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Historiador romano Caio Plinio Segundo (23-79)

Publicou uma grande enciclopédia chamada Historia Natural (77 a 79)
Descreve um metodo para verificar a autenticidade de verdigris

Tem sido usado como fungicida e pigmento verde
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Fraude: Adicdo de p6 de marmore verde ao verdigris

Plinio descreve um método onde se aplicava o produto em folhas de
papiro embebidas com um extrato vegetal

Cromatografia em papiro !

Plinio falece atingido pela erupcédo do vulcado Vesuvio em Pompéia
no ano 79



Em@a

H i S t é r i a d a_ C L A E Agroindiistria de Alimentos

Outro relato de um fenbmeno cromatografico aparece 1700 anos
depois de Plinio

Jons Jacob Berzelius (1779-1848) descreve o fendbmeno da
desmineralizacdo da agua salgada por meio de filtracdo atraves de
areia

Em 1847, o Fisico Italiano Carlo Matteucci publica o livro “palestras
sobre os fendmenos fisicos de seres vivos”. Onde reproduz o
experimento de Berzelius:

Uma solucédo salina foi filtrada através de um tubo de 8 metros
contendo areia, a agua que saia do tubo era menos densa que a
inserida no topo

Matteucci relata ainda o fenbmeno que ocorre gquando gotas de
chocolate ou tinta caem sobre a roupa ou papel, formando um ponto
central escuro circundado por uma zona de liquido claro colorido
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Friedlieb Ferdinand Runge (1795-1867) nasceu na Alemanha e se
graduou em Medicina, no entanto nunca exerceu a profissao. Se
encantou pela quimica e acabou se tornando professor e autor de
diversos livros

Em 1819 € o primeiro a isolar a substancia estimulante do cafe

Runge dedicou grande parte de sua vida a pesquisa de tintas e
pigmentos para a industria téxtil

Publicou uma série de livros sobre a quimica da coloracéo, neles
Runge apresenta exemplos de corantes em pequenos pedacos de
tecidos e destaca como é util a utilizacdo de um pequeno filtro de
papel para a separacao e identificacao dos pigmentos utilizados nos
corantes de tecidos



Historia da CLAE
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“...devido a sua forca de capilaridade, separa os componentes de
uma gota colocada no centro... cria uma imagem com uma parte
central escura e areas ou anéis coloridos ou mesmo incolores"

- —

Livro: A quimica da coloracéao Il (1850)
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Runge ficou fascinado com a capacidade do teste em papel de filtro
em separar os pigmentos de tintas, em especial as de cor escura que
eram dificeis de identificar em solucao

Em 1855 publica um livro inteiramente dedicado aos seus discos de
papel de filtro com os desenhos formados por pigmentos
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ApOs se aposentar Runge dedica seus ultimos anos de vida a publicar seus
livros, estes séo citados muitas vezes como forma de expressao artistica

Abaixo de cada figura um texto com informacdes sobre a composicéao
de pigmentos utilizados

26,

Bildende Stoffe.

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

Das vorige Bild (No. 25.) wiederholt sich hier, mit der Ab- | hier noch Platz ist, bemerke ich, dass man das Chloralumium
iinderung, dass die dritte Flussigkeit (3) eine andere ist, und | darstellt aus 47 Theilen Alaun und 36 Theilen Chlorbarium,
anstatt des schwefelsauren Eisenoxyduls schwefelsaures Kupfer- | beide vorher in 130 Theilen Wasser geldst. Anfangs zieht man das
oxyd enthilt. — Aus diesem Grund ist der innere Schild micht | klare ab, giesst auf den Riickstand wieder Wasser, vermischt diese
blau wie bei No. 25., sondern braun, und es feklt auch in sei- | Flussigkeit nach der Kliiring mit der ersten und so fort, bis
nem Umkreise die so bezeichnende weisse Einf: — Da | man eine Auflisung von Chlorbarium hat die == 6° B. wiegt.
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Figuras autoformadas de Runge
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Runge demonstra a preocupacao de mostrar que seus experimentos sao
reprodutiveis, para isso em geral ele apresenta em uma mesma pagina
duas figuras do mesmo experimento




EmWa

H i S t é r i a d a C L A E Agroindiistria de Alimentos

A ‘ .
—‘,-l / .-..(r : \‘\\—/(v




Emw:a

H i S t é r i a d a_ C L A E Agroindiistria de Alimentos

Christian Friedrich Schdnbein (1799-1868), professor de quimica da
Universidade da Basiléia na Suica, € reconhecido principalmente pela
descoberta do 0zo6nio e pela invencao da nitrocelulose

