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Resumen iii

Resumen

En esta tesis, se desarrollan diversos aspectos relacionados con la
cromatografia liquida de exclusiéon con multiple deteccion (MD-SEC), como técnica para
la caracterizacion molecular de polimeros. Se analiza la utilizacién de diferentes sensores
de masa (refractometro diferencial, DR, y detector UV), y de masa molar (detector de
viscosidad especifica, SV, y de dispersién de luz, LS). En particular, se ataca el problema
de las calibraciones en MD-SEC, la determinacién de la funcién de ensanchamiento
instrumental (E.L), la caracterizaciéon de polimeros cromatogrificamente complejos, y el

andlisis de polimeros hidrosolubles, con un enfoque tanto teérico como experimental.

En el Capitulo II, se estudia experimentalmente, la propagacién de los errores
de calibracién sobre la distribuciéon de masas molares (DMM), utilizando estandares
angostos de poliestireno (PS). Las notables diferencias halladas en las distintas
calibraciones calculadas, se atribuyen a diferentes fuentes de error. En SEC /DR, los
errores se deben a las diferentes masas molares medias (M) informadas por los
proveedores de los estdndares, que originan incertidumbres tanto en el modo de asignar
cada M a un volumen de retencién (V), como en la forma de la calibracion (lineal o no
lineal). En SEC con deteccion de masa molar, existen varias fuentes de error: (i) las
constantes de calibracion de los sensores; (ii) la concentracion de los estandares; (iii) las
constantes de Mark-Houwink-Sakurada (MHS); (iv) el E.L; y (v) el volumen interdetector
(IDV). A partir de simulaciones numeéricas, se estudiaron en forma independiente los
efectos de los principales errores sobre las calibraciones ad hoc tipicas de los sistemas de
MD-SEC. Los ejemplos simulados permitieron justificar las importantes diferencias
observadas en las calibraciones obtenidas experimentalmente. Los errores de estimacion

son mucho mds severos en polimeros que exhiben una DMM angosta.
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En el Capitulo III, se propone un método tedrico para estimar la funcién
(asimétrica) de E.I. en SEC, a partir de la calibracion de masa molar y de los
cromatogramas de concentracion y de masa molar de un conjunto de estdndares angostos.
En el rango estrecho de cada estidndar, la funcion de E.I. se asumi6 uniforme pero
asimétrica. Cada funciéon de E.I. uniforme se estimé a través de un procedimiento de
optimizacién no lineal que compara uno (de los 2) cromatogramas medidos con su
prediccion tedrica basada en el otro cromatograma. El método se validé con ejemplos
numéricos que simulan el anélisis de estdndares angostos. La funcion de E.I. se asumié de
forma arbitraria, o representada por una Gaussiana modificada exponencialmente (EMG).
El método de estimacion de la funcién de E.I. se extendié a SEC con triple deteccion. En
esta metodologia no se necesita, en principio, conocer la calibracién de masa molar pero
requiere la pendiente de MHS, «, del polimero analizado. Ademads, se propone un método
para corregir por E.I. un cromatograma medido sin conocer explicitamente la funcién de
E.L, cuando se cuenta con los cromatogramas DR + LS (o DR + SV), la calibracién de

masa molar y la constante & de MHS (en el caso de deteccion DR + SV).

En el Capitulo IV, se aplicé el método tedrico de estimacion de la funcion de
E.I. a dos conjuntos de experimentos independientes, que involucran diferentes
cromatégrafos, columnas y detectores: (i) SEC / (DR + LS) con estdndares angostos de PS
y sus fracciones aun mads angostas, obtenidas por cromatografia de interaccién por
gradiente de temperatura, y (ii)) SEC/ (DR + SV) con estdndares comerciales de PS. El
IDV es en general desconocido, especialmente para detectores en paralelo. Para detectores
en serie, el limite superior del IDV estd dado por la separacién entre los picos de los
cromatogramas de LS (o SV) y el DR. En el caso de detecciéon DR + LS (configuracién en
serie) se obtuvo un tnico valor de IDV y se estim6 la funcién de E.I. EMG para cada uno

de los estandares analizados. En el caso de deteccion DR + SV (configuracién en paralelo)



Resumen \%

es imposible obtener un unico valor de IDV, ya que este parametro depende del M del
estandar analizado (en general, a mayor M, mayor IDV). Finalmente, los parametros de la
EMG estimada se interpolaron para obtener la funcién de E.I. no uniforme en todo el
rango de fraccionamiento. Las funciones de E.I. estimadas resultaron mds asimétricas a V

menores (mayores M).

En el Capitulo V, se propusieron modelos representativos del proceso de
fraccionamiento SEC ideal de dos polimeros cromatograficamente complejos: un
copolimero lineal dibloque, y un homopolimero ramificado, con ramas trifuncionales
largas. Se derivaron las expresiones para calcular los cromatogramas libres de E.L
provistos por diversos sensores (DR, UV, LS, y SV); y se cuantificaron los errores
cometidos cuando se estiman la DMM, la DCQ y la DGR por métodos convencionales, en
base a ejemplos simulados. Un copolimero dibloque de estireno-butadieno (SB) analizado
por SEC/(DR + UV) con el enfoque clasico de interpolar las calibraciones de los
homopolimeros con la composicién quimica, subestima las masas molares medias.
Mejores estimaciones de la DMM se logran cuando se agrega un tercer sensor de LS. La
DCQ estimada difiere notablemente de la “real”, debido a la incapacidad de SEC para
fraccionar por composicion quimica. En el caso de un homopolimero ramificado analizado
por SEC /DR, las masas molares medias calculadas por combinacion de la calibracién
universal con las constantes de MHS, resultaron subestimadas; y las estimaciones mas
exactas de la DMM se lograron cuando se agregd un tercer sensor SV. Tampoco en este
caso, el sensor SV contribuye a mejorar la DGR estimada, resultando valores medios del

ndmero de ramas notoriamente inferiores a los reales.

