagem
desta bolha ao longo de um tubo com marcas
permanentes era cronometrado de modo

Vq

que o valor do fluxo podia ser determinado.
Com o correto comprimento do tubo era
possivel calibrar o medidor de fluxo de modo
gque uma bolha que levasse 45 s para
atravessa-lo corresponderia a um fluxo de 45
mL/h. O aparato pode ser visualizado na
Figura 24.

12.7. Registrador automatico

O registrador utilizado comercialmente
disponivel consistia em um medidor de
corrente de trés pontos com velocidade de
papel de 7,6 cm/h. Dessa maneira, os dados
dos trés fotdbmetros individuais eram
impressos  simultaneamente em cores
diferentes, sendo que a cada 4 s um valor de
leitura era registrado através de um ponto.
Os pontos eram posicionados tdo préximos
que o resultado final consistia em trés linhas
simultaneas de cores diferentes (Figura 26).
O papel utilizado continha escalas vertical e
horizontal. A escala horizontal podia ser lida
diretamente como absorvancia, e, desde que
mantida a velocidade do papel e o fluxo do
efluente, cada linha da escala horizontal
representava 2 mL do efluente da coluna.

@ MTAGC aaNewtot]  frunosi o TTH-Amino-n-
1.0 E%@C-“;qmwg j':':.r % _.mrgdmne ¢ acid E
el +|B-Aminoisobutyric acid | D
Yos| o | (Glucosamine
ED_‘ 3 5 A
Eoaf
gm -
q

01 |

Effluent, ml. © 20 40 60 80 100 120

30°, pH 4.26, 0.38N Ne CITRATE

200

140 160 180

Figura 26. Porcdo de um registro em papel de uma anadlise de aminoacidos realizada com o
aparato de Moore e Stein. Reproducdo da ref. 44 com autorizacdo. Copyright© 1958 American
Chemical Society
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13. Resumo sobre as contribui¢Ges
de Stein e Moore para a
cromatografia liquida

A genialidade inventiva da dupla de
cientistas, juntamente com a escolha do
objeto de estudo, os aminoacidos, levou a
melhoria da separacdo cromatografica e a
automacdo de todo o processo. Esta
automacdo resultou no primeiro sistema
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cromatografico projetado e construido.
Totalmente adaptado as necessidades e sem
qgualquer protecao intelectual, este sistema é
o modelo mais completo desenvolvido e,
certamente, serviu de inspiragao para muitos
pesquisadores e empresas de instrumentacao
cientifica. A Figura 27 mostra os dois
pesquisadores ao lado do sistema
cromatografico que conceberam e utilizaram
como a principal ferramenta de trabalho ao
longo de suas brilhantes carreiras cientificas.

Figura 27. Stanford Moore e William Stein ao lado de seu sistema cromatografico em 1965.
Copyright© 1958 The Rockefeller University

14. “Cromatograma” do tempo (a
histéria da cromatografia)

A Figura 28 apresenta um diagrama com
um resumo grafico dos principais eventos da
histéria da cromatografia, além das fotos dos
responsaveis pelas descobertas e/ou
invengoes.
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Plinio, 0 Velho! - Identificagdo fraude com papiro - 77

0

Vo

Schénbein® - Detecgio do Ozénio em papel - 1844

1800 — Berzélius® - Desmineralizagdo de dgua

1847 — Matteucci! - Chocolate ¢ tinta em papel

Runge® - Figuras auto formadas em papel - 1850

1901 - Goppelsroeder — “Andiises capilares” em papel

Tswett® - Cromatografia de adsorgdo - 1903

1911 - Dhéré” - Utilizagdo da cromatografia de Tswett

Palmer® - Utilizago da cromatografia de Tswett - 1913

1941 — Martin® & Synge!® - Cromatografia de partigio (Gasosa)

Tiselius™ & Claessan - Cromartografia de deslocamento - 1943

Moore'? & Stein'? — Equipamento para aminodcidos - 1958

—
e —
1949 - Partridge — Cromatografia em coluna iénica

Laureados prémio Nobel de Quimica

1915 - Willstitter
1918- Tswett (Indicado)
1948 Tiselius

1952— Synge & Martin
1972— Moore & Stein

Figura 28. “Cromatograma” do tempo (a histdria da cromatografia). Reproducdo da ref. 76

