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APRESENTACAO

Os diversos métodos de separa¢io cromatogrifica tém
sido aplicados em milhares de laboratérios no mundo para
decifrar os inimeros e complexos problemas da quimica, da
bioquimica, das ciéncias ambientais, da toxicologia etc., tan-
to no nivel académico e em pesquisa como nas aplicagoes in-
dustriais. Esses métodos cromatograficos variam desde os de
extrema simplicidade, que podem ser facilmente manipulados
por aqueles que ndo sio peritos, até os de alta sofisticagao,
usados so por especialistas. Entre esses dois extremos, existem
muitas variagoes de maior ou menor complexidade.

Para cada modalidade de cromatogratfia, estao dispo-
niveis varios livros especializados, publicados em inglés ou
outra lingua estrangeira. Porém, sio raros os livros em lingua
portuguesa que contenham as informagoes bdsicas, tedricas
¢ praticas sobre essas técnicas de tdao largo uso.

Na tentativa de evitar a dependéncia de livros em
lingua estrangeira, publicamos, em 1987, a primeira edi¢do
deste livro basico sobre técnicas cromatograficas, com o titu-
lo de Introducao o métodos cromatogrificos, que apresentou
informagoes sobre as varias modalidades de cromatografia. O
sucesso obtido motivou-nos a langar uma nova edi¢io, em
1990, revista ¢ ampliada, tanto no que se refere ao conteu-
do dos capitulos ja existentes como a um novo capitulo, que
descreve outra modalidade de cromatografia, a cromatogra-
fia por bioafinidade.

Ao longo de mais de dez anos desde essa revisao, a li-
teratura especializada aumentou, sendo muito rica nesse tema,
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tanto no que se refere a divulgagao de novas técnicas, procedi-
mentos ¢ materiais como a divulgagdo de novas aplicagoes. Sen-
do assim, consideramos bastante oportuno realizar uma nova
revisdo, com um novo titulo, Fundamentos de cromatografin,
procurando uma atualizagdo mediante os constantes desenvol-
vimentos relatados na literatura, porém ainda mantendo o ob-
jetivo inicial de contar com uma obra que apresente informa-
¢oes basicas sobre as diversas modalidades de cromatografia.

Este livro continua sendo destinado ao uso, como
texto, em cursos de gradua¢io, ou como livro introdutorio as
técnicas de separagdo cromatografica para pos-graduandos.
Pode também servir como base para o pesquisador que pre-
tende usar a cromatografia apenas como uma ferramenta em
suas experiéncias, sem necessitar de uma base teérica profun-
da. Conseqiientemente, a obra nao se destina a especialistas,
nem ¢ um compéndio que abrange referéncias a todos os no-
vos desenvolvimentos nesse campo.

O livro consiste de um capitulo sobre alguns princi-
pios basicos de cromatografia, oito capitulos que descrevem
as diferentes técnicas cromatograficas, um capitulo que ret-
ne sugestoes para experimentos na programagao experimen-
tal das disciplinas de graduag¢io, e apéndices com os simbolos
recomendados para uso em cromatografia na lingua portu-
guesa, além de outras informagdes relevantes.

Apesar de os capitulos terem sido escritos por autores
diferentes, cada um descrevendo a sua especialidade, houve
um esfor¢o coletivo de uniformizagio do texto no que se re-
fere aos termos ¢ simbolos usados — em sua maioria, 0s re-
comendados pela Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IurAc), em 1993 (L. S. Ettre, Pure Appl. Chem.,
65, p.819). As unidades das quantidades fisicas e simbolos
adotados seguiram as indicagdes do Sistema Internacional de
Unidades. Entretanto, os leitores que procurarem as referén-
cias citadas deverdo estar alertas para o fato de que os simbo-
los e termos usados neste livro podem, em demais obras, ser
substituidos por outros, visto que ainda ndo existe uniformi-
dade nos simbolos e termos usados nas diferentes modalida-
des de cromatografia, nem entre autores oriundos das diver-
sas partes do mundo.
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PRINCIPIOS BASICOS DE CROMATOGRAFIA

Carol H. Collins

1 INTRODUGAO

Entre os métodos modernos de analise, a cromato-
grafia ocupa um lugar de destaque devido a facilidade com
que efetua separagio, identificagio e quantificacdo das espé-
cies quimicas, por si mesma ou em conjunto com outras téc-
nicas instrumentais de andlise, como a espectrofotometria ou
a espectrometria de massas.