En el Capitulo VI, se analizaron por SEC polimeros solubles en agua. Se
evaluaron las caracteristicas de fraccionamiento de las columnas, y se atacé el problema

de la calibracién del sistema acuoso con diferentes estindares cromatogrificos de



Resumen Vi

polisacéaridos neutros (pululanos lineales y dextranos ramificados), utilizando distintas
fases moviles, y tratando de verificar el fraccionamiento por exclusién pura. Para las
columnas utilizadas, dicho fraccionamiento se logré utilizando agua como fase movil;
mientras que en una fase modvil dcida, se observo una cierta interaccién por repulsion
electrostética. Se estimaron masas molares absolutas de poli(dcido acrilico) por SEC / DR,
utilizando informacién sobre sus constantes de MHS y las calibraciones de pululanos. Se
caracterizaron por SEC / DR, muestras de quitosanos y de oligoquitosanos obtenidos por
depolimerizacion inducida con distintas dosis de radiacion 7y. Se estimaron las DMMs en
base a la calibracion directa con pululanos, verificindose que las masas molares medias y
la polidispersion disminuyen con la dosis de radiacion. Las mismas muestras se analizaron
por SEC / (DR + LS) donde se detect6 la presencia de agregados de mayor M. Aunque las
masas molares medias estimadas difirieron de los valores obtenidos con la calibracién
directa, se conservo la tendencia de M decrecientes para dosis de radiacion crecientes. Por
ultimo, se analizaron biopolimeros neutros (dextranos y almidon de mandioca). Se
determiné la DMM de una muestra comercial de dextrano por SEC /DR, utilizando la
calibracion directa obtenida con estdndares de dextranos. En el caso del almidén, previo a
su andlisis por SEC se aplicé una técnica de separacion destinada a fraccionar sus dos
componentes principales: amilosa y amilopectina. Todas las muestras se analizaron por
SEC /DR. Los cromatogramas del almidon total mostraron una bimodalidad indicativa de
que la fracciéon de amilopectina en solucién aumenta con el incremento de la temperatura
de tratamiento de las muestras. Los cromatogramas de las fracciones permitieron una
cuantificacién aproximada de las masas molares de amilosa y amilopectina, en base a las
calibraciones con dextranos y pululanos. Valores absolutos més confiables de las masas

molares medias s6lo pueden ser obtenidos por SEC con deteccion de masa molar.
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C-0O-C: enlaces glicosidicos.
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Prélogo 1

Prélogo

La cromatografia liquida de exclusiéon (SEC) es una técnica analitica que
permite fraccionar las moléculas de polimero de acuerdo a su tamafo en solucién y es
actualmente la técnica mas utilizada para determinar la distribucién de masas molares
(DMM) de un polimero. Otras aplicaciones de SEC incluyen la determinacion de las
distribuciones de composicion quimica (DCQ) de un copolimero, del grado de
ramificacion (DGR) de un polimero ramificado, la identificacioén de aditivos presentes en

un polimero, el pretratamiento de biopolimeros (SEC preparativa), etc.

Los avances tecnolégicos que han contribuido al desarrollo de SEC son: a) la
introduccién de rellenos de baja interaccién y de alta resolucion; b) el desarrollo de
detectores en linea sensibles a las masas molares; y c) la aplicacién de técnicas digitales
para el tratamiento de los datos. A pesar del empleo masivo de SEC en la caracterizacién
molecular de polimeros, existen muchos problemas ain no completamente resueltos
asociados al fraccionamiento, la calibracién, la deteccién, la correccién por
ensanchamiento instrumental (E.L.), etc. Si bien estos inconvenientes surgen ya al analizar
polimeros ‘“cromatograficamente simples” (homopolimeros lineales), el problema se
dificulta ain mds en el caso de los polimeros ‘“‘cromatogriaficamente complejos”

(copolimeros, polimeros ramificados, mezclas de polimeros, polielectrolitos, etc.).

Tipicamente, la calibracion de los sistemas cromatograficos se efectia en
base a estandares comerciales de la misma naturaleza quimica del polimero a analizar y de
caracteristicas moleculares conocidas. En general, los procedimientos de calibracion
tienen ambigiiedades, porque no siempre se conocen con precision las masas molares de
los estindares, y estas incertidumbres originan importantes errores en las DMMs

estimadas. En tal sentido, el problema de la calibraciéon cromatografica no puede
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considerarse totalmente resuelto; y muchas veces resulta imposible tener una cota ajustada
de las incertidumbres involucradas, aun en el caso mds simple de los homopolimeros
lineales. Con la aparicién de los sensores de masa molar, el problema de la calibracién en
SEC lejos de resolverse, se ha diversificado. La calibracion ad hoc obtenida con un sensor
de masa molar se obtiene a partir del cociente entre dos sefiales cromatograficas, y las
estimaciones son inciertas debido a los desplazamientos relativos de las sefales medidas, y

a la baja relacién sefal/ruido en las colas de los cromatogramas.

El E.I. se debe fundamentalmente a la dispersion axial en las columnas de
fraccionamiento; e introduce importantes errores cuando se estiman DMMs muy angostas,
o DMMs mads anchas que poseen picos u hombros angostos. El efecto del E.I. sobre la
DMM estimada es variado. En el caso de SEC con deteccion mésica, la DMM estimada
resulta mds ancha que la real; sin embargo, cuando se utilizan sensores de masa molar, el
E.I. produce un angostamiento ficticio de la DMM. Los problemas asociados al E.L
constituyen un drea de investigacion de interés actual, en particular para mejorar la
caracterizacion molecular de polimeros angostos. Las herramientas utilizadas incluyen el
modelado (tanto fenomenoldgico como detallado) del proceso de fraccionamiento por
tamafos, como también un uso intensivo de técnicas de tratamiento de datos,

particularmente para la resolucién de problemas inversos mal condicionados.

La caracterizacion molecular de polimeros cromatograficamente complejos
por SEC es un ambito de investigacion relativamente poco explorado. Se acepta
normalmente que la técnica SEC es incapaz de fraccionar copolimeros o polimeros
ramificados por tamafio molecular. Sin embargo, la descripcion del fraccionamiento de
tales moléculas no ha sido intensivamente tratada en la literatura; y en tal sentido, no se
tienen precisiones acerca de los errores cometidos en la estimacion de las propiedades

moleculares de estos polimeros a través de las metodologias tipicamente utilizadas.
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Por ultimo, otra dificultad se presenta cuando se desea caracterizar por SEC
polimeros hidrosolubles, debido a que comienzan a jugar mecanismos de fraccionamiento
alternativos a la exclusiéon pura, tales como interacciones electrostaticas
polimero / solvente / relleno, y consecuentemente efectos de adsorcidén, desorcion,
repulsion, exclusién idnica, etc. En este trabajo se investigan las mejores condiciones para
el andlisis de algunos polimeros solubles en agua, tanto aniénicos [poli(acido acrilico)],
como catidnicos (quitosanos), o neutros (almidones y dextranos). El Grupo de Polimeros
del INTEC (donde se desarrolla esta tesis) no cuenta con experiencia previa en la
caracterizacion de polimeros por SEC en fase acuosa, y en tal sentido los desarrollos que
se presentan constituyen un primer avance hacia una explotacion futura més intensiva de

la técnica.
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CAPITULO |. Cromatografia Liquida de Exclusion con Multiple