Fato no minimo curioso, sem no entanto ter relacdo com a cromatografia,
foi a descoberta acidental do explosivo nitrocelulose em 1845

Schonbein usou um avental para limpar respingos de uma mistura de
acidos nitrico e sulfurico

Ao colocar o avental para secar sobre o fogao, este se incendiou e quase
gue instantaneamente desapareceu
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O trabalho que o levou a descoberta do 0z6nio € o0 que o relaciona com a
historia da cromatografia. Quando se realiza a eletrolise da agua surge
um odor caracteristico no eletrodo positivo. Schénbein sugere que tal
odor caracteristico seja oriundo de uma substancia quimica, e da a ela o
nome de 0zonio

Schonbein utiliza tiras de papel embebidas em solucdo de amido
contendo iodeto de potassio para a identificacdo qualitativa do ozoénio.
Este teste se mostrou o0 mais sensivel e conveniente, indicando a
presenca do oz6nio mesmo quando seu odor caracteristico nao era
perceptivel

A presenca do ozonio decompde o iodeto de potassio gerando iodo livre,
este entao reage com o amido deixando o papel azul

+ 05 =

Amido + lodeto
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Schonbein cita, ao fazer experimentos com tiras de papel, que ao
mergulhar uma ponta da tira em solucdo aquosa, o solvente e as
substancias dissolvidas sobem pelo papel com velocidades diferentes

Tais observacOes levaram um de seus alunos a dedicar praticamente
toda sua carreira cientifica a realizar separacdoes de pigmentos em tiras
de papel

Friedrich Goppelsroeder (1837-1919) publicou em 1901 um livro com
os resultados da técnica que chamou de Analise Capilar, em referéncia
ao fendbmeno de capilaridade, o qual julgava ser o responsavel pela
separacao dos componentes de uma mistura em tiras de papel
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Os experimentos de Goppelsroeder consistiam em mergulhar uma das
pontas de uma tira comprida de papel na solugcdo que desejava estudar,
0 papel permanecia durante todo o tempo imerso na solugao

Goppelsroeder o “quase” pai da cromatografia
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Mikhail Semenovich Tswett (1872-1919), nasceu em Asti na Italia em 14 de
maio de 1872. Filho de russos, seus pais estavam em férias a caminho do
lago Maggiore, no norte da Italia, no entanto as condi¢cdes de saude de sua
mae gravida exigiram que parassem em Asti. Sua mae falece pouco tempo
apOs seu nascimento e seu pai muda-se para a Suica. Tswett vive na Suica
por 24 anos, graduando-se em botanica na Universidade de Genebra e em
1896 recebe seu PhD
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Em 1896, Tswett deixa a Suica e decide se repatriar a Russia para se juntar a
seu pai

Tswett entdo se dedica a preparacédo de uma nova dissertacdo de mestrado

Enfrenta muitas dificuldades, pois estava longe de ser fluente em russo, sua
lingua nativa era o francés

Em 1901 defende sua dissertacao de mestrado na Universidade de Kazan,
sob o titulo:

“Um estudo fisico quimico do grao de clorofila. Experimentos e analises”

Durante palestra ministrada em marco de 1903, Tswett fala sobre uma nova
categoria de fendbmeno de adsorcéo e sua aplicacao em analises bioguimicas.
O que causa vivida discussao dentre os presentes, no mesmo ano ele publica
um relatario.

E entdo dado a 1903 o crédito do ano do nascimento da cromatografia
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Em 1906 Tswett publica dois artigos descrevendo a analise
cromatografica e sua aplicacao no estudo da quimica da clorofila

Em 1908, integra a equipe do Instituto Politécnico de Varsovia para
estudar botanica. Em 1910 defende com elogios sua tese de doutorado

Tswett falece em 26 de junho de 1919, aos 47 anos, devido a uma
doenca cardiaca. Seu tumulo encontra-se em um convento na cidade
russa de Voronezh
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Relatorio preliminar de Tswett publicado em 1903

E considerado o marco da invengdo da cromatografia

Nos seus estudos com a clorofila, Tswett observa um interessante fendomeno
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Tswett conclui, que os pigmentos dos extratos de plantas e a inulina
estdo envolvidos em um fendbmeno de adsorcdo, e que estudos
sistematicos desta questdo permitiriam a elaboracdo de uma nova
técnica de separacao fisica de substancias