15. A instrumentag¢ao comercial

No inicio, os sistemas cromatograficos
eram chamados de cromatdgrafos liquidos de
alta pressdo, isto porque os liquidos
apresentam viscosidades muito superiores
aos gases e, consequentemente, altas
pressdes eram necessarias para mover o

liquido através da coluna quando comparado
aos cromatoégrafos gasosos. Logo, o termo
pressdo foi substituido por eficiéncia, e até os
dias de hoje é utilizado.”®

Como a instrumentagdo nao existia
comercialmente em 1968, varios autores
descreveram em detalhes como modificar e
montar um equipamento de cromatografia
liguida com componentes disponiveis. Em
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1969, durante o 52 Simpdsio sobre avangos
em cromatografia, uma sessao especial sobre
CLAE foi organizada e algumas companhias
apresentaram suas instrumentagbes. Em
1971, um encontro sobre CLAE foi organizado
em Wilmington, nos Estados Unidos. Desse
surgiu o primeiro livro sobre CLAE.?®

Como 0s precos  dos sistemas
cromatograficos em fase liquida eram muito
superiores aos dos ja  difundidos
cromatdgrafos em fase gasosa, era comum
usudrios referirem-se a sigla em inglés
“HPLC” como sendo “High Price Liquid
Chromatography”, em alusdo ao nome que
mudara de “Pressure” para “Performance”,
mudang¢a que ainda era motivo de discussao
e confusdo. Mais tarde, com a difusdo dos
sistemas cromatograficos, a discussao tomou
rumos de anedota, ndo era incomum ouvir
gue a palavra correta para a letra “P” da sigla
era “Patience”. O que pode ser explicado
pela dificuldade de adaptagdo dos usuarios
de cromatdgrafos gasosos, que ao iniciarem
com os novos sistemas de CLAE deparavam-
se com vazamentos de solventes, bolhas de
ar, e com o fato da fase mdvel agora ndo ser
mais inerte, interferindo ativamente na
separacdo das substancias. Ndo bastasse,
ainda existia a necessidade de um sistema de
bombeamento do solvente através da coluna,
0 que ndo existe em cromatdgrafos gasosos
pelo fato da fase gasosa apresentar-se
pressurizada em cilindros. A adaptagdo exigia
muita dedicagdo e, certamente, muita
paciéncia dos usuarios.

16. A evolugao das fases
estacionarias para cromatografia
liquida

Com o inicio da utilizagdo dos sistemas
cromatograficos de alta pressdo, nos anos de
1960, eram utilizadas como  fases
estaciondrias particulas de silica porosa
irregulares de 40 a 50 pum com grande
distribuicdo de tamanho. As separacgOes,
nessas condicdes, eram chamadas de
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cromatografia em fase normal. Tais particulas
de silica eram obtidas através de técnicas de
moagem e separagdo em peneiras. Com o
passar dos anos, a técnica de preparo das
particulas foi evoluindo de modo que foram
disponibilizadas particulas na faixa de 30 a 40
pum, em seguida surgiram as de 15 a 20 um, e
por fim as de 10 a 3um, que eram preparadas
com a precipitacdo da silica, a partir de uma
solucdo de silicato.”’

No final da década de 1960 foram
desenvolvidas as particulas de silica
superficialmente  porosas  denominadas
particulas peliculares, com aproximadamente
40 um de tamanho. Tais particulas consistiam
de um nucleo sélido ndo poroso revestido
com uma camada de 1um de silica porosa. O
intuito dos desenvolvedores era reduzir a
dispersdao dos analitos ao longo da matriz
porosa da fase estacionaria, porque, com
isso, incrementava-se a resolucao
cromatografica.”’ 78

Na década de 1970, na tentativa de
ampliar a aplicacdo analitica das fases
estaciondrias, particulas de silica foram
revestidas com fina camada ativa através de
particdo liquido-liquido. No entanto, sérios
problemas de estabilidade das fases assim
construidas ndo permitiram a disseminacdo
da técnica. Este método era usado com
sucesso em colunas para cromatografia
gasosa, onde liquidos de alta viscosidade
eram depositados sobre um suporte inerte. O
problema é que esta tecnologia nao
funcionou bem para colunas de
cromatografia liquida, porque o fluxo da fase
movel acabava dissolvendo a fase
estaciondria alterando sua concentragdao no
suporte, e, consequentemente, as
separacbes apresentavam sérios problemas

de reprodutibilidade.®® 7 As particulas
peliculares cairam em desuso apds o
surgimento, no mercado, de particulas

esféricas porosas de 10 e 5 um.”’