Deteccion. Consideraciones Generales

[.1. Introduccidén

La cromatografia liquida de exclusion (SEC; del inglés Size Exclusion
Chromatography) es una técnica analitica que permite fraccionar las moléculas de
polimero de acuerdo a su tamaifio en solucion (las mds grandes eluyen primero y las mas
pequefias al final), para luego analizar las diferentes fracciones del eluyente. Idealmente,
el fraccionamiento es controlado solamente por interacciones entrOpicas, y no debe
involucrar ninguna interaccion entélpica. Desde su aparicion a mediados de los 60’s, la
técnica ha sido ampliamente investigada y mejorada (Yau et al., 1979, Provder, 1984,
1987; Wu, 1995). La antigua denominacion cromatografia de permeacion por geles (GPC;
del inglés Gel Permeation Chromatography) se debi6 a que los rellenos de las columnas
originales eran geles orgdnicos blandos. El nombre de cromatografia de filtracién por
geles (GFC; del inglés Gel Filtration Chromatography) se aplica usualmente al andlisis de

biopolimeros hidrofilicos.

SEC es actualmente la técnica analitica mas utilizada para determinar la
distribucién de masas molares (DMM) de un polimero. Otras aplicaciones de SEC
incluyen la determinacién de las distribuciones de composicion quimica (DCQ) de un
copolimero, del grado de ramificaciéon (DGR) de un polimero ramificado, la identificacién
de aditivos presentes en un polimero, el pretratamiento de biopolimeros (SEC
preparativa), etc.

El equipamiento mds antiguo incluia solamente detectores instantdneos de

concentracion como refractometros diferenciales y espectrofotometros de una unica

longitud de onda UV. De esta forma, SEC es una técnica relativa (o no absoluta), en el
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sentido que se requiere una calibracion de masas molares para transformar las abscisas de
los cromatogramas (eje de tiempo o volumen de retencién) en masas molares.
Recientemente, el desarrollo de detectores “sensibles a las masas molares” (tales como
viscosimetros y sensores de dispersion de luz), han convertido a SEC en una técnica
absoluta para determinar la DMM, y en algunos casos también permite determinar otras
caracteristicas tales como las ramificaciones. El alto costo de estos sensores explica su

escasa difusion.

l.1.a. Conceptos Basicos

Un sistema de SEC es esencialmente un cromatdgrafo liquido de alta
performance con columnas conteniendo un relleno poroso cuyo tamafio de poro se
encuentra en el orden del volumen hidrodindmico de las moléculas de polimero
analizadas. En la Figura 1.1 se muestra un esquema tipico. El solvente filtrado y
desgasificado circula desde el reservorio hacia una bomba isocrética de alta presion. La
bomba impulsa a la fase mévil a través de una serie de capilares hacia el inyector,
columnas y detectores. El inyector introduce la solucién de polimero en la corriente de alta
presion. Una precolumna y un filtro (con didmetros de poro entre 0.5 y 2 um) evitan el
ingreso de particulas en las columnas. El relleno de las columnas analiticas consiste en
particulas porosas con didmetros entre 5 y 30 wm, que permiten separar el analito de
acuerdo a su tamano, eluyendo primero las moléculas mas grandes y finalmente las mas
pequefias. Las variables de operacion tipicas son: caudal, 1 mL/min; concentracién de la
muestra, 1 mg/mL; y tiempo de fraccionamiento, 1 h. Los detectores se pueden clasificar
en dos grandes grupos: sensibles a la concentracién, y sensibles a la masa molar.
Finalmente la muestra y la fase mévil luego de pasar por los detectores, son transportadas

hacia el reservorio de descarte.

La operacion del sistema cromatogréifico se efectia con una PC, que permite
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monitorear las variables del proceso (caudal, presion, temperatura, etc.), sincronizar la
inyeccién con el tiempo de adquisicion, digitalizar y almacenar las sefiales de los

detectores; y visualizar los resultados del andlisis.

+«— Detectores Detectores
________________ . Sensiblesala Sensibles ala
Masa Molar Concentracion

I__l—>;:|
|

l Solvente Fresco

Amortizuad Inyector
mortiguador ; ~
& I=—>Precolumna Filtro Sefiales de los
:E I Filtro (PN Detectores
o o ~ /::K
Bomba RN Seiial de
Isocratica ﬂ “~Inyeccion
S v.Y Descarte
Seiiales de Caudal y Presion | Computadora

Personal

Figura I.1. Diagrama esquemdtico de un cromatégrafo para SEC. Los principales
componentes son: una bomba isocrdtica, un inyector (manual o

automatico), las columnas de fraccionamiento, y el sistema de deteccion.

[.1.a.i) Polimeros Simples y Complejos

Un polimero es cromatograficamente “simple” cuando todas las moléculas en
la celda de deteccion tienen el mismo volumen hidrodindmico (resolucién perfecta), y
ademds existe una relacion uno a uno entre el volumen hidrodindmico y la masa molar.
Polimeros simples son basicamente los homopolimeros lineales flexibles, y en este caso la
DMM define completamente su estructura macromolecular. En contraste, las mezclas de
polimeros, los copolimeros, y los polimeros ramificados son cromatograficamente
“complejos” en el sentido que (para un volumen hidrodindmico dado), una amplia
variedad de masas molares coexiste en la celda del detector. Aparte de la DMM, se

requieren distribuciones adicionales para caracterizar a estos polimeros complejos. Por
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ejemplo, para los copolimeros debe determinarse la DCQ, mientras que para los
homopolimeros ramificados se estima la DGR, o el nimero de ramas por molécula (Berek,

2000; Meira, 1991; Radke et al., 1996).

Cuando un polimero simple es analizado bajo condiciones de SEC ideal, cada
fraccion del eluyente tiene una masa molar uniforme, y por lo tanto, en principio se
pueden obtener DMMs exactas. En contraste, cuando por ejemplo se analiza un
homopolimero aleatorio ramificado, a todo volumen de retencion existird una variedad de
masas molares en la celda de deteccion (desde moléculas lineales de baja masa molar
hasta moléculas altamente ramificadas de mayor masa molar). Por esto, los polimeros
complejos generan en las celdas de deteccion el denominado “fendmeno de
polidispersidad local”, atin bajo condiciones de fraccionamiento perfecto (Mourey y
Balke, 1998; Netopilik, 1998a). En este caso, los sensores proveen sefales que son
proporcionales a alguna propiedad promedio instantidnea, tales como la composicion

quimica media o la masa molar media en peso.