Realiza extensivos experimentos, chegando a listar mais de 100
substancias estudadas como adsorventes além da inulina

Compreende a reversibilidade do processo de adsorcéao, afirmando que é
possivel, promover a dessorcdo dos pigmentos da inulina com a
utilizacdo de solventes adequados, sem afetar a estrutura quimica da
substancia adsorvida

Tswett demonstra que o fenOmeno é mais evidente quando o extrato
vegetal é filtrado através do adsorvente



www.cromatografialiquida.com.br
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1903

“...um novo meétodo de separacao fisica de diferentes substancias em
meios organicos pode ser proposto...

...0 principio deste método baseia-se na propriedade de substancias
dissolvidas sofrerem processo de adsorcdo em materiais soélidos de
origem mineral e organica...

...0 montante da substancia encontrada no composto de adsorcao
depende do grau de moagem, bem como da sua natureza, da natureza
da substancia dissolvida, e da natureza do solvente...

...todas estas diferencas podem ser utilizadas para a separacdo da
substancia por meio de sua precipitacao fracionada de adsorcao”

“Sem qualquer duvida, uma investigacdo mais aprofundada
sobre o mecanismo de adsorcao levaria a perfeicdo de sua
aplicacao analitica”
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Em 1906 Tswett publica dois artigos onde descreve em detalhes o método
cromatografico para a separacdo dos pigmentos de plantas

Sua mais famosa frase;:

“Como raios de luz no espectro, os diferentes componentes de uma
mistura de pigmentos, obedecendo a uma lei, sao resolvidos na
coluna e podem entdo ser qualitativa e quantitativamente
determinados. Eu chamo esta preparacao de cromatograma, e O
meétodo correspondente de método cromatografico.”
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CROMATOGRAFIA

Chroma = cor

Graphein = escrever

CROMATOGRAFIA = ESCRITA DAS CORES

Tswett provavelmente inspirou-se na visualizacdo dos anéis
multicoloridos separados na coluna cromatografica

No entanto, existe outra interpretacéo para o termo:



A Invencao da Cromatografia

Tswett em russo escreve-se LUBeT

Google

GOOgIe Traductor  De:rus (detectat) ~ - A: portugués ~

portugués anglés castelld rus (detectat) anglés | portugués catald

seT * cor

H B A

Cromatografia pode ser a traducao da frase

“Escrita de Tswett”
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LD IV



O aparto cromatografico de Tswett " i
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Colunas Cromatograficas
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Em 1910 Tswett sumariza todo o conhecimento adquirido com seus
experimentos em um livro publicado em russo sob o titulo: “Clorofilas no
mundo animal e vegetal”. O livro |he serve ainda para a obtenc&o do grau
de Doutor
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Tswett enfatizou que as substancias cromatograficamente separadas, sao
ao menos tao puras quanto as obtidas por meios tradicionais, como
reacOes quimicas, destilacao e recristalizacao

O quimico alemao Willstatter, “competidor” de Tswett no estudo da
clorofila, publicou livro em 1913 sobre o assunto, o trabalho o levou 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 ele
jamais lidou com substancias puras

Periodo de dorméncia da cromatografia
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Wiladyslaw Franciszek de Rogowski (1886-1945), em 1914, conseguiu

isolar as clorofilas a e b além de alguns carotenoides para seus estudos
espectroscopicos

Os espectros obtidos por Rogowski, apresentados em sua tese, séo

notavelmente mais puros do que os apresentados por Willstatter em suas
publicacbes

Estudos posteriores provaram que a clorofila b isolada por Willstatter
apresentava contaminacao da ordem de 15% com a clorofila a

A
chlorophyll b
chlorophyll a
F-
E ,l |
= |
2l /| I
< / /ll/ [ \ I
/| [ \ |\
£ i / |
AR Ava
i \‘//f/ Ny
400 500 600 700

Wavelength [nm]

No inicio de 1930 a técnica descrita por Tswett foi difundida
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A cromatografia Gasosa

Martin e Synge em 1941

ldeia de saturar silica com agua e entdo usa-la como fase estacionaria. Desta
maneira a fase estacionaria seria um liquido imobilizado, agindo a silica
apenas como um suporte, e a fase moével seria outro liquido imiscivel em agua.
A separacao era fundamentada na diferenca de particdo das substancias entre
as duas fases liguidas, e ndo mais na adsorcao

“A fase movel ndo necessariamente precisa ser um liquido, mas pode
ser um vapor... Separagcdes muito refinadas de substancias volateis
podem ser conseguidas em uma coluna onde um gas permanente seja
forcado a fluir atraves de gel impregnado com um solvente nao volatil...”

