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RESUMO

Cromatografia 1iquida de partigdo-exclusdo de ions &
uma técnica usada para separar acidos fracos, aminoacidos, aglca
res, 4lcoois e outras substancias, usando uma coluna trocadora
de cations. Por causa da exclusido de Donnan, o material idnico &

rejeitado por esta resina trocadora. Nido obstante, substancias

nio-idnicas podem sofrer partigao entre a fase mﬁvel e a fase es
taciondria. Forgas polares e de van der Waals interagem entre o
soluto ¢ a resina.

Estudou-se o comportamento cromatografico de um grande
nimero de dcidos carboxilicos e determinou-se seus tempos de re-
tengdo relativos ao dcido acético. Em vista de que a resina usa-
da & um forte trocador de cdtions na forma-H, sua regeneragdo
nic & necessiaria. Estudaram-se varios parametros, tais como grau
de cruzamento de resina, pH e variagdo do comprimento da coluna,
verificando-se seus efeitos na resolugdo das amostras,

0s tempos de retengdo dos acidos aumentam grandemente
a medida que o grau de cruzamento diminui. A ordem de eluigdo dos
acidos pode sef, em uma maneira geral, correlacionada com . seus
valores de pKa. O uso de @cido mineral como eluente facilita a
separacdo de acidos moderadamente fortes, quando a separagao nao

pode ser obtida, usando somente agua. Neste estudo o aumento no

comprimento da coluna aumentou os tempos de retengdo, mas nao me

lhorou as resolugdes na separacdo dos acidos carboxilicos,



ABSTRACT

lon-exclusion partition chromatography is a technique
used to separate weak acids, amino acids, sugar, alcohols and
other substances on a catioﬁ;exchange column. Because of Donnan
exclusion, ionic material is rejected by this exchange resin.

However, non-ionic substances can undergo partition between the

stationary phase and the mobile phase. Separations are.based on
polar and van der Waals interactions between the solute and the
resin.

The chromatographic behavior of a large number of
organit acids and their retention times with respect to acetic
acid were determinated. Eased on the fact fhat tﬁe resin used is
a strong cation exchanger in the H-form, it is not necessary to
regenerate it, Several parameters, sﬁdlaS'ﬂm resin crosslinkage,
the pH and the length of the colum were studied, to observe their
effects on sample resolutions,

The retention times of the acids increase greatly as
the cosslinkage decreases. The elution order of the acids may
be correlated, in a general way, with their pKa values. - Using
mineral acids as eluent makes the separation of moderétely strong
acids easier since the separation cannot be obtained using water
as mobile phase. Increasing the column length resulted in greater
retention times, but the resolution for carboxylic acid separations

was not improved,
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1.0 - INTRODUCAO

0 uso de cromatografia de troca iodnica para as.anﬁlises

de espécies idnicas ou ionizdveis em solugdo, tem sido uma das
mais poderosas ferramentas nos presentes dias da quimica analiti-
ca. Cromatografia de troca idnica estd baseada na separagio de
substancias por suas migragOes diferenciais numa coluna de resina
de troca idnica. Tons (cations ou anions) sdao separados  segundo

reagdes de troca idnica que sdo caracteristicas de cada tipo de

-

fon. A cromatografia na qual sdao separadas sqbstﬁncias molecuiam
res, tais como aclicar ou acidos carboxilicos, usando um trocador
ionico mas sem desempehhar esta funcdo, € chamada de cromatogra-
fia de particao-exclusdo de Iomns.

Desde o uso inicial de materiais de troca idnica para a
resolucdo de compostos inorgdnicos, a literatura analitica agora
inclui extensivamente muitas referéncias para as separagoes bio-
quimicas (especialmente aminodcidos), biomédicas, de drogas, in-
distrias de alimentos e numerosas classes de compostos organicos.
Entre estes compostos orgénicds, os acidos carboxilicos sdo de
importante interesse pelo papel que desempenham no desenvolvimen-
to de nossas vidas, |

Muitos métodos analiticos para a separacido de dcidos
carboxilicos sdo conhecidos; porém, a maloria envolve  processos
de extracgao e coﬁcentragéo ou derivatizagéo a formas voldteis pa-
ra a analise por cromatografia gasosa (1). Em vista destas 1imi£§
cdes, a cromatografia liquida tem sido o método selecionado entre
os pesquisadores de algumas disciplinas que tém interesse na de-
terminacdo de dcidos carboxilicos. A algum tempo atras, alguns

progressos foram alcangados usando colunas empacotadas com silica,



mas esta € instavel a alguns valores de pH (2). Adicionalmente,
sua aplicacdo a andlises praticas, usando eluentes organicos, ndo
& muito usada (3). A preferéncia para cromatografia liquida na
separagao de acidos carboxilicos tem-se desenvolvido como resulta
do da recente disponiﬁilidade de polimeros de troca idnicas de
alta eficiéncia. Os novos polimeros de troca idnica apresentam van
tagens como estabilidade sobre a faixa total de pH e resisténcia
a decomposicdo quimica e fisica. As resiﬁas podem ser obtidas em

particulas pequenas (10 um ou menos); elas sao umedecidas com
dgua e as colunas sdo facilmente empacotadas; as resinas  podem

ser usadas com solventeé aquosos puros ou com solucdes modifiéaw
das com liquidos orgdnicos; suas capacidades sao altas, suas es-
truturas fisicas sio uniformes para dar bandas simétricas de elqi
cdo; e seus comportameﬁtos cromatograficos em relacdo aos solu-
tos organicos podem ser "otimizados" escolhendo adequadamente 0
contra-ions inorgdnicos (4). Com estas vantagens os novos polime

ros preenchem os requerimentos da cromatografia liquida moderna.

1,1 - APLICACOES DE TROCA IONICA

A faixa de ﬁplicagﬁes (5) das técnicas de troca .idnica
& vasta, tanto no campo industrial como no laboratdrio. A tecnolo
gia neste campo esta constantemente sofrendo mudangas, devido
principalmente a'avangos em teorias fundamentais, desenhos nas

plantas de engenharia e melhoria do material de troca idnica.

A seguir, listamos algumas das aplicagBes de troca io-
nica:

- Processos de purificacgdo

- Tratamento de dgua por troca idnica
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- Tratamento de efluentes

- Refinagéo de carbohidratos

- Processos de recuperacdo

- Recuperacgdo de metais de minérios de baixo grau

- Aplicacg8es analiticas e cromatografia de troca idnica

- Cromatografia de partigio-exclusdo de ions

- Recuperacgdo de produtos organicos e farmacéﬁticos por
troca idnica

- Aplicac8es medicas

- Troca idnica como catalisador e peneira molecular

- Aplicacdes agricolas

- Aplicacdes na engenhéria

- Tfoca idnica em contra-corrente continua

- Meio-ambiente

- Aplicacgbes industriais

1.2 - RESINAS DE TROCA I@NI_CA

t

Unma Variedéde de substéncias organicas e inorganicas
tém sido usadas como trocadores de Ions. Produtos naturais como
proteinas, celulose, carvio, argila comum e varios minerais con-
tém Ions mdoveis que podem ser trocados com outros ions quando es-
tdo em solugdo. Estes produtos naturais tém o inconveniente de
possuir uma baixa capacidade trocadora e outras propriedades fisi
cas e quimicaslinadequadas para seu uso como trocadores de ions
em aplicag¢oes requisitando reprodutibilidade (6).

Outras substdncias, tals como zedlitos naturais e sinté
ticas, vidros, élguns oxidos inorgﬁnicos como silica porosa, sais

insoliveis e polimeros organicos com grupos funcionais, também



tém a habilidade de trocar um ion por outro. Os mais importantes
em cromatografia de troca idnica s@o os que tém como esqueleto os
polimeros orgdnicos, mais conhecidos como resinas., Estes mate-
rials sintéticos; tais como copolimeros de estireno-divinilbenze-
no, sio solidos que pédem ser representados estruturalmente como
~sendo formados de duas partes. A estrutura fundamental (ou esque-
leto) destes trocadores consiste de uma matriz ou rede tridimen-

sional hidrocarbonada e com propriedades elésticas._A segunda par
te de sua estrutura & de natureza hidrofilica e consiste de gru-
pos ionizaveis, quimicamente ligados 3 matriz hidrocarbonada, 0

material de troca idnica pode ser classificado como trocadores

de citions, trocadores de Znions ou trocadores de Ions quelantes,
1.2.1 - RESINAS ORGANICAS

As fesinas trocadoras de cations ou anions mais comuns
sao feitas de polime:os de estireno-divinilbenzeno entrecruzado.
Por exemplo, o tipo ma%s comum de trocadores de cations ja pre-
parado & feito pela sulfonacio do anel benzeno de um  copolimero
de estireno-divinilbenzeno. Eéte estireno~-divinilbenzeno, por sua
vez & preparado pela copolimerizacio de estireno (I) e divinilben
zeno (DVB) (II). As estruturas e reacgles ilustram este exemplo
(5).

Variando a quantidade de DVB na copolimerizagdo, conse
guem-se diferentes graus de entrecruzamento da cadeia linear do
poliestireﬁo. Para assegurar que o polimero final estd em forma
de particulas esféricas e pequenas, a polimerizacio & feita em
estado de suspensao (6).

As resinas usadas como trocadoras catidnicas ou anioni

cas podem ser classificadas como microporosas ou macroporosas. A
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maioria dos trabalhos clissicos sao feitos com resinas trocadoras
microporosas, Este tipo de resina tem uma estrutura gelatinosa
que contém agua ocluida em quantidades considerdveis. Resinas tro
cadoras de Ions com pequenos graus de entrecruzamentos sao de ti-
po gelrsuave e tendem a dilatar-se ou contrair-se excessivamente

quando sdo convertidas de uma forma idnica a outra. Resinas tipo
gel com um altc‘grau de entrecruzamento tendem a excluir ions
grandes, enquanto a‘difuséo de fons de tamanho ordinario dentro

do gel pode ser mais lenta que o esperado.
As diferentes formas de resinas de troca idnica =~ sdo

feitas introduzindo-se grupos funcionais adequados na  particula
polimérica, O grupo funcional mais comumente usado como trocador
catidnico & o grupo sulfdnico. Ele & introduzido na resina qu
sulfonacdo d6 polimero de estireno-DVB. Estes grupos sulfénicos,

~-S0 representam os sitios ativos para a troca ionica e sdo qui-

s
micamente ligados & matriz, com sua movimentacio drasticamente res
tringida. No entanto, o .contra-ion H' estd livre para movimen-
tar-se (pefto do msog) e pode ser trocado por outro cation.