[.1.a.ii) Distribucion de Masa Molar

La DMM es normalmente la caracteristica macromolecular mds importante
presentada por todos los polimeros sintéticos y naturales. Estrictamente, las DMMs son
discretas. La DMM en ntimero representa el nimero de moles (o cualquier otra variable
proporcional, como la fracciéon molar, la molaridad, etc.) vs. la masa molar. La DMM en
peso representa la masa (o cualquier otra variable proporcional, como la fraccién masica,
la concentracién, etc.) vs. la masa molar. Para homopolimeros, la masa molar es
proporcional a la longitud de cadena, y por lo tanto es un multiplo de la masa molar de la
unidad repetitiva (Apéndice I). La macroestructura de un copolimero lineal esta dada por
la distribucién bivariable de masas molares y composiciéon quimica (Meira, 1991; Kilz,

2001). Las distribuciones univariables de masas molares y de composicién quimica se
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obtienen por la integracion apropiada de la distribuciéon bivariable. En el caso de un
copolimero estadistico (ain bajo resolucion perfecta), la masa instantdnea depende de la
composicién quimica y esta dltima variable puede cambiar con el volumen hidrodindmico.
Por esta razén, en la celda de deteccion existird una distribucién de masas molares con
distinta composicién. Claramente, SEC es incapaz de separar todas las masas molares

posibles.

La DMM acumulada, W(M) continua se define como:

0
W(M) = IMM

b dM = masa de muestra con masas molares < M @D

donde dw®/dM vs. M representa la DMM diferencial continua en masa en un eje lineal
de masa molar, M. Alternativamente, la DMM diferencial continua en eje M logaritmico,

dw/dlogM vs. logM, es mas utilizada en SEC. Es necesario relacionar las ordenadas de

ambas DMMs continuas, para que el drea bajo la curva sea proporcional a la masa (o a la

concentracion).

La calibraciéon de masa molar, M(V), relaciona la masa molar con el volumen
de retencidn, V, y se obtiene a partir de la inyeccion de estdndares angostos de masa molar
conocida, y usualmente se representa en eje logaritmico como logM(V) (Fig. 1.2.). Para
dos pares cualesquiera (M, V) y (M,, V,) de M(V), la masa de moléculas contenida en el
rango [M,-M,] (o equivalentemente, en [logM —logM,]) debe ser igual a la masa de
moléculas que eluyen en el rango de volumen de retencién [V,—V5]; y por lo tanto:

u, dw® (M)

g, dw(logM)
- Ry = [ elosaD

V2
logM = V)ydv 1.2
log M, dlogM d Og JVI C( )d ( )

donde ¢(V) es el cromatograma continuo (concentracién masica). El signo menos en la Ec.
(I.2) indica que incrementos positivos de dM corresponden a incrementos negativos de dV.

A partir de la Ec. (I.2), las ordenadas de las dos representaciones de DMMs continuas
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estan interrelacionadas a través de:

0 0
dw _ dM dw' o oem (L3)
dlogM  dlogM dM dmM

4 Rango

|
logM ! de fraccionamiento
| Lineal

»

1 . |
$35 40 45 50 55 60} V[mL]
Ve Vi

Figura L.2. Calibracién de masa molar tipica.

Asumiendo ahora que la c(V) continua es muestreada a intervalos regulares
AV, se obtiene el cromatograma discreto ¢;(V)); donde j (= 1, 2,...) son los puntos de
muestreo. Considerando que la masa total de muestra estd concentrada en los j puntos de
discretizacion, wj(M;) es la DMM discreta en eje lineal M, y la masa, w;, de cada punto es:

0
W - {de)

Y, } AM ; =c; AV (14)
j

donde [dw° (M)/dM ] j es la ordenada (en M;) de la DMM continua con eje M lineal.

Mientras AV es constante para todo j, esto no es cierto para los correspondientes AM;,
debido a la naturaleza logaritmica de la calibracion de masa molar. Por tal motivo, una

DMM continua con eje lineal M no puede graficarse directamente a partir de w;(M))
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discreta uniendo los valores sucesivos de wj; sino que debe efectuarse una correccién de

ordenadas, que se deriva de la Ec. (1.4):

[dwO(M)} M [AlogM,» ]=_0.4343 c;(V) )

dM |~ AM,/AV|AlogM, | M (V) AlogM ;/AV

La primera igualdad de la Ec. (I.5) indica que cada altura del cromatograma
discreto ¢; debe dividirse por la pendiente de la curva de calibracion AM/AV. El ultimo
término de la Ec. (I.5) resulta del hecho que AlogM;/AM; = 0.4343/M;. También, es de
notar que AlogMy/AV es la pendiente de la calibracion de masa molar en la forma
logM;(V;). Cuando logM(V;) es lineal, entonces AlogM/AV es una constante, y la
correccion por alturas de la Ec. (I.5) involucra basicamente una division por M;.

La correccién por alturas requerida en la Ec. (I.5) se simplifica cuando se

representa la DMM discreta con un eje M logaritmico. A partir de la version discreta de la

Ec. (1.2), resulta:

dlogM |. - (16)

dw(log M) 3 C;
AlogM ; /AV

En la Ec. (1.6), AlogMy/AV es una constante para una calibracion lineal, y por lo tanto
[dw/ dlogM ] ; vs. logM; puede representarse directamente con una poligonal uniendo las
alturas del cromatograma c;, sin necesidad de correccion por alturas.

Ahora, se derivardn las expresiones para calcular las diferentes masas

molares medias. El k-ésimo momento (4;) de la DMM discreta w;i(M)) es:

dw’ (M
M =YXM w, =YM c,Av=-YM dw (M) AM (L7)
j j j S

donde se acepta que k puede tomar cualquier valor real. A partir de la Ec. (1.7), resulta:
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Masa molar media v o- /170 _ Yy w; _ ch 152
en nimero: Aq Lwi /My Y IM,
Masa molar media V- ﬁ _ ZMj w; _ ZMj c; 15b)
en peso: Ao LW, Xe
M 1 di 2 2
asa molar media i _&_ZMJ. wj_ZMj ¢, 18.0)
zooa M.w._ZM-c- o
z: 1 Z J J I
Masa molar media 1/a a la a Ve
*V :[;La} - M — m (1.8.d)
en viscosidad Ao Yw; Ye;

El lado derecho de las Ecs (1.8) se utiliza para calcular las masas molares
medias directamente a partir de las alturas de los cromatogramas y de la calibracion de
masa molar, sin necesidad previa de representar la DMM con un eje M lineal. Esto evita

los errores numéricos asociados con la transformacién no lineal de la Ec. (1.5).