Em 1952 sao agraciados com o prémio Nobel de Quimica pela invencao da
cromatografia de particao
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Os cromatografos gasosos estao de tal maneira difundidos que existe um
equipamento funcionando remotamente na superficie de Marte para
estudos de composicao do solo e atmosférica, acoplado como instrumento
de bordo do jipe curiosity da Nasa, que aterrissou no planeta em 2012
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A dupla de cientistas do Laboratorio do Instituto Rockefeller de Pesquisas
Médicas de Nova York Stanford Moore e William Howard Stein
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O trabalho de Stein e Moore com a elucidacdao da sequéncia de
aminoacidos da enzima ribonuclease, bem como de sua estrutura
espacial, levou ambos a dividirem com Christian B. Anfinsen o Prémio
Nobel de Quimica de 1972

As colunas eram preparadas com amido de batatas, tinham
aproximadamente 30 centimetros de comprimento por 0,9 de diametro, o
cuidado com sua preparacdo permitiram resultados excelentes de
reprodutibilidade



O cromatografo de Moore e Stein
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Para realizar uma corrida tipica, era necessaria a coleta das fracdes
durante aproximadamente 7 dias
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Inicialmente, as fragcdes eram coletadas manualmente

Com o tempo foi desenvolvida uma maquina capaz de coletar
automaticamente as fracoes

As fracOoes 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, deste modo
0 mecanismo contava automaticamente o numero de gotas

Ao chegar ao numero de gotas estabelecido, um motor fazia o rack girar
para o proximo tubo, desta maneira era possivel coletar fracoes de 0,5mL

O artigo traz detalhes, plantas, marcas e
modelos dos componentes utilizados para a
construcéo do coletor de fracoes
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ApOs uma seérie de publicacbes com os resultados de investigacoes
bioquimicas, que se utilizaram da cromatografia em resinas de troca ionica
para determinacdes de aminoacidos e peptideos hidrolisados de enzimas, a
dupla de pesquisadores volta a relatar os avancos praticos da metodologia
alcancados durante suas pesquisas. Sao de 1958 duas publicacbes que
apresentam os detalhes do método e da instrumentacao construida

Com a utilizacédo de resinas com tamanho de particula menores, foi possivel
aumentar o fluxo da fase moével para valores superiores a 30mL/hora. Para
isso, foi necessaria a utilizacdo de uma bomba posicionada entre a coluna e
o frasco de tampao, ao invés da pressurizacao dos frascos de eluente com
ar. As tubulacdes e conexbdes tambéem foram trocadas por material capaz de
suportar as maiores pressodes geradas pelo sistema de bombeamento

O equipamento construido foi fruto da necessidade de um método mais
preciso, rapido e menos trabalhoso. A analise completa de aminoacidos era
agora realizada em apenas 24 horas, com grau de automacao que exigia
atencao minima do operador
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formacéo de bolhas de ar quando a solucao era misturada ao fluxo de ninidrina. A
remocao do ar era realizada por aguecimento, o ar removido era liberado através
de um longo tubo que funcionava ainda como condensador para 0S vapores

liberado da solucéo.
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valvula de vidro era conduzido para uma bobina construida com um tubo de teflon

de 29 metros de comprimento e 0,7 milimetros de diametro interno. A bobina era
mantida submersa dentro de um banho de aquecimento a 100°C.
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Depois de passar pelo reator, o fluxo de efluente era direcionado diretamente a um
fotdbmetro. O fotometro utilizado foi projetado e construido no proprio Instituto
Rockefeller e sempre que possivel foram utilizados componentes disponiveis
comercialmente. A montagem consistia em trés fotometros individuais em uma
mesma unidade, cada um com sua propria fonte de luz, lente, filtro, célula de
absorcao e célula fotovoltaica.
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O cromatografo de Moore e Stein

As trés células foram montadas de modo a se obter todos os dados necessarios
com apenas uma analise

Duas células tinham filtros em comprimento de onda de 570nm, e a outra em
440nm

Com essa montagem, era possivel determinar a absor¢cédo no comprimento maximo
dos derivados azuis de aminoacidos (570nm) e dos derivados amarelos formados
pela prolina e hidroxiprolina (440nm)