A disponibilidade de particulas de silica
esféricas de aproximadamente 10 um e o
surgimento da técnica de modificacdo
guimica das fases estacionarias, em especial
as fases octadecilsilano (Cis) e octil (Cg),
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permitiram a construcao de colunas robustas
e de grande seletividade, denominadas de
colunas de fase reversa. Passou a ser possivel
a injecdo em meio aquoso, tendo apenas a
limitacdo do uso de bases fortes. A evolugdo
das fases estacionarias foi continua e rapida.
A normaliza¢do da superficie da silica, o uso
de silica de alta pureza, a evolugdo das
modificagbes quimicas e procedimentos de
recobrimento dos sitios polares
remanescentes produziram sistemas de fase
reversa robustos com excelente estabilidade
e eficiéncia. A introducdo de outros grupos
funcionais ligados aumentou
exponencialmente as aplicacbes e a
popularizacdo dos sistemas de separacdo.
Surgiram as fases estaciondrias
guimicamente ligadas polares, de troca
idnica, quirais, entre outras. **””7®

Em 1975, a tecnologia de empacotamento
das fases estacionarias e a reducdo do
tamanho da particula (5 um) aumentaram a
eficiéncia das colunas. Em 1978, as particulas
chegaram a 3 um e, em 1990, a 1,5 um. Com
tais particulas foi possivel chegar aos pratos
tedricos necessarios para as separagdes com
colunas muito menores, aumentando assim a
velocidade e a sensibilidade das andlises. No
inicio, as colunas tinham o tamanho padrao
de 25 cm, onde se conseguia de 8.000 a
10.000 pratos tedricos por metro de coluna.
Com as colunas de 3 um, o mesmo numero
de pratos tedricos era alcangado com colunas
de 6 cm de comprimento, o que reduziu o

Vq
fator de

tempo de andlise em um
aproximadamente 4.%°

A evolugdo dos equipamentos e a
demanda da industria, em especial a quimica
e a farmacéutica, de controle de qualidade
cada dia mais exigente, levou os sistemas
cromatograficos CLAE a se tornarem a
terceira maior forga, em presenga nos
laboratdrios, perdendo apenas para balancas
e pHmetros.26

16.1. Colunas com particulas
superficialmente porosas (coreshell)

As particulas superficialmente porosas, ou
particulas de nucleo fundido (Fused Core),
sdo baseadas nas particulas peliculares
desenvolvidas na década de 1960. O seu
preparo consiste na sinterizacdo de uma
particula de silica porosa a alta temperatura.
Esse processo de fusdo acaba tornando a
particula livre de poros. Na sequéncia, o
nucleo sélido é revestido com uma fina
camada de silica porosa (Figura 29).”’

As vantagens desse tipo de particula sdo a
rapida transferéncia de massa, o que permite
andlises muito rdpidas sem gerar altas
pressGes e alta resisténcia mecanica. Seu
desempenho é competitivo com as particulas
porosas de tamanho inferior a 2 um, com a
vantagem de gerarem pressdes menores. ’’

A Camada porosa 0,35pum

Particula Kinetex”
de 2,6um

Nucleo ndo poroso 1,9um

Figura 29. A- Representac¢do de uma particula superficialmente porosa, disponivel
comercialmente com o nome Kinetex™ da fabricante Phenomenex’. B- Detalhe microscopico de
uma particula. Copyright© 1958 PHENOMENEX
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16.2. Colunas monoliticas

As colunas monoliticas sdo construidas
com um leito continuo de silica porosa no
formato de um bastdo ou haste. O monolito
contém uma distribuicdo de macro e
mesoporos (Figura 30) e podem ser
funcionalizadas com as fases comumente
utilizadas em cromatografia, como Cg e Cys. A
distribuicdo dos poros torna a coluna
permeavel, o que permite a utilizacdo de
fluxos de fase movel altos e pressdes
baixas.”’

macroporo

mesoporo
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Uma vantagem das colunas monoliticas é
gue estdo menos suscetiveis a entupimentos
por acumulo de particulas, justamente pelo
tamanho maior dos poros. No entanto, a
utilizacdo de fluxos altos de fase moével, até 4
mL/min, apesar de incrementar bastante a
resolucao cromatografica tem por
consequéncia alto consumo de solventes e
geracdo de residuos. Alguns sistemas
cromatograficos ainda apresentam
problemas de reprodutibilidade, ja que sao
desenvolvidos para trabalhar sob altas
pressoes e a coluna monolitica gera pressoes
muito baixas.