[.1.a.iii) Particion Controlada por la Entropia
La distribuciéon de tamafios de poros de las particulas del relleno debe
encontrarse en el orden del volumen hidrodindmico de las moléculas del analito. Las
macromoléculas mas pequefias presentan una mayor probabilidad de circular a través de la
mayoria de los poros, mientras que las moléculas mas grandes circulan a través de una
fraccion reducida de poros. Asi, las moléculas mds grandes eluyen primero, mientras que
las pequeifias salen al final del cromatograma.
En SEC ideal, el fraccionamiento se produce por tamafos, y no involucra
interacciones entdlpicas entre el analito y la fase estacionaria. El volumen al cual eluye

cada molécula puede calcularse segin (Janca, 1984; Malawer, 1995; Berek, 2000):
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V=V, + KV, (Vo=Vi=Vo); (O<Ksec< 1) (1.9)

donde V., es el volumen de exclusion total; V;, es el volumen de poro; V; es el volumen de
permeacion total (Fig. 1.2); y Ksgc es el coeficiente de distribucion o particion SEC (una

funcién del volumen hidrodindmico) del soluto entre la fase estacionaria y la fase mévil.

Se han desarrollado muchos modelos teéricos que predicen el coeficiente de
particion Ksgc como una funcién del mecanismo de fraccionamiento, de los efectos extra-
columna, de la asimetria de los picos cromatograficos, etc. (Cassasa, 1976; Potschka,
1993; Busnel et al., 2001; Netopilik, 2002; Vander Heyden et al., 2003; Felinger, 1998).
Generalmente, estos modelos consideran procesos tales como la transferencia de masa
entre las fases, la dispersiéon molecular, y la difusién interna en el relleno de la columna.
Un buen modelo tedrico debe predecir tanto los cromatogramas medidos como las curvas
de calibracion. La principal dificultad de los modelos tedricos es la estimacidén de sus

parametros fisicoquimicos.

[.1.a.iv) Viscosidad Intrinseca y Volumen Hidrodinamico
En una solucion polimérica diluida, la viscosidad especifica mide el
incremento relativo de la viscosidad absoluta de la solucién (1) con respecto a la

viscosidad absoluta del solvente puro (1):

(1.10)

La viscosidad intrinseca, o nimero de viscosidad limite (IUPAC) se define

(en el limite de dilucién perfecta), como:

[n]= limni L.11)

=0 ¢

donde c es la concentracion madsica del polimero. La viscosidad intrinseca de una molécula
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lineal en solucién esta relacionada con la masa molar a través de la ecuacion de

Mark—Houwink—Sakurada (MHS):
Ml=KM* (1.12)

donde K y « son funcién del solvente, del polimero, de la temperatura, y del segundo
coeficiente del virial, A, (Brandrup e Immergut, 1989; Burchard, 1999). Los valores de K,
o'y A; estan disponibles en literatura para diferentes combinaciones polimero-solvente-

temperatura (Brandrup e Immergut, 1989).

En la condicién 6 (termodinamicamente ideal), no existen interacciones netas
entre el solvente “pobre” y el polimero, resultando: a¢=0.5 y A,=0 (Berek, 2000;
Burchard, 1999); y la conformaciéon de las moléculas disueltas es intermedia entre una
conformacion totalmente colapsada y una totalmente hinchada. Para evitar todas las
interacciones posibles polimero-polimero, se emplean buenos solventes que hinchan y

solvatan a las moléculas de polimero, resultando 0.6 < < 0.8 y A, > 0.

Si se considera un grupo de cadenas de polimeros lineales y flexibles de masa
molar uniforme (o constante) bajo condiciones 0, la ecuacién de Flory—Fox relaciona el
radio de giro medio cuadratico R, (definido como la distancia media de las cadenas de
polimero desde su centro de gravedad a su extremo) de una molécula en solucién con la

viscosidad intrinseca y la masa molar, segtin (Burchard, 1999; Flory y Fox, 1951):

3 1 M
R, = 632 [[nzp ] (I1.13.a)

con:

d=d,(1-2.63a"+2.86a) (.13.b)
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o= I.13.¢)

donde o” (=0 -0.2) es un pardmetro de interaccién que tiene en cuenta las desviaciones
con respecto a la condicién 0 (@’ = 0); y Dy (= 2.55><1021) es una constante para M > 10*
g/mol. Para moléculas ramificadas flexibles, ®, aumenta con el grado de ramificacién

(Burchard, 1999).

La ecuacion de Einstein relaciona el producto [n]M con el volumen de una

esfera sélida hidrodindmicamente-equivalente de radio R y volumen V; (Flory y Fox,

1951):

1
MM = 307:NAV R*=25N,V, (1.14)

donde Vj, es el volumen hidrodindmico de la molécula de polimero y N4, es el nimero de
Avogadro. Comparando las Ecs (I.13.a) y (I.14), se puede ver que Rg3 en la Ec. (I.13.a) es
otra medida del volumen hidrodindmico.

Para una masa molar dada, una molécula ramificada presenta valores de V}, y
de [n] inferiores a los de su homdlogo lineal. Una medida de esta contraccién volumétrica

estd dada por el pardmetro de ramificacion, g, definido como:

R
g:Ré <l; (My=My) (1.15)

donde los subindices “b” y “£” indican molécula ramificada y lineal, respectivamente.
Para distintas topologias de ramas que incluyen puntos de ramificacion tri- y/o
tetrafuncionales, Zimm y Stockmayer (1949) desarrollaron expresiones tedricas que
correlacionan g con el nimero medio —en ndmero, b,(M), o en peso, by(M)— de ramas por

molécula. Para puntos de ramificacion trifuncionales, estas expresiones son:
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0.5 —0.5
g(M){[Hb“(M)] +4b“(M)] (1.16.2)
7 on

05
6 1({2+b,(M) [2+b, (M)]* +[b., (M)]*
M)= T I . w -1 L16.