Per exemplo, se'ﬁma solugdo de NaCl & colocada em con-

tato com uma resina trocadora de cétions em forma hidrogénio (for

ma-H), ocorre a seguinte reacidao de troca:

R-S07 H' + Na' ————> R-S07 Na® + H

-+

onde R representa a matriz hidrocarbonada da resina;

0 grupo funcional mais comumente usado como trocador de
inions € uma amina quaterndria. Este trocador de anions € obtido
por reagdes de clorometilagdo dos anéis de benzeno da resina e

ent3o por reacdo com uma-amina terciaria, tal como a trietilamina:



N C1CH,0OCH
" Res © 2 3 » Res CHZC1
ZnCl2

N(CH3)3

.

: .
Res @/ CHZN(CHS) 3Cl

Nesta resina s6 o anion, C1~, & movel e pode ser trocado por ou-

tro dnion.

1.2.1.1, Propriedades Fisicas das Resinas Orgdnicas de Troca Ioni

ca

A maioria das resinas de troca idnica sdo vendidas emn
forma de grénulos esféricos e seu didmetro pode variar de Sumuaté
lmm (6). Os granulos sdoc dimensionados através das malhas de wuma
peneira, sendo que a malha varia inversamente proporcional ao dia
metro dos grénulbs. Existem malhas de n® 16 atd 400. As particu-
las menores das resinas sdao usadas em procedimentos cromatogra
ficos onde os granulos da resina sao colocados num tubo ou colu-
na. As solugdes a serem processadas fluem verticalmente atraves
da coluna empacotada. As particulas mais grossas sdo usadas em

operacOes nio cromatograficas.



Quando os grdnulos de resina sao mergulhados em agua,
eles embebem uma duantidade do liquido e formam uma estrutura ho-
mogénea do tipo gel. Nesta estrutura o Ion hidrogénio, se o tro-
cador catidnico estiver em forma-H, ou o fon Cl , se o trocador
anidnico estiver em forma-Cl , estardo completamente dissociados
na agua ocluida e estardo livres para difundir-se através do gra-
nulo da resina. Por conseguinte, este contra-ion pode ser trocado
por uma quantidade equivalente de Ions de carga similar quando es

tiverem em contato na mesma solugdo.,

dilatacao e po&oAidade'

Ja que uma resina de troca'iénica tem uma estrutura
eldstica tridimensional, elas ndo possuem um tamanho de poro defi
nido. De fato, as reéinas 56 tem uma porosidade apreciavel quando
sdo dilatadas por um solvente adequado. A quantidade de dilatacgao
¢ diretamente proporcional ao nimero de grupos funcionais hidrofi
licos unidos a matriz polimérica.e inversamente proporcionél ao
grau de entrecruzamento (DVB) presente na resina. Este Ultimo fa-
tor & o mais importante na determinacdo da extensdo em que a resi

na ¢ livre para dilatar-se ou contrair-se (6).

ghau de chuzamento : Co.

0 grau de cruzamento num trocador de poliestireno & ex-
pressado com a fragdo de divinilbenzeno que esta contido na resi-
na de estireno-divinilbenzeno. O conteidido de DVB varia de 1%  a
16% em resinas comerciais, Cerca de 8% de DVB & considerado ideal
para propositos gerais.

A porcentagem de cruzaﬁento afeta puramente a estrutura

fisica da particula. Resinas com um baixo grau de cruzamento re-



tém uma consideravel quantidade de agua e dilatam-se formando
uma estrutura suave e gelatinosa. Por outro lado, resinas com um
alto grau de cruzamento dilatam-se em menor proporgdo; estas par
ticulas retém pequenas quantidades de agua e, conseqlientemente ,
apresentam-se duras e quebradigas.

A relagdo entre o contelddo de agua e o grau de cruza-
mento € mostrado ma fig. 1.1 para trocadores de forma-H e forma

-C1 (7).

1.2.1.2, Propriedades Quimicas das Resinas Organicas de Troca

Ionica

0s trocadores de ions podem ser considerados como 4aci
dos, bases ou sais insolliveis e podem ser representados usando.
férmulas quimicas. Simbolos como @, R, ou Res sdo usados para

representar a parte organica de uma resina trocadora. Por exem-

plo:
RCOOH (IIT) RCO™Na™ (V)
- + — +
RS0, H (IV) RSG, Na (VL)
!RN(CH3)3| OH (VII) ]RN(CH3)3| Cl (VIII)
as estruturas III e IV representam resinas trocadoras écidés

fracas e fortes, respectivamente., V e VI representam os sais de
s8dio de III e IV, 0 trocador fortemente basico esta representa-
do pela formula VII e se estiver na forma-Cl, € representado por
VIiil.

As resinas de troca aniodnica fortemente basicas (p. ex.
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Figura 1.1 - Diagrama de conteitdo de umidade contra
a porcentagem de divinilbenzeno numa.

resina (7).
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R-CH N+(CH3)3 OH™) interagem com espécies anidnicas fortes e fra-

2
cas. Da mesma forma, as resinas de troca cationica fortemente 5c5'

3

fracas. Ambas as resinas tém a capacidade de desdobrar sais (8) .

ks S - . “ o~
das (p. ex. R-50, H ) interagem com especles catlonicas fortes e

A reacdo de desdobramento de um sal por uma resina de troca catigd

nica, pode ser descrita como na equagdo abaixo.

H* + Hcoo™ Na© » R-50% Na® + HCOOH

R-—SO3

As resinas de troca anidnica fracamente basicas (p. ex. R-NH3+
*OOCCHS) ndo interagem com os anions dos sais de base fortes, bem
como as resinas de troca catidnica fracamente acidas ndo intera-
gem com os cations de sais de acidos fortes. Ambas as resinaslnéo
téin a capacidade de desdobrar sais. As resinas de troca anionica
fracamente basicas interagem com os anions de bases fortes.

As trocas idnicas numa resina progridem estequiometrica
mente, ou seja, por cada ion equivalente removido de uma solugao
por um trocador, um Ion equivalente deve ser liberado pela reéina.

| _

A capacidade de uma resina & normalmente expressada em miliequiva
lentes de ions trocdveis por grama de résina seca ou miliequiva-
lente de Tons trocdveis por grama de resina (mida. Resinas comer
ciais catidnicas contém aproximadamente um grupo funcional por
anel benzénico e tém uma capacidade trocadora de 4.5 meq/g (9) .
Resinas anidnicas tém tipicamente uma capacidade de 3.5-4.0 meq/g
para o tipo gel.

Em geral a afinidade de um trocador de fons por um ou-

tro ion aumenta com a carga deste Gltimo. Para Ions monovalentes
alcalinos, a afinidade aumenta com o peso atomico do fon. Esta
propriedade da resina & chamada SELETIVIDADE pelos contra-ions. A

ordem de afinidade dos citions monovalentes comuns &:
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+ +

it <" < Nat < x* <« T o< st o< Ag

Para cations divalentes comuns é:

++ +4+ .+ ++ ++ ++ +4
Cu < Cd < Ni < Ca < St < Pb < Ba
. Para anions, as séries de seletividade também té€m sido estabeleci

das, A seqiiéncia é&:

F™ < Acetato < Formiato < C17 < Br~ < I” < NO; < SO, < Citrato

As seqiiéncias de seletividade dependem do grupo funcio-
nal da resina (grupo fixo). O ordenamento anterior corresponde a
resinas com grupos fortemente dcidos ou fortemente basicos.

Normalmente as resinas trocadoras de ions sdo substan-
cias excepciohalmente inertes. A temperatura ambilente, as resinaé
de estireno-DVB sdo essencialmente insoliveis em solugles aquo-
sas e em solventes usualmente empregadoé no laboratdorio. _Néstés
condi¢des estas resinas sdo resistentes a decomposicao por ataques
quimicos com excecgdo de agentes oxidantes muito fortes. Resinas
sulfdnicas na forma-H, decompdem~-se em agua a ISOOC, produzindo
acido sulflirico. Resinas com aminas quaternarias na forma-OH so-
frem decomposicdo acima de 50°C, Outra limitacdo destas resinas &

sua degradagdo e degeneraca@o na presenga de uma forte fonte de

raios gama,

1.2.2. OUTRAS RESINAS

Qutro tipo de resinas sao as chamadas resinas pelicula-
res, as quais sdo basicamente esferas de vidro envolvidas em uma

fase estacionaria ativa. Estas resinas foram descritas em traba-
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lhos anteriores por Farris (8).

Recentemente tém sido desenvolvidos novos materiais pa-
ra troca a base de silica porosa que sdo utilizados em cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ( 9). Propriedades di-
versas sao mostradas bor resinas preparadas para fins especifi
_cos. Por exemplo, resinas de interca@mbio idonico quelantes tém a
habilidade de tomar ou complexar alguns Ions metdlicos enquanto
outros sao rejeitados. Resinas de iminodiacético, tipo quelante
Dow, conhecidas também como Chelex 100, tém um grupo funcional
R~~CH2N(CHZCOZH)2 que rTeage com muitos fons metalicos a diversos
pH (10). ZKoster e Schmucler (11) desenvolveram e patentearam uma

resina contendo o grupo funcional isotiouronium que tem excelen-

te seletividade para metais como ouro e platina.

M3
-CH)S-CT 7 CL
NH5

Grupo funcional isethiuronium

As mais recentes resinas tém sido descritas mos _ anos
1970 e 1980 com propdsitos anéliticos. Estas resinas possuem'pro-
priédades quelantes, reagem rapidamente com Ions metdlicos e tén
,oH

2
ou "Crown Eter" tém sido usados. Uma excelente revisio sobre es-

alto grau de cruzamento. Grupos funcionais com -COZ(CH2)6OCOCH

tes trabalhos ja esta na literatura (12).
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1.3, CROMATOGRAFIA DE TRocA IONICA

A cromatografia de troca ionica baseia-se na separacio
de substancias por suas migracgdes diferenciais sobre uma coluna
de troca idnica. Estas separagdes ocorrem principalmente através
do mecanismo simples de intercambio idnico e s3o governados pri-
meiramente por um processo de difusﬁo, acompanhado de uma troca
rapida e estequiométrica de um contra-Ion por outro. A afinidade
por um contra-ion que migra ao longo da coluna depende da magnitu
de da sua carga e esta diretamente relacionada a sua‘mobilidade a
qual, por sua vez, esta relacionada com a forma e tamanho deste
contra-ion. 0 trocador de Ions mostra uma pequena preferéncia por
contra-ions com um peqﬁeno volume de solvatacido. Assume-se que na
maioria dos casos, os intersticios ou poros da matriz de um trocg
dor de ions nao excluem os ans grandes por peneiracfo mecanica.
Também é assumido que o principal tipo de enlace entre o contfa
fon e o grupb funcional € de natﬁreza idnica e n#o sortiva (ou de
sorgao). |

&bs i1ltimos trés anos, recentes avancos e apliéagﬁes em
cromatografia de troca idnica tém revivido o interesse na aplica-
¢do de trocadores de Ions com grandes poros na separagdo de pwa
teinas, polipeptideos e polinucleotideos. Tudo isto & incentivado
pela importancia da biotecnologiar(13). Uma revisio abrangente
sobre 0s recentes desenvolvimentos em cromatografia de troca ioni.
ca foi publicéda por Walton (14), Neste trabalho, foram cobertos
topicos sobre materiais de troca idnica, seletividade, métodos ex
perimentais, separagles de metais por complexagdo, e a cromatOgrg‘

fia de compostos organicos.
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1.4, CROMATOGRAFIA DE PARTIGAO-EXCLUSAQ DE TON

Qutras das utilidades de uma coluna de troca idnica é o
uso de resina péra a separacdo de compostos nfo-idnicos, tais co-
mo oligossacarideos, lipideos, dlcoois, aglicares, fendis e acidos
carboxiIlicos, pelo mecanismo de partigdo-exclusdo de Ion.