A terceira ceélula, com filtro em 570nm, diferia-se da outra pela espessura do
caminho otico, que sendo mais estreito permitia a deteccao de altas concentracoes
de derivados de aminoacidos, aumentando assim a faixa de trabalho do detector
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O registrador utilizado estava comercialmente disponivel, consistia em um medidor
de corrente de trés pontos com velocidade de papel de 7,6 centimetros por hora.
Dessa maneira, os dados dos trés fotdmetros individuais eram impressos
simultaneamente em cores diferentes, sendo que a cada 4 segundos um valor de
leitura era registrado através de um ponto

Efffuent, ml. 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 20 280
- 30°, pH 4.26, 0.38N Na CITRATE

SeparacOes mais rapidas exigiriam fluxos maiores e altas pressdes, 0 sistema de
vidro teria que ser substituido por aco
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O cromatdégrafo Comercial

HPLC

No inicio, os equipamentos eram chamados de cromatografos liquidos de alta
pressao, isto porque altas pressbes sdo necessarias para mover o liquido através
da coluna quando comparado aos cromatografos gasosos. Logo, o termo pressao
foi substituido por eficiéncia, e até os dias de hoje é utilizado

HPLC = High Pressure Liquid Chromatography

HPLC = High Performance Liquid Chromatography

Como a instrumentacdo ndo existia comercialmente em 1968, varios autores
descreveram em detalhes como modificar e montar um equipamento de
cromatografia liqguida com componentes disponiveis. Em 1969, durante o 5°
Simpdsio sobre avancos em cromatografia, uma sesséo especial sobre CLAE foi
organizada e algumas companhias apresentaram suas instrumentacoes
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O cromatdégrafo Comercial
HPLC

Como os precos dos sistemas cromatograficos em fase liquida eram muito
superiores aos dos ja difundidos cromatografos em fase gasosa:

HPLC = High Price Liquid Chromatography

Mais tarde, com a difusdo dos sistemas cromatograficos, a discussao tomou rumos
de anedota:

HPLC = High Patience Liquid Chromatography

O que pode ser explicado pela dificuldade de adaptacdo dos usuarios de
cromatografos gasosos, que ao iniciarem com 0S novos sistemas de CLAE
deparavam-se com vazamentos de solventes, bolhas de ar, e com o fato da fase
movel agora n&do ser mais inerte, interferindo ativamente na separacdo das
substancias. N&o bastasse, ainda existia a necessidade de um sistema de
bombeamento do solvente através da coluna, o que ndo existe em cromatografos
gasosos pelo fato da fase gasosa apresentar-se pressurizada em cilindros. A
adaptacao exigia muita dedicacéo e paciéncia dos usuarios
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No inicio da década de 1970, estavam disponiveis no mercado apenas particulas
grandes para a fabricacdo de colunas. Para melhorar a eficiéncia, particulas de
silica foram revestidas com fina camada ativa em sistemas de particao liquido-
liquido, no entanto, sérios problemas de estabilidade das fases assim construidas
nao permitiram a disseminacao da técnica

O problema é que esta tecnologia nao funcionou bem para colunas de
cromatografia liquida, o fluxo da fase modvel acabava dissolvendo a fase
estacionaria, consequentemente as separacdes apresentavam serios problemas
de reprodutibilidade.
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A disponibilidade de particulas de silica de aproximadamente 10um e o surgimento
da técnica de modificacdo quimica das fases estacionarias, em especial as fases
reversas octadecilsilano (C,g5) e octil (Cg), foram os responsaveis pela construgéo
de colunas robustas e de grande seletividade. A evolucédo das fases estacionarias
foi continua e rapida, o que aumentou exponencialmente as aplicacOes e a
popularizacao dos sistemas de separacao
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Em 1975, a tecnologia de empacotamento e a reducédo do tamanho da particula
(5um) aumentaram a eficiéncias das colunas

Em 1978, as particulas chegaram a 3um e a 1,5um em 1990

A evolucao dos equipamentos e a necessidade da indastria, em especial a quimica
e farmacéutica, levou os sistemas cromatograficos CLAE a serem a terceira maior
forca, em presenca de equipamentos nos laboratorios, perdendo apenas para
balancas e pHmetros
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Isocratico — A composicao da fase movel ndo se altera ao longo da analise

Gradiente - A composicao da fase movel se modifica ao longo da analise

Acetonitrila




Modos de Eluicao

Gradiente x Isocratico
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