Para polimeros con ramas largas aleatorias y puntos de ramificacion tetrafuncionales,

resulta:

0.5 -0.5
g<M>=[[1+bn<M>] 4b<M>] @170
6 3n
8 = b (M) (I.17.b)

Un segundo pardmetro de ramificacion, g’, se define a partir de la relacion de

volimenes hidrodinamicos (o de viscosidades intrinsecas), como:

Vo Iy M,y _ [l <1

v, My =M 118
Vo, MM, [l (My, = M) (L18)

A diferencia de g, el pardmetro g’ se puede determinar facilmente a partir de
mediciones de viscosidades intrinsecas. A la fecha, no existen expresiones tedricas que
relacionen g’ con el nimero de ramas por molécula; y en su lugar, se relacionan los dos

parametros de contraccion, a través de un pardmetro empirico, €, segun:
g'=g° (1.19)

En teoria y bajo condiciones 0, las Ecs (I.13.a, .15, 1.18, 1.19) sugieren que &= 3/2.
Desafortunadamente, € ha sido estimado s6lo para unos pocos sistemas polimero-solvente

(Burchard, 1999); y ademas, se reportaron variaciones de € con la masa molar (Tackx y

Tacx, 1998; Vega et al., 2001a).
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[.1.a.v) Resolucion y Eficiencia de Columna en SEC

La resolucion en SEC mide la capacidad de un sistema de fraccionamiento
para separar dos picos angostos y cercanos. La resolucién puede mejorarse tanto por el
aumento de la eficiencia de la columna (por ej., utilizando rellenos con particulas porosas
mas pequeiias); y/o aumentando la longitud de la columna (lo que origina una disminucién

en la pendiente de calibracion).
Si se considera el andlisis de dos polimeros uniformes de diferentes masas
molares, la resolucién de la columna (R, se define por (Dawkins, 1978):

_20-V))

= 1.20
Aw, + Aw, 120)

col

donde ‘7, y Aw; (i = 1, 2) son el volumen de retenciéon medio y la amplitud media del pico
(medida en los puntos de inflexién), respectivamente.

La eficiencia de la columna se mide por el nimero de platos tedricos (N).
Este concepto fue introducido por Martin y Synge en 1941 para cromatografia de particién
liquido-liquido, despreciando la difusién de solvente entre los platos (Martin y Synge,
1941; Mori, 1988; Felinger, 1998). La columna se considera dividida en una serie de capas
consecutivas (o “platos”), y en cada plato se alcanza un equilibrio de separacién perfecto.
La eficiencia de la columna aumenta con N. En general, N aumenta con la temperatura y
con la reduccién de: el tamafio de particula, la masa molar, el caudal del solvente, y la
viscosidad del solvente. Para un polimero uniforme, N esta dado por (Dawkins, 1978):

14

2
N=16L(j 1.21)

Aw

donde L es la longitud de la columna. El espesor (o altura) de cada plato es H=L/N.

Existen otros métodos de célculo de N, donde V. se toma como el volumen

1
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correspondiente al maximo del pico y Aw representa la amplitud del pico medida en las

alturas correspondientes a la mitad de la altura méxima del pico.

Idealmente, la muestra empleada para determinar N debe cumplir con los
siguientes requisitos: (a) ser de baja masa molar, uniforme, y libre de isémeros o
impurezas; (b) no presentar interacciones indeseables con el material de relleno, tales
como adsorcién o intercambio i6nico; y (c¢) brindar una buena respuesta al detector
utilizado. En SEC en fase orgdnica con rellenos basados en poliestireno y THF o
cloroformo como fase mdvil, las condiciones mencionadas se logran empleando benceno,
metanol, y acetona. En SEC en fase acuosa, la muestra 6ptima depende de la naturaleza
del relleno y de las condiciones experimentales, aunque en general se utilizan los

siguientes compuestos: etilenglicol, p-toluensulfonato de sodio, glucosa, y fenilalanina.

I.1.b. Detectores

En general, los detectores utilizados en SEC son los mismos que en
cromatografia liquida de alta performance (HPLC); aunque sélo un nimero limitado de
detectores se emplean en SEC de polimeros. Estos detectores se pueden dividir en dos
grupos: a) mdsicos; y b) de masa molar. Los detectores mésicos se pueden dividir en: 1)
universales: refractometro diferencial, detector de densidad, y detector evaporativo de
dispersion de luz; y 1ii) selectivos: espectrofotometro ultravioleta (UV), vy
espectrofotometro infrarrojo (IR). Los detectores de masa molar miden: 1) viscosidad
especifica (viscosimetros de capilar Unico, de dos capilares, y diferencial); ii) dispersion
de luz (de bajo adngulo, de 4ngulo fijo, de dos dngulos, y multidngulo); y ¢) de presioén
osmotica, no disponible ain comercialmente.

Los sensores de masa molar son particularmente utiles cuando la naturaleza
de la muestra es desconocida y/o cuando se analizan polimeros cromatograficamente

complejos. En ambos casos, es necesario utilizar ademés un sensor masico para realizar el
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tratamiento de los datos.

[.1.b.i) Refractémetro Diferencial (DR)

El DR es el sensor “universal” en SEC, ya que el indice de refracciéon de una
solucién de cualquier polimero es generalmente mayor que el indice de refracciéon del
solvente puro. Para homopolimeros, la variaciéon del indice de refraccion An es

proporcional al cambio de la concentracion del polimero:

An(V) = grclc(V) (1.22)

donde dn/dc es el incremento especifico del indice de refraccion con la concentracién.
Cada combinacién polimero-solvente tiene un valor de dn/dc caracteristico que depende
de la temperatura y de la longitud de onda. Desafortunadamente, dn/oc también presenta
una ligera dependencia con la masa molar, aumentando con M para oligdmeros, y
alcanzando un valor constante para M > 20000 g/mol. Si este efecto no es corregido, las

colas de baja masa molar del cromatograma de concentracién resultan levemente
subestimadas y en consecuencia el M , global es sobrestimado. Para copolimeros, la Ec.
(I.22) solamente es viélida cuando todos los comondmeros presentan igual dn/dc, y/o
cuando la composiciéon quimica no cambia con la masa molar (Meira y Vega, 2004).