A cromatografia de particdo-exclusdo de Ion € uma velha
técnica que recentemente tem recebido uma crescente atengdo. Se-
gundo seu mecanismo, o material idnico & rejeitado pela resina de
troca idnica passando rapidamente através da coluna. 0 material

nio-idnico ¢ retido e atravessa a coluna mais lentamente.

1.4.1. MECANISMO DE EXCLUSAQ .

Uma resina de troca idnica consiste de trés partes:

(A) A matriz s6lida (porosa da resina).
(B) 0 liquido ocluido dentro dos grdnulos da resina

(C) A fase moével intersticial entre os granulos da resi-

na.

Os grénuios atuam como uma membrana semipermeavel, entre as duas
fases aquosas (B) e (C). Embora a Agua seja o Unico liquido usa-
do, o liquido ocluido (B) tem um caradter diferente ao do 1iquido
intersticial (C), porque (B) estd no interior da matriz hidrocar-

bonada que contém uma alta concentragfo de grupos idnicos.
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A separacgdo de eletrdlitos” de ndo-eletrolitos, em uma
coluna empacotada com resina de troca catiodnica ¢ chamada de ex-
clusdo de ifons. O mecanismo de exclusdo de Ions pode ser explica-
do pela teoria da membrana de Donnah {6), segundo a qual os solu-
tos diluidos altamente ionizados, tais como acidos minerais, que
sio postos em contato com trocadores de alta capacidade, sdo ex-
cluidos do liquido interior (B) e passam rapidamente atraveés  da
coluna saindo com o mesmo tempo de retencdo de compostos nao reti

dos.

0s solutos nio-iénicos nio sao excluidos e podem  so-
frer particdo entre as duas fases (B) e (C) e ter a mesma concen-
tracdo em ambas as fases. A teoria da membrana de Donnan nao é
aplicével a estes solutos ndo-idnicos.

A teoria de exclusdo de Ions tem sido discutida por -
Wheaton ¢ Bauman (15) e por Simpson e Wheaton (16). Por oﬁtro la
do, o efeito de contra-ion em cromatografia de partigio-exclusao

de Ion fol estudado por Dieter e Walton (4).

1.4.2, MECANISMO DE PARTIGAO

Solutos nao-idnicos tém tendeéncias a penetrar na matriz
hidrocarbonada do trocador, de tal forma que verifica-se um movi-
mento de "entrada e saida" ao redor da resina. Esta tendéncia pro

duz um efeito retardador, o qual & diferente para cada tipo de

*Neste texto os termos eletrolitos e nao~eletrolitos sao toma
dos relativamente, p. ex., o acido oxalico com Ki iguala 5.9x1072
Z denominado eletrdlito e o dcido acético com Ki igual a 1.75x107°
& nao-eletrolito : '
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soluto néo;iﬁnico. Estas diferencas - nas tendéncias a  retardar
sao devido a (i) atragdes polares entre os grupos funcionais e
(ii) forgas de van der Waals entre os ndo-eletrolitos € a  parte
hidrocarbonada da resina. O resultado € a particdo do soluto en-
tre o liquido ocluido (B) (secgdoc 1.4.1) e a fase mbvel intersti-
cial entre os granulos da resina, A partiglo € descrita pelo coe-
ficiente de distribuigado, Ky = Cr/Cr onde C.. € a concentracio de'
um soluto na fase eStacionﬁfia (resina) e C &€ a concentracgio do
mesmo soluto na fase mével (17). Outros fatores, tais como a natu

reza ¢ a concentragdo dos solutos, afetam as diferencgas da reten-

¢do dos solutos na fase da resina (17). Além disto, uma  pequena
molécula ndo-idnica, por ter maior facilidade de "viajar" atra-
vés do interior das particulas de resina, sera eluida mais tar@é
que aquelas moléculas maiores nio-idnicas (18). Reichenberg e.
Wall (6) tém discutido a absorgio de moléculas nao carregadas por

resinas de troca ionica.

1.4.3. MECANISMOS COMBINADOS

A combinagido destes mecanismos, exclusdo de fons e par-

ticdo, representa uma excelente ferramenta para as separagdes de:

Eletrolitos fortes de eletrdlitos fracos

H

Eletrolitos de nio-~eletrdlitos

;

Misturas de compostos ndo idnicos

H

Moléculas nio-idnicas pequenas daquelas grandes nio-

ionicas.

Além do mecanismo de exclusdo de ions e partigdo, ou-

tros efeitos de sorgao contribuem nas separagSes cromatogrificas.
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Walton (4) estudou recentemente o efeito da agua de hidratacgao
do contra-fon e as interacdes existentes entre o soluto e a agua

de oclusio da resina, pela formacdao de ponte de hidrogénio.

1.5, APLICACAO DE PARTICAO-EXCLUSAO DE TONS NA SEPARACAC DE ACI-
DOS CARBOXILICOS

A separacdo de acidos carboxilicos por resina de troca

catidnica na forma-H representa o mecanismo de partigao-exclusao
de ions baseado na repulsao de solutos ionizados do interior da
resina, pela membrana‘de Donnan. Muito embora limitadas, exceleg'
tes revisdes sobre cromatografia 1iquida (13) e separagdes  de
acidos carboxilicos (19,20) tém sido feitas. Assim podemos encon
trar diversos trabalhos e estudos sobre suas aplicacdes analiti
cas,

Harlow e Morman {(17) estudaram o comportamento de um
grande nimero de Acidos orgdnicos e inorganicos, usando uma colu
na empacotada com resina na fdrma—H, da Dowex 50W-X12. 0 eluente
usado foi agua destilada. Os acidos foram titulados automaticamen
te com hidroxide de éGdio tdo logo que emergiam da coluna.- Os
tempos de retencdo dos Acidos em relagdo ao acido acético sao
mostrados na tabela 1.1, Os acidos fortes, tais como acido sulfg
rico e cloridriéo eluem junto com os compostos nao retidos, pbg
que eles estdo altamente ionizados e ndo podem entrar na fase &a
resina. Harlow e Morman fizeram algumas generalizacgdes para pre-

dizer o comportamento de eluigdo dos acidos:

1 - Membros de uma série homdloga emergem em ordem crescente

de forca adcida e em ordem decrescente de solubilidade em
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Tabela 1.1 - Tempos de Retengio de Alguns Acidos Carboxilicos

COMPOSTOS _ RETENCAO

Nome (a) (b)
Mesoxalico 0,47
Oxdalico 0,48 0,62
PirfGvico B 0,52 0,71
Mel8ico 0,52 0,61 - 0,71
Tartrénico 0,52 '
Tartarico ' 0,58
Malonico 0,59 0,72
Glioxalico 0,60
Malico 0,64
Metoxiacético 0,80
Glicdlico” 0,82 ' 0,82
Lactico 0,83 0,84
Fumdrico : 0,87 1,00
Glicérico _ 0,87 : 0,75
Succinico 0,89 0,82
Formico . : 0,91 0,91
Acético - 1,00 h 1,00
Propionico . 1,07 1,17
Acrilico 1,14 1,23
Iscbutirico 1,29 1,32
Butirico 1,37 1,45

Crotonico 1,76 1,95

(a) tempo de retengdo relativo ao acido acético utilizando resina
cationica fortemente acida. AG 50W-X8, forma hidrogénio, <400
mesh e agua como eluente, segundo Yoshikawa (19).

(b} tempo de reteng@o relativo ao acido acético usando resina ca-
tidnica fortemente acida, Dowex 50W-X12, forma hidrogénio,
200-300 mesh, e agua como eluente, segundo Harlow e Norman
(17).
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dgua, Um exemplo & a série dos acidos formico, aéético e pro-
pionico. |

Acidos dibasicos eluem mais rapidamente que os monobasicos do
mesmo nimero de carbonos. Acido oxdlico elue antes que o acé-
tico, maldnico antes que o propidnico e assim por diénte.

Um isoacido elue antes que o acido normal correspondente. Por
exemplo o isobutirico emerge antes do butirico, isovalérico
antes do valérico e metacrilico antes do crotdnico.

Uma dupla ligacgao ténde a retardar o tempb de eluicdo de um
acido: Propidnico (pH 4.82) elue antes do acrilico (pK 4.26)
e butirico (pK 4.82) elue antes que o acide crotdnico (pK

4,.70) e metacrflico {(pK 4.66). Este & um\caso onde um acido
forte pode emergir depois que um acido fraco.

Acidos com anel benzeno sao retidos fortemente.

Um grupo ceto acelera o tempo de eluigdo de acidos carboxili;
cos em relacdo a oﬁtros com o mesmo numero de carbonos; o-ce-
tovaléfico elue muito antes que o valérico. Acido pirﬁviéc
elue antes que o propidnico.

Um grupo hidroxilab(OH) parece ter um comportamento imprevisi
vel ja que o acido glicdlico elue antes que o acético e  por

outro lado a-hidroxibutirico elue depois que o butirico.

Metha e colaboradores (22) separaram misturas de écidos

orgidnicos de dois e trés componentes. Dos resultados de seus estu

dos eles observaram principalmente que:

1 - Pequenas mudangas em temperaturas nao produziam variagles sig

nificantes nas resolugoes.

2 - A sorgdo de acidos carboxIlicos (alifidticos e aromadticos) é

inversamente proporcional ao grau de cruzamento da resina.
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3 - A presenga de uma dupia ligacdo na molécula do acido  reduz
grandemente o tempo de retengdo do isdmero cis em relagdo ao
trans,

4 - Um grupo o-ceto no acido reduz a particdo do acido em rela-
c3o ao dcido carboxilico correspondente. P. ex. acido pirii-

. vico elue antes que o propidnico, |

§ - Um grupo hidroxila (OH ) na molécula reduz a partigéo da mo-

18cula quando € comparada ao dcido carboxilico corresponden-

te. Um segundo grupo OH na molécula contribui para a redu-

¢do de partigdo, porém em menor grau.