Figura 30. Corte transversal de um bastdo monolitico e sua ampliagdo. Reprodugao da ref. 77
com autorizagao. Copyright© 2010 Sociedade Brasileira de Quimica

16.3. Coluna de fase reversa Cs,

A cromatografia em fase reversa é bem
conhecida e muito utilizada para a separagao
dos carotenoides. No entanto, ndo é muito
eficiente na resolugdo dos isbmeros cis-trans
dessas substancias. Excelentes resultados na
separacdo dos isOmeros sdo conseguidos
utilizando-se fase normal com colunas de
hidréxido de célcio. Entretanto, essas colunas
ndo s3ao comerciais e sua preparagao
apresenta sérios problemas de
reprodutibilidade. Fases poliméricas reversas

C3o foram desenvolvidas e otimizadas para a
separacdo de carotenoides e seus isdmeros.*

Devido ao fato dos carotenoides serem
moléculas maiores que a cadeia das fases
estacionarias das colunas Cis,
aproximadamente 30 A contra 21 A (Figura
31), imaginou-se que interagbes mais
extensivas deveriam ocorrer com fases
estaciondrias com cadeias mais longas. As
fases C3p foram preparadas com base neste
pressuposto e as separagdes dos isOmeros
obtidas foram sensivelmente melhores que
nas fases Cyg.2"
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Comprimento

Figura 31. Comparac¢do do comprimento da molécula de B-caroteno com as fases reversas Cig
e Cso. Reproduzido com permissao. Copyright© 2014 YMC

16.4. Colunas com particulas inferiores a
2pm

Na década de 1990 estavam disponiveis
particulas de silica com 1,5 um. No entanto,
colunas montadas com estas particulas,
mesmo que curtas, resultavam em pressdes
bastante elevadas. Os sistemas
cromatograficos até entdo desenvolvidos
apresentavam limites de pressdo de trabalho
entre 4000 e 6000 psi. O uso dessas
particulas para a construcdo de colunas
obrigaria os sistemas cromatograficos a
trabalharem nos seus limites, e, dessa
maneira, haveria desgaste acelerado de seus
componentes, principalmente selos dos
pistdes e bombas. Por isso, a utilizagcdo deste
tamanho de particula foi desencorajada.

Outro grande entrave no uso de coluna
com particulas desse tamanho estd nos
sistemas de detec¢do, porque os picos
produzidos em corridas cromatograficas
nessas colunas geralmente sdao
extremamente finos, podendo chegar a
apenas 0,1 segundo de largura. Picos tao
finos ndo sdo detectados corretamente pela
maioria dos  detectores = comumente
existentes, com excecao do detector de
massas de tempo de voo (TOF).%?

Na primeira década dos anos 2000, a
companhia Waters lancou no mercado o
primeiro sistema cromatografico comercial

para trabalhar com pressdo elevada, o
cromatégrafo liquido de ultraeficiéncia
(CLUE), comercialmente batizado de
ACQUITY". O equipamento foi desenvolvido
para trabalhar em pressGes superiores a
15000 psi, e foram desenvolvidos detectores
capazes de monitorar corridas
cromatograficas com picos estreitos. As
principais vantagens do sistema, em
comparacao com os sistemas CLAE, sdao as
corridas cromatograficas, em geral, cinco
vezes mais rapidas, além de um ganho de 2 a
3 vezes de sensibilidade. O ganho de
resolugao ainda traz outro grande beneficio,
a diminuicdo do efeito matriz das amostras,
pois os interferentes sdo melhores separados
dos analitos de interesse. Dessa maneira, as
rotinas de extracdo e limpeza da amostra
podem ser simplificadas ou até mesmo pode-
se trabalhar com amostras integrais.®

Em aplicacbes onde a rotina analitica é
grande, os ganhos da introdugdo de sistemas
CLUE sdo inquestiondveis, pois otimiza os
dois grandes gargalos analiticos, o tempo de
corrida cromatografica e o preparo da
amostra. No entanto, os métodos
cromatograficos devem ser modificados e,
evidentemente, os sistemas adquiridos.

Diversos fabricantes apresentaram seus
sistemas de ultraeficiéncia e muitos
desenvolvedores de fases estacionadrias as
suas versdes de colunas sub 2 um. Algumas
empresas colocaram no mercado uma linha
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de colunas com particulas intermediarias
entre 2 e 3 um. Essas colunas poderiam ser
utilizadas tanto em sistemas de CLUE como
em CLAE, beneficiando os usuarios de CLAE,
que ndo pretendiam investir em novos
sistemas cromatograficos com o ganho de
resolucdo, sensibilidade e rapidez nas
separac¢Ges cromatograficas.
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