Si se denomina spr(V) al cromatograma de DR corregido por linea de base,
entonces para homopolimeros, la sefial de DR es proporcional a la concentracion maésica

instantanea:
spr (V) =Kpg c(V) (1.23)

donde Kpr depende de la ganancia del instrumento y del dn/dc; pero sélo se requiere su
valor cuando se necesitan conocer valores absolutos de ¢(V). Un valor constante de Kpg se

puede obtener experimentalmente inyectando una serie de soluciones del polimero
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analizado de concentraciones conocidas, y midiendo las &reas bajo los spr(V)
correspondientes. Luego, Kpr es la pendiente de la recta de regresion lineal resultante.
Con este procedimiento, no se requiere conocer el valor de dn/dc, pero la calibracién

obtenida s6lo puede aplicarse al polimero analizado.

En el caso de copolimeros compuestos por dos comondémeros A y B que

exhiben diferentes dn/dc, spr(V) resulta (Meira y Vega, 2004; Meira et al., 2004):

spr(V) = Kpr.a pa(V) ¢(V) + Kpr g [1-pa(V)] c(V) (L.24)

donde pa(V) es la fraccién madsica instantdnea de A, y Kpr a, Kpr s son las constantes de
calibracion del sensor DR respecto de A y B (obtenidas inyectando masas conocidas de los
homopolimeros de A y B, respectivamente).

La sefal de un DR presenta una fuerte dependencia con la temperatura, y la
deriva en su linea de base generalmente es indicativa de un control de temperatura
deficiente en la celda de detecciéon. La sensibilidad de un DR a la concentracién de
polimero es relativamente baja (= 10~ mg/mL). Un DR exhibe una respuesta lineal en un

amplio rango de concentraciones que cubre dos o tres 6rdenes de magnitud (Meira et al.,

2004).

[.1.b.ii) Sensor UV

Muchos solventes orgédnicos son transparentes a la radiacion UV, mientras
que algunos polimeros absorben a longitudes de onda (A) especificas del espectro UV. Por
esta razén, los sensores UV se utilizan para detectar tanto la concentracién total
instantdnea (en el caso de homopolimeros) como la concentraciéon de grupos atémicos
especificos (en copolimeros). La absorbancia (A) estd relacionada con la concentracion

instantidnea de los grupos quimicos que absorben, cj, a través de la ley de Beer:
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I
AWV, A) = 1ogT0M =0Y.6,(4) ¢;(V) (1.25)

donde /; e Iy son las intensidades de la luz transmitida a través de las celdas que contienen
la solucién de polimero y el solvente puro, respectivamente; ¢ es la longitud de la celda; y
0; es la absortividad molar de los grupos que absorben, que depende del polimero, del

solvente, y de la longitud de onda (Snyder et al., 1997).

A A fijo, los sensores UV son superiores a los DR para determinar la
concentracion instantdnea de homopolimeros, debido a su menor sensibilidad a los
cambios de temperatura. Para un dado sistema homopolimero-solvente y a una unica

longitud de onda, la sefial de un cromatograma UV es:
suv (V) =Kyy c(V) (1.26)
donde la constante de calibracién Kyy puede estimarse siguiendo un procedimiento similar

al previamente descripto para Kpg.

En el caso de copolimeros compuestos por dos comondémeros A y B que

exhiben diferentes absortividades, syv(V) resulta (Meira et al., 2004):

suv(V) = Kuv.a pa(V) ¢(V) + Kuv g [1-pa(V)] ¢(V) (L.27)

donde Kyva, Kyvp son las constantes de calibracion del sensor UV respecto de A y B,

(obtenidas inyectando masas conocidas del homopolimero A y B), respectivamente.

Una aplicacién importante de los sensores UV es la determinacién de la
composicion instantdnea de un copolimero (ver Seccién L2.c.). Con los
espectrofotémetros en linea con arreglo de diodos UV-Vis se puede obtener el espectro
completo UV-Vis instantidneo del eluyente, y resultan particularmente utiles para

determinar la naturaleza quimica de copolimeros y de aditivos de baja masa molar.

En general, los sensores UV exhiben una alta sensibilidad lineal sobre un
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amplio rango de concentracidn, y son poco sensibles a las variaciones en el caudal y la
temperatura. Los solventes deben presentar una baja absorbancia a las A de trabajo; y por
esta razon los solventes aromdticos, cetonas, dimetilformamida, ésteres, y cloroformo no
pueden utilizarse a A < 250 nm. También, algunos contaminantes de solventes (por

ejemplo, los peréxidos en THF) pueden afectar considerablemente la sefial UV.

I.1.b.iii) Detectores de Dispersién de Luz (LS)

La sefial de LS es el exceso de Rayleigh (ARg), que mide (a uno o mds
angulos de deteccion 0) el exceso de la intensidad de luz dispersada por la solucién de

polimero con respecto al solvente puro. Para soluciones diluidas se verifica (Burchard,

1999; Jackson y Barth, 1995, 2004; Wyatt, 2003):

Kyse(V) _ 1 .\
ARy (V) M, (V)P(O)

2A,c(V) (1.28.2)

con:

1 167[2 n(% 2 2
= R;,(V) sen“(0/2) 1.28.b
P(6) 3 (1280)
47’ n2(9n/dc)?
K, = ng( n/oc) (L28.c)
)\'O NAV

donde Kjs es la constante Optica dada por la Ec. (1.28.c); P(0) es una funcién de
dispersion, que describe la variacion angular de la intensidad de luz dispersada, y depende

del tamafo y la forma de las moléculas de polimero disuelto; A, es el segundo coeficiente
del virial; ng es el indice de refraccion del solvente; A es la longitud de onda; y R; , esel
radio de giro z-medio cuadrético.

La masa molar media instantanea, M(V), se obtiene efectuando la doble
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extrapolaciéon {¢ — 0,y 8 — 0} en las Ecs (1.28), y a las bajas concentraciones empleadas
en cromatografia, es posible despreciar el término de interaccién polimero-polimero,

2 A, c. Con estas consideraciones, la sefial del LS se reduce a:
sisV)=AR,(V) =K gc(VI)M (V) (1.29)
Si se combina la Ec. (I.29) con la sefial de DR [Ec. (I.23)] se obtiene:

Kpr sps(V)

MuV)= Kis spr(V)

1.30)

Entonces, una medicién absoluta de la masa molar se obtiene a partir del cociente entre las

sefales de LS y DR, y en tal caso no se requiere la calibracién directa.

Para cumplir con la condicién de 8 — 0, se han desarrollado dos tipos de
sensores. En los detectores de LS a bajo angulo (LALLS), las mediciones se realizan a
angulos suficientemente pequefios (por ejemplo, entre 3 y 7°). En los detectores de LS
multidngulo (MALLS), las mediciones se realizan a varios dngulos fijos, y se debe

efectuar la extrapolacién a 8 = 0.