Reichenberg e Wall (18j estudaram alguns fatores envol
vidos nos processos de particdo de solutos ndo-eletrdlitos. Eles
desenvolveram um estudo para os acidos fracos, como écético, prg
pidnico e n-butirice, utilizando resinas de troca catidnica. A
partir dos resultados, observaram que a partigao & influenciada
pela forma catidnica, pelo grau de cruzamento de resina, pelo

comprimento da cadeia hidrocarbonada, pelos grupos polares do so

e -

luto, assim como pela concénfragéo da solucgao. Os fatores opera-
cionais que influenciam a particao sao: -
- Dissolucdo do soluto na agua presente na resina;
- Solvatacdo dos grupos polares da resina;
- Interacoes de London, entre a parte hidrocarbonada
do soluto e os nlcleos benzénicos da resipa;
- Atracotes polares entre oS grupos funcionais dos solu

tos.

Devido & hidratacdo dos grupos polares da resina (13),
sua polaridade & diminuida, assim os solutos se difundem mais
facilmente no seu interior. Quanto menos polar &€ o soluto, mais

ele € retido pela resina. Portanto, o coeficiente de distribui-
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cHo aumenta na seguinte ordem dos acidos: acé€tico, propionico e

n-butirico.

Turkelson e Richard (3) podem ser considerados rtespon-
saveis pelo renascimento da cromatografia de exclusao-partigao.
Seu. trabalho mostrou-se prético para a cromatografia moderna por
suas separacdes do ciclo do acido citrico e outros écidés orgini-
cos., As separacgdes foram feitas em uma coluna de troca catidnica
de 22 cm empacotada com Aminex 50W-X4 (30-35 um). Uma importante
caracteristica deste trabalho foi mostrar as vantagens de usar
um eluente acido. Primeiramente s6 agua foi usada como eluente;po
rém os picos obtidos foram 1argo$ e assimétricos, possivelmente de
vido ao fato de que cada acido estava em ambas as formas molecu;
lar e anidnica. A adicdo de dcido cloridrico ao elueﬁté (dgua) re
primiu a ionizagfo dos écidos fracos e converteu a amostra  par-
cialmente ionizada em uma forma molecular. Isto melhorou grande-
mente as resolugfes e aumentou a agudeza dos picos. Os acidos se-

parados foram detetados com um detetor UV a Z10 nm.

=

¥

Tanaka e Ishinzuka (21) também estudaram o comportamen-
to de eluicgdo de alguns acidos fortes e fracos, e calcularam seus
coeficientes de distribuigdo. O coeficiente de distribuigao dos
acidos foi calculado da equacgao convencional para cromatografia de
exclusdo de Ions: Vr=Vo + KdxVi. Como os valores de Kd da maioria
dos acidos esta entre 0 e 1, foi possivel avaliar o mecanismo de

separacio dos acidos baseando-se no efeito de. exclusdo de ions.

Woo e Benson (2) apresentaram analises cromatograficas
de acidos carboxilicos provenientes de fontes tais como: misturas

de acidos organicos, vinhos, iogurte, urina e fluidos cérebro-es-
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pinhal. As magnificas separagdes apresentadas foram obtidas em
minutos, usando-se polimeros trocadores de cations e pressao de
100 atmosferas., Eles concordam que o principal mecanismo para a
separacdo de acidos usando um trocador de cations em forma-H €
a exclﬁsao de fons, e que a ordem de eluigdo estd correlacionada

com o pKa. Em seus resultados e discussoes, eles ressaltaram que
colunas poliméricas com freqii€ncia exibem aumento de eficiéncia

quando sao usadas a'temperaturas elevadas, o que foi comprovadoem
seus estudos. Outro destaque de grande significancia foi o fato

de que a temperatura da coluna influencia a seletividade., Alguns

compostos eluiram em ordem inversa quando a temperatura foi au-

mentada de 35 a 65°C,

Yoéhikawa (19) recentemente aplicou a cromatografia 1i-
quida'de partigdo-exclusdo de fons com o objetivo de separar e
identificar espécies tritiadas, obtidas por irradiagao de compos-
tos de litio. Para as separagdes. foram usadas colunas empacotadas
com as resinas: 1) AG 50W-X8, usan&o agua desioﬁizada como e¢luen
tes e 2) resina Bio—Rex-70, usando como eluentes agua desioniza-

3

da, HC1 5 x 107> M e HC10, 5x107° M. As resinas AG-50W-X8 e Bio-

4
Rad 70 s3o trocadores cationicos fortes e fracamente ﬁcidos, res-
pectivamente. O trocador fraco Bio~Rad 70 nao foi bem sucedido na
separacdo de acidos. Com a resina AG SO0W-X8 foram separadas nove
espécies tritiadas quando carbonato de 1itio foi irradiado e seis,

quando irradiou-se oxalato de 1litio. Destas espécies, a maioria

correspondiam a acidos carboxilicos monobasicos. Yoshikawa  tam-
bém estudou o comportamento cromatografico de alguns acidos e .
apresentou seus tempos de retencdo em relagdo ao acido a;ético.
(Tabela 1.1). Os valores por ela encontrados nio seguem a mesma

ordem dos valores de Harlow e Morman (17).
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Goodman € colabbrado;es (23) compararam o fato de que
os Acidos carboxilicos de baixo peso molecular eluem em  ordem
crescente de seus pesos moleculares. Eles usaram resina catidnica,
Amberlite CG 120 na forma-H. Suas determinagdes foram a nivel de
tragos,

Patel e Bafna (24) com uma resina Dowex 50-X4, separa-
ram misturas duplas de acidos e observaram que a partigéo aumenta
va com a série homdloga.

Richards (25) usou HCl 0.01 N como eluente, com 7resi-
nas Dowex 50W-X4 e Aminex 50W-X4, Sua ordem de eluigdo foi; Malei
co, citracdnico, fuméfido, acético e acrilico. Também observou
que os tempos de retengao sao difetamente proporcionais a concen-
tracgdo do eluénte.

Lunder e Missori (26), depois de separar com  sucesso
uma mistura de dez acidos carboxilicos com uma coluna Beckman ti-
po AAI5 na forma-H e eluente HC1 0.005 M, afirmaram que a separa-
cao dos écidos.néo obedece estrictamente a variagao dos graus de

dissociag¢fo, em contraste ao trabalho de Woo e Benson (2).

LG

¥
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2.0 - OBJETIVOS

Recentes avangos em separagaes cromatograficas com a
cromatografia l1iquida, usando colunas contendo material poliméri-
co com grupos sulfdnicos quimicamente ligados, tém produzido  um
método muito adequado para a determinagao de dcidos organicos pro
venientes de uma grande variedade de fontes.

Nosso objetivo &: desenvolvimento de uma anilise comple
ta de acidos mono e dicarboxilicos de baixo peso molecular, oxige
- nados ou ndo,

A técnica usada sera: Cromatografia de partigdo-exclu-
séo‘de ions.

Neste trabalho serao feitas novas experiéncias a fim de
mélhorar a resolucgao e rgsultados de recentes pesquisas (8;19) me
diante o Qstudo e a variacdo de alguns parﬁmetros. A ferramenta

comparativa a ser usada sera:

Determinacgdao dos tempos de retengao de 31 acidos carbo-

xTlicos em relacdo ac tempo de retengdo do acido acética.
As variaveis a estudar sdo:

- Efeito da variagdo do grau de cruzamento da resina so
bre a efetividade da separacdo de dcidos carboxilicos;

- Efeito da mudancga do pH do eluente na resolugdo das
amostras acidas;

- Efeito produzido na variagdo do comprimento da coluna

sobre a resolucdo das misturas acidas.
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3,0 ~ PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - PREPARACAO DAS AVMOSTRAS

Para estes experimentos foram utilizados HZSO 0.1 N e

4
solugdes aquosas, 0.1 molar de trinta acidos carboxilicos.
Depois de preparadas as solugles destes acides, mistura-se cada

uma destas solugdes com um volume igual (proporgdo 1:1) de acido

acético (0.2 M),
As solugdes foram preparadas e estocadas na geladeira

durante o periodo destas experiéncias.

3.2 - COLUNAS

Foram usadas colunas cromatonix Tipo LC que consistem
de um tubo de precisdo feito com vidro de borosilicato, émbolos
interno e externo, € um suporte de Teflon para a resina.

As colunas usadas tém 1000 mm de comprimento e 5:5 mm
de didmetro interno. Estas colunas foram empacotadas no 1abdrat§
rioc de radioquimica da UNICAMP com as resinas abaixo descritas.As
colunas foram colocadas dentro de "jaquetas'" de vidro que permi-

tem a circulagdo de 3gua a temperatura controlada fora da coluna.
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3,3 - RESINAS

As resinas utilizadas foram do 'tipo Gel', copolimeros

sulfonados de estireno-divinilbenzeno.

das, da

3,3.1 -~

3.3.2 -

Estas resinas sdo trocadoras catidnicas fortemente aci-

Bio-Rad Laboratories com as seguintes caracteristicas:

RESINA AG 50W - X4

- diametro médio dos grénuios < 0,037 mm

- malha < 400 (< 0,037 mm); |

- forma: hidrogénio; |

- Capacidade total: 1.Z meq/ml de resina hidrafada
5.2 meq/g de resina seca

~ matriz: poliestireno com 4% de divinilbenzeno

- ion permanente: acido sulfénico

- tipo: porosa

er

. Lt
- tamanho efetivo dos poros: grande

RESINA AG 50W - X8

- Malha < 400

- forma: hidrogénio

- capacidade total: 1,7 meq/ml de resina hidratada
5.1 meq/g de resina seca

-~ matriz: poliestireno cbm 8% de divinilbenzeno

- Jon permanente: acido sulfdnico

- tipo: pofoéo

- tamanho efetivo dos poros: médio (1-5 nm)
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3.3.3 - RESINA AG 50W - X12

- Malha < 400
- forma: hidrogénio
- capacidade: 2.3 meq/ml de resina hidratada
| 5.0 meq/g de resina seca
- matriz: poliestireno com 12% de divinilbenzeno
- fon permanente: Acido sulfdnico |
- tipo: poroso

- tamanho efetivo dos poros: pequeno

3.4 - ELUENTES

Durante as experiéncias cromatograficas foram usados os

seguintes eluentes como fase movel.

H,0 destilada a desionizada (agua DI) pH

- = 5.5
- solugao aquosa de HClO4 | pH = 3.0
- solugdo aquosa de HC10, pH = 1.0

Os eluentes tiveram de ser desgaseificados antes de serem usados.

3,5 - EQUIPAMENTOS

3.5.1 - BOMBAS

- A bomba mais usada nesta pesquisa foli fabricada pela

Instrumentation Specialities Company (ISCO) Modelo Dia-
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2
lograd 384; a mesma esta acoplada a um sistema de trans

missdo, que controla a velocidade de fluxo e programa-

'¢do de misturas das solugodes.

- Bomba de pulso e reservatorio limitado, Modelo 396/
2396, fabricado por Milton Roy Company. (Esta bomba foi

usada como mais uma alternativa).

3,5.2 - BANHO TERMOSTATICO

A temperatura das colunas e detector fol controlada pe-
lo banho termostatico Varian-Aerograph Série 4100 com sistema de

circulagdo, interno ou externo.