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de sepa-
ragdo dos componentes de uma mistura, realizada através da
distribuigao desses componentes em duas fases, que estao em
contato intimo. Uma das fases permanece estaciondria, en-
quanto a outra se move através dela. Durante a passagem da
fase movel sobre a fase estaciondria, os componentes da mis-
tura sdo distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada
um deles ¢ seletivamente retido pela fase estacionaria, o que
resulta em migracoes diferenciais desses componentes.

Existem varias formas de realizar o processo cromato-
grafico. Detalhes sobre algumas dessas formas serdao assuntos
dos capitulos a seguir, enquanto neste serao apresentados al-
guns dos conceitos mais gerais. Antes disso, sera relatada uma
breve revisao histérica do desenvolvimento das técnicas cro-
matograficas mais importantes.
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2 ASPECTOS DA HISTORIA DA CROMATOGRAFIA

Os termos ¢ expressoes “cromatografia”; “cromato-
grama” e “método cromatogrifico” sio atribuidos ao bota-
nico russo Mikhael Semenovich Tswett, que, em 1906, os
utilizou em dois trabalhos que descrevem suas experiéncias
na separa¢io dos componentes de extratos de folhas, nas
quais usou colunas de vidro recheadas com varios sélidos,
finamente divididos, e arrastou os diferentes componentes
com éter de petroleo. O nome deriva das palavras gregas
chrom (cor) e graphe (escrever), embora ele tenha explicitado
que o processo ndo depende da cor, exceto para facilitar a
identificagdo dos componentes separados.

Todavia, ja nessa época os processos que utilizavam
a migracdo diferencial eram bem conhecidos. Paralelamente
aos desenvolvimentos de Tswett, Reed, na Inglaterra, e Day,
nos Estados Unidos, aplicaram colunas contendo solidos ¢
misturas de solventes orginicos para a separagao de sais orga-
nicos e amostras de petréleo, respectivamente. Bem antes de-
les, Runge descrevera os “desenhos” feitos por misturas de
sais e por tintas que foram colocadas no centro de um papel
de filtro e depois espalhadas pela passagem de um solvente,
enquanto Schoenbein fez experiéncias similares com tiras de
papel mergulhadas em solventes. O uso de solidos em cama-
da delgada sobre vidro, no lugar de papel, para o desenvolvi-
mento circular de misturas de sais inorganicos, foi experi-
mentado por Beyerinck em 1889.

Apesar dessas experiéncias, considerou-se que a épo-
ca moderna da cromatografia comec¢ou na década de 1930,
quando Kuhn e Lederer “redescobriram” e aperfeicoaram a
cromatografia em coluna, repetindo as experiéncias de Tswett,
separando e identificando as xantofilas da gema de ovo, usan-
do uma coluna recheada com carbonato de célcio pulverizado
como fase estaciondria e éter de petroleo como fase movel.

Em 1941, Martin e Synge publicaram um trabalho im-
portantissimo no qual descreveram a cromatografia por par-
tigdo (cromatografia liquido-liquido), aplicaram a cromato-
grafia o conceito ja bem conhecido em outros processos de
separa¢do, de altura equivalente a um prato, e anteciparam o
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surgimento de duas técnicas cromatograficas pressurizadas,
a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Por esse trabalho, receberam, em 1952, o Prémio
Nobel. Martin também participou em outros desenvolvi-
mentos importantes na histéria da cromatografia: com Cons-
den e Gordon, reintroduziu a cromatografia em papel; com
Howard, desenvolveu a cromatografia liquida, aplicando as
chamadas “fases reversas”; ¢, com James, atualizou a croma-
tografia gas-liquido.