3.5.3 - DETECTOR

Indice de refragﬁor(RI)'de Varian-Aerograph Série 512.

5.5.4 -~ REGISTRADOR

Equipamento Cientifico do Brasil (ECB) Modelo RB 101.

3.6 - PARTE EXPERIMENTAL

0 diagrama de blocos das figuras 3.1 e as figuras 3.2 e

3.3 representam o sistema de cromatografia liquida usado para a
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ar .
separacdo e deteccdo dos acidos carboxilicos.

3.6.1 -~ ACONDICIONAMENTO DAS COLUNAS

Usando cuidadosas técnicas e em condigbes similares, as
colunas cromatograficas foram empacotadas e estabilizadas a 400
P.5.I., com as correspondentes resinas em forma-H. Depois de mon-

tadas no sistema cromatografico, elas foram estabilizadas termica

mente a mesma temperatura que o detector (RI), usando o banho ter '

mostatico.
Dessa maneira, foram feitas e usadas, neste trabalho ,
colunas empacotadas com as resinas AG 50W - X4, AG 50W - X8 e

AG 50W - X12, descritas anteriormente.

3.6.2 - PROCEDIMENTO

#T L

Quantidades conhéc%das das misturas dos acidos foram
dissolvidos em agua e injetadas (na ordem de pl) na coluna atra-
vés do septo injetor. Depois da passagem pela coluna, a fase mo-
vel passa por um detector de indice de refracdo, o qual envia um
sinal ao registrador onde € registrado o cromatograma. Posteriormen
te sdo feitas medidas e calculos destes dados (Cap. 4).

Diariamente antes de fazer uma anﬁlisé, o aparelho )
calibrado. O registrador também & calibrado junto com o detector
para maxima deflexdo da pena e aproveitamento da largura do pa-
pel. '

Para assegurar que as condig¢des cromatograficas sao

constantes, uma amostra apropriada de H,S0, diluido & injetadana
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Figura 3.1 - Diagrama de blocos do sistema de croma-
tografia liquida de partigdo-exclusio de

-
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coluna no inicio e fim de cada jornada de trabalho.0 tempo de re
tengdo do acido sulflirico serve como padrdo para verificar que ve
locidade da fase movel, temperatura, pressdo e velocidade do re-

gistrador estao sempre constantes.

3,6.3 - METODO REFRATOMETRICO

E conhecido qﬁe um refratametro diferenciél da resposta
a qualquer composto que tenha indice de refragdo diferente ao do
eluente. Em nosso caso, o eluente nao mudava durante a anélise‘ e
mediante rigoroso controle de temperatura se conseguiram linhas-
base estaveis.

Tal como aparece no diagrama da figura 3.2, o refratd-
metro foi instalado na saida das colunas cromatograficas, Com es-
te método refratométrico foi possivel analisar o comportamento cro

matografico de 31 acidos carboxilicos e suas misturas.

3.6.4 - CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Tempgraturé do termostato 37°C

Fase movel | H,0 ou HC10, dil. -
Velocidade de fluxo 21.6 ml/h

Pressio ' variavel

Comprimento da coluna I mouZm
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3,7 - DETERMINACOES

Para dar cumprimento aos objetivos deste trabalho deter
minaram-se os tempos de retencgdo dos acidos carboxilicos em rela-
¢do ao tempo de retencdo do acido acético, mediante o estudo e

variagdo de alguns parametros, tais como:

Grau de cruzamento das resinas

Efeito do pH do eluente (fase mdvel) na resolugio dos
dcidos carboxilicos

Efeito do comprimento da coluna sobre a resolugao da

mistura acida

3.7.1 - EFEITO DO GRAU DE CRUZAMENTO

Para avaliér o efeito do grau de cruzamento da  resina
sobre a efetividade da separacio de dcidos carboxilicos, utilizou
-se 3 colunas de 1 mefro dée c@mpriﬁento empacotadas com resinas |
AG 50W - X4, AG 50W - X8 e Ag 50W - X12 respectivamente., As de-
signacdes X4, X8, X12 ddo o grau de cruzémento, relacionado com
a porcentagem de divinilbenzeno presente na resina.

As condigles de empacotamento e de analises cromatogra-
ficas foram idénticas para as trés colunas e suas respectivas re-
sinas. A fase moOvel ou eluente principalmente usado foi agua des-
ionizada - desgaseificada. Além disso, foram usadas solugles aquo

sas de acido perclérico a outros pH's.
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3,7.2 - EFEITO DO pH DO ELUENTE

Para este estudo, cada coluna com sua respectiva resi-
na foi submetida as analises de acido carboxiliceo usando trés
eluentes, em separado, a diferentes pH's.

Os pH's usados foram:

pH 5.5 égué-pura - desionizada
pH 3.0 solucgdao aquosa de HCIO4 (0.001N)
pH 1.0 solugdo aquosa de HClO4 (0.1N)

As outras condigdes cromatograficas, tais como fluxo da
F.M., temperatura, quantidade injetada, etc, mantiveram-se cons
tantes, As colunas foram acondicionadas bombeando-se as respacti—
vas solugdes acidas por espago de 2.5 horas ou até a obtencdo de

uma linha base estavel, antes do inicio das injecoes.

3.7.3 - EFEITO DO COMPRIMENTO DA COLUNA

Nesta parte do estudo, duas colunas conectadas em Série
cujo comprimento total foi de 2000 mm, e empacotadas com resina
AG 50W - X8, serviram para avaliar o efeito do comprimento da co-
luna sobre as resolucdes das misturas acidas.

0 diagrama da figura 3.2 mostra a disposicdo do equipa-
mento em uma maneira similar ao sistema aqui usado. O comprimento
da unido entre as duas colunas foi minimo para evitar um volume

morto. Como eluente utilizou-se agua desionizada num fluxo de

21.6 ml/h, sob uma pressdo de 130 psi.



37

it

4.0 - CALCULOS EXPERIMENTAIS

4,1 - TEMPO DE RETENCAO

Se as amosfras injetadas numa coluna cromatografica sao
suficientemente pequenas, sdao obtidos picos simétricos'(tipo Gaus
siano), cada vez que um componente elue da coluna, Sob tais condi~
cbes, & possivel relacionar diretamente o tempo de eluigdo do
maximo do pico ao coeficiente de distribuigdo (Kd).

0 tempo de eiuigéo de um acido € descrito como o tempo
no qual a metade da quantidade da amostra acida leva para. atraves
sér a coluna cromatografica. Este tempo € uma funcao de muitos fé
tores, tais como velocidade de fluxo, largura da colﬁna, tempera-
tura, empacotamento e tempo durante o qual a coluna tem sido usa-
da (17). O tempo de eluigdo também & chamado tempo de retengao
(tr), e € ilustrado na figura 4.1. Assume-se que a metade das mo-
18culas do soluto mantém uma distribuicdo equilibrada ao se via;
jar através da coluna. Quéndé um pico simétrico & obtido, o tempo
de retencdo & independente da quantidade da amostra injetada(28).

Ja que o tempo de eluigdo ou tr & uma funcgdao da veloci
dade de fluxo da fase movel, com freqiiéncia € usado o mais funda-
mental parametro de retengdo; o volume de retengao (Vr). O volume
de retencdo de uma amostra representa o numero de mililitros da
fase movel que devem ser passados pela coluna para eluir um compo
nente. O volume de retengdo & simplesmente igual a velocidade de
fluxo da fase movel (F) pelo tempo de retengdo (tr). O tempo de
retengao pode‘ser lido diretamente sobre cada cromatograma e &
fornecido em néssas tabelas. O volume de rétengéo pode ser calcu-

lado rapidamente a partir dos dados das tabelas a serem apresenta

UNICAMP
RIBLIOTECA CENTRA
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das no cap. 5.

A figura 4.1 mostra 0 tempo de eluigdo de um componente
ndo retido, t_; toxF di o volume de eluicdo de um componente nao
retido, o qual também_representa o volume da fase mével intersti-
cial dentro da coluna de exclusioc (volume morto).

0 tempo de retencdo também depende do fator de capacida
de (k'), das quantidades relativas de fase mdével e fase estaciona

ria, assim como do coeficiente de distribuigao (K4).

4.2 - TEMPO DE RETENCAO RELATIVO

Uma‘forma segura ¢ adequada de expressar o tempo de re;
teng8o (tr) de um acido & expressar este tempo em relacdo a outro
acido, o qual foi cromatografado sob as.mesmas condigdes. besfa
maneira, o tempo de retencdo (tr) do acido sera obtido em rela-
¢do a uma constante relativa. Neste trabalho e nas maiorias das
publicacles sobre analise cromatograficas de acidos carboxilicos,
o composto de referéncia € o acido acético. Entd3o o tempo de Te-
tencdo relativo (trr) serd igual ao tr do dcido em questdo dividi
do pelo tr do-écido acético. A medida que o trr afasta-se da uni

dade, as separacdes sao mais efetivas.

4,3 - FATOR DE SELETIVIDADE

0 fator de seletividade da coluna (a) & medido pela se-

paragdo relativa de picos (29) e ¢ dada pelo equagio.
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qir

o = ' = = = eq. 4.1

L.
o
=
fan
o
o
p%
=
o
o+
N
(4% ]
b

tempo de retencgdo dos componentes 1 e 2, respec-

tivamente.

1€ tré = tempos de retencdo ajustados dos componentes 1 e

2, respectivamente.

K, e K,y = coeficientes de distribuicdo dos componentes 1 e

2, respectivamente.

0 coeficiente de distribuigdo € igual & concentracdo do
soluto na fase estacionaria dividido pela concentragdo na fase
mével. Este valor o mais fundamentalmente € igual & razdo dos

coeficientes de distribuigdo,

4,4 - RESOLUCAO

0 grau de sepa:agéo em cada cromatograma foi avaliado
através do calculo da resolugdo (Rs). Quando um cromatograma de
dois componentes € analisado, reconhece-se imediatamente que duas
caracteristicas determinam o grau da separagdo, ou seja, a distan
cia entre os miaximos dos picos e a largura da base dos picos. A
figura 4,1 moétra a influéncia destas duas caracteristicas sobre
a resolugéo (Ré). |

Os calculos da resolucdo foi feito usando a relagido
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2 {tr, =~ tr,)
Rs = 2 1 - eq. 4.2
W, + W

onde tr, e trl sdo os tempos de retencgdo de componentes retidos,
medidos a partir da injecZo até o maximo do pico. Wy eW, sdo
as larguras da base dos picos, determinadas pela intersecgdo das

tangentes nos pontos de inflexao do pico com a linha base do cro-

matograma,

A eficiéncia da coluna determina a largura do pico na
base. Esta & uma funcio de parametros da coluna, tais como fluxo,
tamanho da particula, diidmetro da coluna etc., A separagdo dos pi
cos & uma funcfo da seletividade da coluna, isto é da natureza da
fase movel e estacionaria. Entdo & claro que para melhor resolu-
cio, os picos devem estar muito separados e suas bandas bem es -
treitas. Quanto maior o valor de Rs, maior é o grau de separagao
dos picos. O calculo de resolugdo & mostrado na figura 4.1.

A equacgao 4.3 rélégiona a resolucdo (Rs) a trés parame

tros fundamentais em cromatografia

o-1 k!

A/ N eq. 4.3
o 1+k? ' .

i

onde k' fator de capacidade

=
Il

niimero de pratos tedricos
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Quando a=1, a resolugdo € zero (eq. 4.3) independentemente do ni-

mero de pratos tedricos da coluna. -
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5.0 - RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1 - TEMPERATURA

Segundo as bases tedricas de cromatografia, a eficién-
cia da coluna geralmente aumenta com o incremento da temperatura.

Desde que alguns compostos sdo mais afetados pela temperatura da

coluna que outros, € possivel usar o controle da temperatura para
otimizar separacgbes de componentes que eluem perto um do outro.
Apesar destas bases tedricas, existe um desacordo entre pes
quisadores para correlécionar este fato. Por exemplo, Harlow é
Norman (17) afirmam que sO - fol observada uma ligeira melhoria
quando a temperatura da coluna aumentou de 0° a 50°C. Metha e co-
laboradores {(22) indicaram que pequenas variagdes na temperatura
nio provocam mudangas significativas nas medigdes cromatograficas.
Por outro lado, Woo e Benson (2) afirmam que mudando a temperatu-
ra da coluna de 35° a 65°C, a seletividade da coluna foi influen
ciada, de tal forma que alguné compostos acidos eluiram em ordem
inversa.

0 trabalho aqui apresentado foi realizado a uma tempera
tura constante de 37°C. Experiéncias iniciais sem controle de tem
peratura mostraram irreprodutibilidades que foram eliminadas com

o uso do banho termostatico, como & ilustrado na figura 3.3,
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5.2 - TEMPO DE RETENCAQ RELATIVO

Os acidos escolhidos para este trabalho tém uma varieda
de de estruturas (tabela 5.1). Os dados apresentados nas tabelas
5.2 a 5.11 mostram oS tempos de retencio destes dcidos em relagao
ao tempo de retengdo do dcido acético. Cada tabela mostra uma
situacio diferente para estes compostos orgdnicos. Os valores de
tempo de retencdo relativos (trr) estaoc na faixa de 0,38, para
os acidos mais fortes, até 1.97, para‘outros acidos, a diferentes
pH's.

Outros dados apresentados nas tabelas 5.2 a 5.11 sao
o tempo de retengdo (tr), a resolugdo (RS) e a seletividéde ( u))
calculados como indicamos no capitulo 4,

E interessante mencionar as influéncias que algunslﬁciu
dos exercem sobre o Acido ac@tico que € o componente usado neste
trabalho como referéncia para as determinagfes dos trr. Estas in-
fluéncias, desconhecidas até o momento, tém, como conseqiiéncia mu
dangas (drasticas em alguns casos e sutis em outros) no tempo de
retengdo do acido acético. Cbmo exemplo desta observagdo, tem-se
o caso da mistura dos acidos tartrdnico - acético ilustrado na
figura 5.1. Apesar de que o tr do acido acético mantinha-se cons-
tante na maioria das misturas (fig. 5.1 a e b) cromatografadas,no
caso do acido tartrdnico (fig. 5.1 < ) este tr diminuia pronun-
ciadamente. |

Aqui tem-se uma evidéncia da vantagem’do trr com respei
to ao tr para medir e determinar irregularidades na identifica-
cdo de um composto numa mistura analisada por técnicas cromatogra

ficas.
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5,3 - ESTUDO DO GRAU DE CRUZAMENTO DA RESINA

0 contelido de divinilvenzeno (DVB) ou grau de cruzamen
to da resina.tem um importante papel na retengdo de espécies
nio ionizadas. As separacoes foram feitas com os trocadores de
. citions Bio-Rad AG S0W-X4, X8 e X12, usando dgua como fase movel.
.Um estudo das tabelas 5.2, 5.5 e 5.8, onde & comparado o efeito
destas resinas, mostra que os tempos de retencao dos acidos au-

mentam dramaticamente a medida que -o grau de cruzamento diminui.

Este efeito & mostrado na figura 5.2, Geralmente, a um baixo grau
de cruzamento existem uma alta invasdo de eletrolitos no inte-
rior da resina, como gonsequéncia do efeito de Donnan. Isto pro-
voca um maior tempo de eluigao da aﬁostra. Comparando as tabelas
5.5 e 5.8, observa-se que a resina 50W-X12, com alto grau de cru
zamento, da melhor reSolugﬁo para os acidos fracamente ionizados
(parte inferior da tabela 5.8), enquanto que a resina Bio-Rad
S50W X8 melbora a resolugdo para os eletrolitos mais fortes (parte
superior da tabela 5.5),¢ a resina 50W-X4 apresenta, de uma forma
geral, pobres resolugbes, mostrando plcos assimét:icos com ban-
das relativamente espalhadas (grande valor para W).

0 efeito de grau de cruzamento de resina foil comparado
também a pH 1 e 3, encontrando-se resultados similares aos  ante

riormente explicados.

5.4 - ESTUDO DO EFEITO DE pH

Para o estudo do efeito de pH na separacado de acido

carboxilico, foram usadas como fase movel dgua pura desionizada
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(pH 5.5) ¢ solugdes aquosas de HCLO, a pH 3 (0.001 N) e pH 1
(0.1 N). A resina escolhida inicialmente para este estudo foi a
AG 50W-X8.

No iniéio, a dgua pura (pH 5.5) foi usada como eluente,
Os picos obtidos com este eluente foram largos e ndo simétricos ,
. provavelmente porque cada acido existia nas formas idnica e mo-
lecular ao mesmo tempo. Quando a fase movel foi mudada para solu-
cio acida a pH 1, o acido percldorico reprimiu a forma idnica do
dcido orgdnico permitindo s& a existéncia da forma molecular. Is-
to melhorou a simetria dos picos, os quals apareceram menos Jlar-
gos e mais agudos. Este efeito & mostrado na figura 5.3. A pH 1,
os tempos de retencgido (comparar tabelas 5.5 e 5.7) aumentaram sig
nificativamente, sobretudo para os eietrﬁlitos fortes que, agora,
com suas formas moleculares prévalecendo, conseguiram penetrar no
interior da resina e como conseqiiéncia ter maior tempo de perma
néncia na coluna.

Os resultados alcangadds com pH 3 e com a resina AG
50W-X8, (tabela 5.6) foram geralmente valores intermediarios en-

tre os valores para pH 5.5 (agua pura) e pH 1.

5.5 - EFEITO DE pKa SOBRE 0S TEMPOS DE RETENCAO

Apésar de que algumas varidveis contribuem ao estudo cro
matografico na separacao dos acidos de interesse, um fator muito
jmportante neste momento & claramente o pKa dos acidos. Harlow e
Morman (17) estabeleceram que a constante de dissociagao, a solu-
bilidade em agua e o peso molecular sdo fatores importantes na

separacio de Acidos por cromatografia de exclusdo de ions. Tanaka
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e Ishizuka (19) discutiram a relac¢do entre a primeira constante

de dissociag@o (pK;) e o volume de retengdo (Vr) de varios 4ci-
dos. Eles graficaram os volumes de retencgdo de 22 acidos contra
seus pKl (figura 5.4). Nesta figura, &€ facil observar o limite
l HC10

de exclusio total (para acidos fortes como HI, HZSG HNO

4 4- 3
e H2C204) e o limite de alta sorg@o, particdo (para acidos alta-
mente fracos como carbénico, cianidrico e borico e para metanol)
pela resina com 8% de DVB.

Analisando a tabela 5.5 verifica-se que os acidos po-

bremente ionizados (ndo eletroliticos) foram eluidos mais lenta-
mente que aqueles mais ionizados(eletrolitos), a medida que séus
pKl aumentava em ordem numérica. Estes resultados sdo uma evi-
déncia de gque os tempos de retencado sdo dependentes do grau del
acidez dos ééidos. A maioria dos acidos analisados neste traba- -
lho (tébela 5.1) ficariam na faixa intermediéria~entre os limi-
tes de exclusdo total e forte sorcdo (ou permeagao) da figura 5.4.
Isto & odt?a evidéncia de que os -acidos sdo separados pelo meca
nismo combinados de partigdo-exclus@o de Tons quéndo se usam co-
lunas empacotadas com resinas trocadoras de fons fortemente Aci-
das na forma-H e que permanecem seletivamente no interior da re-

sina.

5.6 - ESTUDO DO COMPRIMENTO DA COLUNA

Duas colunas de um metro de comprimento e empacotadas
com resina AG 50W-X8 foram conectadas em série com o objetivo de
melhorar as separagdes dos acidos carboxilicos de interesse, De-

pois de cromatografar cada uma das misturas acidas procedeu-se a
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Figura 5.4 - Relagao entre volume de retengdo (Vr) e a
primeira constante de dissociacido (pKl) de

acidos (21).
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analisar os dados. Comparando as tabelas 5.5 e 5.11 observou-se
que os resultados ndo foram muito satisfatdrios. Verificou-se que
ao duplicar o comprimento da coluna também duplicou-se os tempos
de retencdo, resultando em longos periodos de andlise (90 minutos
aproximadamente) para cada amostra. Esta duplicagdo do tempo com
a duplicagfo da coluna estd de acordo com as bases tedricas. Além
disto, as resolugdes nido melhoraram significativamente.' Este fa-
to tem sua explicacgdo segundo os principios tedricos que indicam
que sob certas condicgdes cromatograficas, a separacgdo de picos ou

a diferenga em coeficientes de distribuigdo (Kd) para um par de

componentes estid diretamente relacionada a seletividade de coluna.
Esta seletividade & inerente ao frocador, 0 qual permite a distin
cdo termodinémica de um componente do outro a medida que viajam
pela coluna. A teoria dos pratos tedricos prevé (6) qué, se exis=-
te uma diferenca finita no coeficiente de distribuicio de dois
componentes porém pequena, € possivel aumentar a distancia de se-
paracdo dos picos em proporgao direta ao comprimento da coluna.No
entanto, a teoria dos pratos tedricos também prevé que a largura
da base dos picos também ﬁgdéﬁaumentar, em proporgdo a raiz qua-
drada do comprimento‘da coluna. Deste modo 03 cromatogramas obti-
dos neste estudo mostraram picos assimétricos e com um alto grau
de espalhamento na linha base quando empregamos as colunas mais

longas.
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ESTRUTURAS DE ACIDOS CARBOXILICOS *
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TABELA 5,1 - (continuagio)
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TABELA 5.2
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Resina X4 L=1.0m