A cromatografia gis-solido foi descrita em 1941, por
Hesse e colaboradores, que separaram dois acidos graxos, no
vapor a 100 °C, arrastando-os sobre silica com um gas, di6-
xido de carbono, enquanto Cremer e Prior foram os primei-
ros a descrever um cromatografo a gas completo, utilizando
hidrogénio como gis de arraste, silica como fase estaciondria
e um catarOmetro como detector.

A cromatografia gis-liquido foi relatada por Martin
e James em 1952, ¢ o uso de um detector por condutivida-
de térmica, por Ray, em 1954. Um ano depois, os primei-
ros equipamentos foram colocados no mercado dos Estados
Unidos e da Inglaterra. O desenvolvimento, quase simulta-
neo, do detector por ioniza¢dio em chama, por Pretorius ¢
colaboradores e por McWilliams e Dewar, em 1958, ampliou
a detectabilidade do método cromatogrifico, enquanto a in-
troducdo de colunas capilares por Golay, também em 1958,
ampliou seus poderes analiticos a ponto de tornar a cromato-
grafia gasosa o método analitico de separagdo e determina¢ido
mais usado no mundo.

A cromatografia em camada delgada foi reintroduzi-
da em 1938, por Izmailov e Schraiber, para a analise de pro-
dutos farmacéuticos, mas ndo foi muito usada até o desenvol-
vimento, efetuado por Kirchner e colaboradores, do método
de aderir o solido ao suporte, ¢ por Stahl, do método de pre-
parar as placas com reprodutibilidade.

A cromatografia por troca idnica também teve seu ini-
cio, na época moderna, nos anos 30, com a sintese, feita por
Adams e Holmes, das primeiras resinas de troca ionica, basea-
das em fenol e formaldeido, que permitem a troca de cations.
Posteriormente, resinas de poliacrilato ou poliestireno entre-
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cruzado com divinilbenzeno, com substituintes sulfénicos e
carboxilicos (para a troca de cdtions) ou alquilaminos (para a
troca de anions), substituiram as resinas originais.

As resinas de poliestireno-divinilbenzeno com substi-
tuintes i6nicos sio muito aplicadas em bioquimica, e seu uso
teve inicio com as experiéncias, efetuadas por Cohn, de sepa-
ra¢io de aminoacidos originados de proteina. A separag¢io de
aminodcidos foi aperfeicoada por Moore e Stein, que poste-
riormente a mecanizaram, usando uma bomba peristaltica
para empurrar a fase mével e um fotometro para a detecgao,
apds uma reagao pos-coluna para produzir os derivados com
ninhidrina. Em 1959, esse sistema para a analise de aminoa-
cidos foi modificado por Hamilton e Andrews, com a intro-
du¢io de uma bomba semelhante a um pistao, similar as usa-
das ainda hoje em cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Outros desenvolvimentos na década de 1960, por Karr
e colaboradores, Jentoft ¢ Gouw, Huber ¢ Hulsman, Snyder,
Kirkland e outros, aperfei¢oaram os sistemas de bombeamen-
to ¢ deteccio de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
comprovando que o uso desses equipamentos, operado com
fase movel liquida sob pressio e com métodos de deteccao
sensiveis, possibilita andlises de rapidez comparavel aquela
obtida em cromatografia gasosa, com resultados altamente
satisfatorios.

Paralelamente, os enchimentos para a cromatografia
liquida de alta eficiéncia foram sendo desenvolvidos, inicial-
mente os peliculares (particulas superficialmente porosas),
por Halasz e Horvath, e, posteriormente, as particulas com-
pletamente porosas de diametro pequeno (10 pym, 5 pm e 3
um), por Kirkland e outros. O desenvolvimento, por Nickless
e colaboradores, de fases estacionarias contendo grupos al-
quilas quimicamente ligados ao suporte permitiu a aplica¢io
da chamada “fase reversa” (fase estaciondria apolar), amplian-
do as aplicagoes dessa técnica; enquanto a introdugdo de co-
lunas de didmetro interno menores (as “microbores” ¢ as
“capilares recheadas”), por Scott, por Ishii e por Novotny e
seus colaboradores, viabilizou o uso de cromatografia liqui-
da de alta eficiéncia para qualquer tipo de analise, quer orga-
nica quer inorganica, em microescala.