F.M, HZO F = 21.6 ml/h

pH 5.5 T = 37°C

ACIDO tr* Rs trr o

Sulfirico 23.0 - - -
Acetileno dicarboxilico 22.6 3.87 0.43  =74.1
2-Hidroxitartarico 23.0 4,45 0.44 -
Oxalico 23.4 4,52 0.44 74,5
Mesoxalico 24.6 4,36 0.47 19.0
Oxalacético 25.0 2.51 0.50 15.0
Maléico 26.6 3.83 0.50 8.4
Propidlico 27.4 3.60 0.52 6.25
Piruvato de sddio 27.8 3.39 0.52 6.3
D-L tartidrico 29.2 3.20 0.55 4.87
2-Cetobutirico 30.2 2.30 0.57 3.92
Tartrdnico 27.2 . 2.97 0.59 5.5
Glioxalico 32.4 2.88 3,01 3.2
Malonico 32.4 2.64 0.61 3.2
Diglicdlico 34.4 2.63 0.65 2.55
Malico 34 .4 2.44 0.65 2.065
Fumarico 35.6 1.78 0.67 2.38
Glicdlico 42.8 1.30 0.80 1.52
Latico 43.6 1.07 0.83 1,45
Metoxiacético 44,2 0.92 0,84 1.42
Succinico 44 .4 0.92 0.85 1.37
Dihidroximaleico 45.6 1.0 0.86 1.32
Formico 45.6 0,97 0.86 1.33
Acético 52.8 - - -
Acrilico 52.8 0 1.0 1.0
3-hidroxipropionico 53.0 0 1.0 1.0
Propidnico 61.4 0.91 1.15 1.27
Isobutirico 67.0 1.38 1.27 1.49
Butirico 71.4 1.75 1.35 1.62
Crotdnico 84.6 2.54 1.58 2.03

* tr em minutos
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TABELA 5.3

Resina X4 L=1.0m

F.M, HC104 F =21.6 ml/h

pH 3 T = 37°%

ACIDO tr* Rs trr o

Sulflirico 21.2 - - -
Acetileno dicarboxilico 21.6 5.29 0.39 84 .30
Oxalico 23.4 4,82 0.42 15.45
Mesoxalico, 25.6 4.58 0.45 8.18
Maleico 27.0 3.71 0.49 5.79
Oxalacético 29.2 3.27 0.53 4,27
Piruvato de sodio 29.4 3.48 0.54 4,10
Tartrdnico 27.6 3.06 0.57 4.25
Tartarico 32.6 2.74 0.60 2.95
Maldnico 34,8 2.59 0.63 2.48
Glicolico 35.0 2.34 0.64 2.40
Malico 37.4 2,20 0.68 2.10
Latico 47.0 0.94 0.85 1.31
Formico 48.2 0.89 0.88 1.24
Metoxiacético 54.8 0.0 1 1
Acético 54.8 - - -
3-Hidroxipropidnico 55.4 0.0 1 1
Propidnico 63.0 0.91 1.16 1.26
Acrilico 64.4 0.94 1.17 1.28
Isobutirico 71,6 1.47 1.31 1.50
Butirico 76.8 1.84 1.40 1.65

*

tr em minutos
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TABELA 5.4

Resina X4 L=1.0m

F.M. HClO4 F = 21.6 ml/h

pH 1.0 T = 37°C

ACIDO tr* Rs trr o

Sulfirico 23.4 - - -
Acetileno dicarboxilico 33.0 2.91 0.59 3.40
Mesoxalico 33.8 2.90 0.60 3.35
Oxalico 36.2 2.7 0.04 2.73
2-Hidroxitartarico 39.6 2.23 0.69 2.19
D-L tartarico 40.8 1.98 0.71 2.0
Glioxalico 42.4 1.88 0.74 1.82
Tartronico 39.6 1.73 0.74 1.90
Malico 44,2 1.43 0.77 1.67
Oxalacécito 44 .4 1.29 0.79 1.55
Piruvato de sddio 46 1.26 0.80 1.51
Maldnico 46,8 1.18 0.82 1.47
Dihidroximaleico 45.6 1.01 0.83 1.40
Diglicolico 47.0 1.02 0.84 1.38
Maleico 47.8 0.99 0.84 1.38
Glicolico 48,4 0.79 0.86 1.32
Latico 50.8 - - ~
Succinico 52.4 - - -
Formico 54.4 -0 . -
Propiodlico 56.0 0 -
Metoxiacético 57.8 . -
Acetico 57.8 - - -
3-Hidroxipropidnico 57.0 - - -
Propidnico 66.2 0.92 1.15 1.26
Fumarico 66.6 0.93 1.18 1.31
Acrilico 69,2 1.04 1.20 1.36
Vinilacético 70.52 -1.30 1.26 1.44
Isobutirico 75.4 1.63 1,30 1.53
Butirico 78.6 1.91 1.40 1.70
Crotonico 93.6 2.70 1.67 2.20

* tr em minutos
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TABELA 5.5
Resina X8 = 1.0m
F.M. H,0 F = 21.6 ml/h
pH 5.5 = 379
ACIDO tr Rs trr o pK Pk,
. Sulfirico 22,6 - - - - -
Acetileno dicarboxilico 22.6 8.19  0.46 132.0 - -
Oxalico 23.6 7.28 0.48 22.0 1.25 4.19
2-hidroxitartarico 23.6 7.18 0.49 - 21.33 - -
Mesoxdlico 24.2 7.02 0.50 14.70 - -
Oxalacético 25,2 5,31 0.52 10.0 2,56 -
Maleico 26.6 4.82 0.54 6.60 1.83 6.07
Piruvato de sddio 27.4 4.25 0.56 5.24 2,49 -
Propidlico 27.6 4.33 0.57 5.04 - -
D-L Tartarico 28.4 4.66 0.59 4,26 2.98 4.34
Tartrdénico 26.4  4.20 0.61 5.20 2.42 4,54
2-cetobutirico 29.6 3.65 0.61 3.71 - -
Malénico 30.4 3.37 0.63 3.15 2.83  5.69
Glioxalico 30.8 4.0  0.64 3.0 3.34 -
Malico 32.0 4.0 0.66 2.70 3.40 5.11
Diglicdlico 32.4 5.16 0.67  2.60 - -
Fumarico 34,5 1.56 0.71 2.14 3,02 4.44
Litico 39,6 1.38 0.80 1.55 3,08 -
Glicdlico 41.0 2.23 0.81 1.54 3.83 -
Dihidroximaleico 40.8 1.77 0.84 1.41 - -
Succinico 42,0 1.06 0.85 1.41 4,16 5.61
3-hidroxipropidnico 41.8 1.06 0.86 1,34 4.51. -
Fdrmico 42.8 0.88 0.87 1.30 3.77 -
Metoxiacético 46,4 0.60 0.95 1.10 - -
Acético 48,8 - - - 4,74 -
Acrilico 57.4 1.08 1.17 1.32 4,26 -
Propidnico 58.6 1.06 1.18 1.34 4,87 -
Vinilacético 58,1 1.66 1.19  1.35 - . -
Isobutirico 68,2 2.8% 1.34 1.61 4.84 -
Butirico 71.6 2.33 1.45 1,87 4.82 -
Crotdnico 87.6 3.74 1.76  2.43  4.70 -

* tr em minutos
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TABELA 5.6

Resina X8 L=1.0m

F.M, HC104 F = 21,6 ml/h

pHl 3 T = 37°C

ACIDO tr* Rs trr a

Sulfirico 23.0 - - -
Acetileno dicarboxilico 23.2 8.6 0.46 70.0
Oxalico 24,2 7.6 0.48 20.0
Mesoxalico 25.2 7.7 0.49 12.9
2-Hidroxitartarico 25.6 7.2 0.50 6.24
Maleico 28.0 5.23 0.55 5.42
Oxalacético 29.4 5.35 0.58 4,34
Piruvato de sddio 29.6 5.23 0.58 4,23
Tartrdnico 27.4 5.30 0.60 4.91
Propidlico 30.6 4,12 0.60 3.66
D-1, tartarico 30.4 5.18 0,60 3.66
Glioxdlico 33 1,72 0.65 2.80
Maldnico 33.2 4,34 0.54 2.75
Malico 34,2 4,05 0.67 2,.84.
Latico 42.6 1.90 0.84 -1.42
Foérmico 45,4 1.26 0.89 1.24
Metoxiacético 47,4 0.8 0.953 1.15
Acético 50.8 - - -
Propidnico 59.6 2.73 1.18 1.33
Isobutirico 69.6 2.86 1,35 1.63
Butirico 74 .0 3.58 1.47 1.87
Crotdnico 90.0 5.32 1.77 " 2,40

* tr em minutos
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TABELA 5.7

Resina X8 L=1.0m

F.M, HC104 F = 21.6 ml/h

pH 1 T = 37°C

ACIDO tr* Rs trr o

Sulfiirico 24,0 - - -
Mesoxalico 29,2 5.54 0.57 5.0
Acetileno dicarboxilico 30.8 5.37 0.60 3.90
Oxalico 31.6 4.8 0.62 3.46
2-Hidroxitartarico 33.8 4.5 0.67 2.67
D-L tartarico 35.0 4,2 0.68 2.62
Glioxalico 36.0 4,11 0.70 2.37
Tartrdnico 33.6 4.1 0.71 4.20
Malico 36. 8 3.5 0.72 2.16
Maldnico 39,6 2.68 0.77 1.79,
Oxalacético 39.6 2.76 0.77 1.73
Piruvato de sodio 39.6 2.8 0,78 1.72
Maleico 40.4 " 2..50 0.80 1.64
Diglicdlico 40.8 2.17 0.80 1.58°
Dihidroximaleico 42 .0 2.30 0.82 1.52
Glicolico 43,2 1.78 0.85 1.39
Succinico 44,0 1.53 0.86 1.35
Latico 44,8 1.4 0.88 1.30
2-cetobutirico 45.4 1,12 0.90 1.26
3-hidroxipropidnico 45.6 1.08 0.90 1.24
Formico 46 .6 0.90 0.93 1.15
Metoxiacético 50.4 - 1,0 1,0
Acético 51.2 - - -
Propidlico 54.6 0.88 1.07 1.14
Fumarico 57.8 1.05 1.13 1.24
Propiodnico 60.0 1.60 1.17 1.31
Acrilico 62.6 2.36 1.23 1.44
Vinilacético 65.8 2.47 1.3 1.54
Isobutirico 69.0 2.90 1.36 1.66
Butirico 74 .4 3.74 1.45 1.85
Crotonico 80.8 5.35 1.77 2.45

w

tr em minutos



TABELA 5.8

Resina X1z L=1.0m

F.M. H,0 F = 21.6 ml/h

pH 5.5 ‘ T = 37°C

Acinpo . tr* Rs trr a

Sulfirico 24 .4 - - -
2-Hidroxitartiarico 24.4  6.92 0.57 10.25
Mesoxdlico ' 24,2 4.40 0.61 =-76.00
Acetileno dicarboxilido 25.4 - 3,21 0.62 37.50
Oxalico 24.4 3,65 0.63 -
Maleico 25.4 3.50 0.64 15.0
D-L tartdrico 26.4  3.48 0.64 8.30
Piruvato de sodio 25.6 3.28 0.66 12.20
Oxalacético , 27.0 4.19 0.67 12,20
Glioxdlico - 27.4 3.27 0.67 7.10
Malico : . 27.8 2.91 0.67 6.15
Maldnico | 27.8 3.10 0.68 6.00
2-cetobutirico 29.0 3.35 0.71 4,56
Propidlico 29.0 . 3.28 0.71 4,47
Diglicdlico ' 29.0 4.14 0.71 4,41
Tartronico 25.2 2.86 0.72 13.50
Fumarico . 33.0 2.14 0,78 2.31
Succinico | 33,2 2.97 0.78 2.28
Glicdlico 34,0 2.90 0.80 2.05
Dihidroximaleico 32.2 1.48 0.83 1.87
Litico . 35,2 2.30 0.83 1.83
3-Hidroxipropidnico 34.4 1.54 0.85 1.70
Metoxiacdtico 38.0 1.33 0.89 1.40
Formico 36.8 1.43 0.90 1.31
Acético 40.38 - - -
Acrilico 48,8 1.25 1.18 1.47
Propidnico 49,2 1.31 1.21 1.53
Vinilacético 49.6 1.92 1,23 1.62
Isobutirico 60.6 2.74 1.42 2,06
Butirico 63.6 3.62 1.56 2,52

Crotonico 79.6 . 5.72 1.88 3,27

* tr em minutos



TABELA 5.9

62

Resina X12 L=1.0m

F.M, HClO4 F = 21.6 ml/h

pH 3 T = 379C

ACIDO tr* Rs trr o

Sulfirico 26.0 - - -
Acetileno dicarboxilico 27.2 7.08 0.61 15,17
Oxdlico | 24.8 5.84 0.62 -11.67
Mesoxilico 26.0 6.08 0.63 -
2-Hidroxitartarico 27.4 5.83 0.63 12.66
D-L tartarico 27.4 5.0 0.65 11.71
Malodnico 27.8 5.43 0.65 9.44
Maleico 28.4 4.77 0.66 7.17
Piruvato de sddio 28.2 4.26 0.68 7.0
Glioxalico 28.2 4.96 0.68 6.58
Oxalacético 30.0 5.0 0.68 4.50
Malico 29.2 4,26 0.69 5.12
Latico 31.2 3.54 0.71 3.38
Tartronico 27.8 4.58 0.72 7.11
Dihidroximaleico 32.4 2.62 0.81 2.20
Propidlico 36.4 2.11 0.83 1.69
Formico 39.4 1.4 0.90 1.31
Metoxiac€tico 39.6 1.8 0.91 1.28
Acético 42,4 - - -
Propidnico 50.6 1.95 1.21 1.56
Isobutirico 63.8 3.19 1.47 2.17
Butirico 70.0 . 3.79 1.58 2.42
Crotonico 85.4 5.31 1.94 3.30

* tr em minutos
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TABELA 5.10 |

Resina X12 L=1,0m

F.M. HC104 F = 21.6 ml/h

pH 1 T = 37°%

ACIDO . tr* Rs trr o

Sulfirico 25.4
Mesoxalico - 26.8 5.78 0.63 14.0
D-L tartarico 28 4,8 0.66 3.0
2-hidroxitartarico 28.8 4,36 0.67 5.23
Oxalico 28.2 4.75 0.67 6.30
Acetileno dicarboxilico 29.6 3.58 0.68 4,40
Glioxdlico | 28.6 4.5 0.69 5.20
Malico 1 29.3 3.93 0.71 4.21
Tartronico 28.6 13.80 0.73 4,47
Malodnico 31.0 3.31 0.74 2.96
Diglicdlico 32.0 2.81 0.76 2,37
Piruvato de sodio 32.8 2.91 0.77 2.33
Oxalacético 32.8 2.85 0.77 2.27
Maleico 32.8 2.61 0.78 2.31
Succinico 34,0 2.42 0.79 2.07
Dihidroximaleico 34,0 2.90 0.80 2.0
Glicolico I 33.8 2.31 0.82 1.90
Litico _ 36.0 1.79 0.84 1.64
3-hidroxipropidnico 36.6 1,30 0.87 1.5
2-cetobutirico 37.6 1.22 0.88 1.41
Formico 39.6 1.09 0.91 1.26
Metoxiacético 40.4 - 1.0 -
Fumarico 43.0 - 1.0 -
Acético 42,3 - - -
Propidlico 45,8 0.85 1.07 1.18
Propionico 49,6 1.91 1.20 1.54
Acrilico 52.6 2.44 1.26 1.69
Vinilacético 57.4 2.74 1.35 1.86
Isobutirico 60.4 2.63 1.49 2.35
Butirico 69.2 3.61 1.60 3.92
Croténico 81.0 2.55 1.97 3.55

* t1r em minutos
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TABELA 5.11

Resina X8 L = 2.0m

F.M. HZO F = 21.6 ml/h

pH 5.5 T = 37°C

ACIDO grw Rs trr o

Sulfurico 42.8 - - -
Acetileno dicarboxilico 43,6 11,35 0.38 77 .52
Oxalico 44,4 7.41 0.48 62.0
2-Hidroxitartarico 44,0 6.22 0.49 58.50
Mesoxdlico 45,2 7.21 0.49 20,80
Maleico 48,2 5,77 0.52 8,93
Piruvato de sodio 50.4 5.06 0.54 6.66
Propidlico 50.4 5.06 0.54 6.83
Oxalacético, 52.4 5.52 0.54 5.48
2-Cetobutirico 52,8 4.30 0.57 5.0
D-1 tartarico 53.7 2.38 0.59 4.6
Tartronico 48,8 4,33 0.61 6.57
Malonico 56.4 4.0 0.61 3.73
Glioxdlico 58.0 4.30 0.63 3.32
Diglicolico 59.6 3.81 0.65 3.00
Malico 60.0 3.59 0.65 2.90 -
Fumdrico . 61,2 2.50 0.66 2.68 .
Litico 736 2.14 0.80 1.60
Glicolico 72.6 ~2.43 0.80 1.65
Succinico 76.6 1.97 0.83 1.47
Dihidroxipropidnico 77.6 1.85 0.84 1.42
3-Hidroxipropiodnico 79.0 1.25 0,85 1.38
Formico 80.0 1.49 0.86 1.34
Metoxiacético 87.2 0.75 0.93 1.14
Acético 92.8 - 1.0 1.0
Acrilico 105.2 0.6 1.14 1.27
Propidnico 108.0 - 3.33 1.17 1.33
Butirico 130.4 3.44 1.42 1.81
Crotdnico 5.01 2.32

158

1.71

* tr em minutos
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6.0 - CONCLUSOES

Para os estudos cromatograficos dos acidos carboxilicos
foram escolhidos‘vérios daqueles que apresentavam estruturas mole
culares ndo incluidas em trabalhos anteriores. Isto foi feito
com o objetivo de aumentar a lista de acidos ja estudados e de
comprovar se as generalizacOes feitas até o momento sdo validas,
independente da formula molecular. Nossas observagdes e sugestdes

sdo incluidas a seguir:

b.1

a - Os membros de uma série homdloga emergem em ordem crescentede
seus pesos moleculares e em ordem decrescente de suas forgas
dcidas., P. ex. gordem € férmico,-acético, propidnico e butiri
co. Esta ordem & seguido para as trés resinas utilizadas, a

qualquer pH.

b - Acidos dicarboxilicos emergem mais rapidamente que os dcidos

monocarboxilicos correspondentes. Assim:

maldnico antes que propidnico

tartronico " "  3-hidroxi propidnico

succinico " . "  butirico

oxalacético " " 2-cetobutirico .

¢ - Um isoacido elue antes que o acido normal correspondente; p.

ex., isobutirico elue antes que o butirico.

d - Uma dupla ligacido aumenta o tempo de retencgdo de um acido,
propionico antes que acrilico (s6 a pH < 5.5)
butirico ' " crotdnico

DL-tartarico " " dihidroximaléico
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Uma molécula com tripla ligacgao elue antes que outra com du
pla ligagdo em compostos acidos de estruturas similares;
propiolico antes que acrilico

acetileno-dicarboxilico antes que fumarico

-Um grupo ceto .diminui o tempo de retengdo de um acido car-

boxilico em relacio a outro do mesmo numero de carbonos.

piruvico antes que propidnico
2-cetobutirico " butirico
oxalacético " " succinico
glioxalico " "o acético

~um grupo hidroxila diminui o tempo de retengao em relagao ao

acido monocarboxilico correspondente.
glicdlico antes que acético

latico " "  propiodnico

Dois grupos hidroxila na molécula do acido diminui o tempo
—~ ......: ?ﬂ - . - )

de retencido em relagdao aos acidos carboxilicos com apenas uma

hidroxila. Entdo:

tartarico antes que malico

Esta situagdo ndo € aplicavel a acidos com dupla ligacdo.Exem
plo: |

dihidroximaléico antes que maléico.

A presencga de um grupo metdxi diminui o tempo de retencdo do
acido em relagio ao acido monocarboxilico correspondente. As-
sim:

metoxiacético elue um pouco antes que o acético.



67

j - O isémero cisde um acido com dupla ligagdo elue antes que o
trans, Desta forma:

maléico elue antes que o fumarico,

os itens (a) a (d) estdo de acordo com as generalizacgdes de Har-
low ¢ Norman {11), e os itens (f), (g), (h), (j) sao consistentes
com os estudos de Metha e colaboradores (21}). A maioria dos pon-

tos conclusivos -referentes aos efeitos estruturais dos acidos sido

consistentes com aqueles apresentados por Yoshikawa (14).

De uma forma geral & possivel fazer um ordenamento de

tr para certos grupos funcionais numa molécula de acido carboxili

co. Isto &:

tr de : ~CH3 > «-H > ~OCH3 > 0H » =0

Exemplo

b AcStico  CHCOOH Propisnico CH-CH,-COOH
Metoxiacético  CH,0-CH,-COCH

?H . ?H
Glicolico H2C~COOH Latico CH3~C—COOH
Glioxalico H-C-COOH PirUvico CHS-%~COOH
' 0

tr
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i
F.M. H,0
Para misturas de acidos eletrdlitos:
Resina X-8

F,M. pH=1

Para misturas de eletrdlitos com nio eletrolitos
Resina X-8 ou X-~12

F.M. pH=1 ou um gradiente entre pH=1 e pH=5.5

6.6

A aplicagﬁp das condicgdes cromatograficas determinadas
neste trabalho poderdo ser aplicadas, com sucesso, na anélise das
misturas de Acidos provenientes de experiéncias radiolfticas com
carbonatos, bem como na andlise das misturas de 5cidos,provenien—

tes de estudos biologicos.
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