Existen instrumentos comerciales con 2, 3, 7, y 18 dngulos de medicién, 6.
M,(V)y R; , (V) pueden obtenerse a partir de ¢(V) y del grupo de cromatogramas de LS,
ARy(V), a través de la version simplificada del procedimiento de Zimm-plot (Wyatt,

2003). A cada V, la funcién experimental [Kys c(V) / ARgi(V)] vs. senZ(Oi/Z) se ajusta con

una recta por regresion lineal; y M, (V) se obtiene a partir de la ordenada mientras que

R; , (V) se obtiene de la pendiente [ver Ecs (1.28)].

La representacion de log Rg2 , vs. logM se denomina grifico de conformacion,

y brinda informaciéon sobre la linealidad de las moléculas, en forma similar a la

informacioén dada por el griafico de MHS, log[n] vs. logM. Para moléculas lineales, las
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pendientes de los graficos de conformacién varian entre 0.5 y 0.6, mientras que las
moléculas ramificadas exhiben pendientes menores. Debido a que Réz se obtiene por
interpolacién a varios dngulos de medicion, esta variable no puede obtenerse con
detectores LALLS. Ademads, muchos sensores LS pueden emplearse fuera de linea, y en

este caso se pueden determinar los promedios globales para el polimero total, M w Y R; .-

La calibracién de un sensor LS consiste en estimar la constante 6ptica de la
Ec. (1.28.c). Debido a la dependencia cuadritica de Kis con dn/dc, se requieren
mediciones exactas de dn/dc para obtener estimaciones exactas de M. Los valores de
on/dc para varios sistemas polimero-solvente y a varias longitudes de onda se encuentran
tabulados (Brandrup e Immergut, 1989).

Para tener en cuenta las posibles variaciones en dn/dc debido a variaciones en
A (por ejemplo, cuando la A a la cual se conoce el dn/dc difiere de la del sensor LS), se

puede emplear la siguiente correlacion (Brandrup e Immergut, 1989):

3'2 = k'+i; (131)

donde k’ y k” son la ordenada y la pendiente, respectivamente, del gréfico lineal de dn/dc
vs. (1/A%). Para una solucién polimérica dada, dn/dc varia linealmente con ny. Por esta
razon, el dn/dc de un sistema dado polimero-solvente puede estimarse por interpolacién
entre valores conocidos de dn/dc del polimero en diferentes solventes.

Para copolimeros, la estimaciéon de M,(V) en linea por SEC/ (DR +LS)
solamente es posible cuando (Jackson y Barth, 1995, 2004; Wyatt, 2003): 1) ambos
comondémeros exhiben el mismo dn/dc; o 2) el copolimero es homogéneo (es decir, su

DCQ es muy angosta). En estos casos, el copolimero puede tratarse como un pseudo—

homopolimero, y pueden aplicarse las Ecs (I.28). De lo contrario, solamente se puede
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determinar una masa molar instantdnea aparente, MW*(V), que depende de ny. Finalmente,
el M w global de un copolimero puede estimarse a partir de mediciones de LS fuera de
linea en al menos tres solventes de diferentes ny (Jackson y Barth, 1995).

Un detector LS tipico consiste de: i) una fuente de luz monocromatica
(normalmente, una luz laser polarizada verticalmente), que incide directamente sobre la
celda de deteccién; y ii) uno o mds fotodetectores que recogen la luz dispersada por las
moléculas en solucidn, a cada dngulo 6. Por convencién, 8 = 0° es la direccion de la luz
transmitida. En LALLS, la luz dispersada es medida a 3 < 8 < 7°. Bajo estas condiciones,
P(6)=1 en la Ec. (1.28.b), y M, se calcula con la Ec. (I.29). En la préctica, con los

sensores LALLS se obtienen buenas sefiales para polimeros de alta masa molar (M >

20000 g/mol, y R, > 20 nm).

En LS de dngulo recto (RALLS), las mediciones a 8 = 90° brindan una mayor
relacion sefial/ruido que a bajos dngulos. Estas sefales se aplican principalmente a la
medicion de oligdmeros, ya que para moléculas pequeiias P(0) = 1 y puede aplicarse la Ec.
(1.29).

En LS a dos dngulos (TALLS), las mediciones se realizan a dos dngulos (90°
y 15°), y es posible estimar M,, y R, , a través de las Ecs (1.28). Mejores estimaciones de
ambas variables se obtienen cuando se mide a varios dngulos (MALLS), ya que en este

caso se cuenta con mayor informacion. En la practica, algunos dngulos pueden brindar

escasa informacion ttil, y se los suele descartar durante el procesamiento de los datos.

[.1.b.iv) Detectores de Viscosidad Especifica (SV)
Distintos tipos de viscosimetros permiten medir o estimar en linea la
viscosidad especifica, 7. Dado que la 1y, es adimensional [Ec. (I.10)], no se requiere

ninguna constante de calibracion; y se puede asumir el cromatograma de viscosidad,
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ssv(V), como la sefial de viscosidad especifica instantdnea 7n.,(V); es decir:

ssv(V) = 15p(V) (1.32)

A las bajas concentraciones empleadas en cromatografia, la [7] instantdnea
[Ec. (I.11)] se puede obtener directamente a partir de la relacion de sefales (sin el

requisito de la extrapolacion a concentracion cero):

[1(V) = nep(V)/e(V) = Kpr [ssv(V)/spr(V)] (1.33)

Resultados algo mds exactos se obtienen a través de las siguientes expresiones de “un
punto” (Brandrup e Immergut, 1989), desarrolladas para estimar [77] mediante una Unica

medicion de concentracion y viscosidad:

[1(V) = b, V) =1n(n, (V) + D (134)

1—1In(
Mo Mo

ﬁﬁ[mvx_

mv5”5_2“
c(V)

(V)

donde la primera igualdad se utiliza cuando se miden c(V), n(V), y no; y la segunda
igualdad cuando se miden c(V) y ngp(V).

Todos los viscosimetros en linea se basan en la ley de Poiseuille, que calcula
la caida de presion (AP) causada por una solucidn polimérica de viscosidad 1, que circula

a un caudal g a través de un capilar de radio r. y longitud 7 :

8/
AP(V)=—5qnVV) (1.35)
r

C

La Ec. (I.35) indica que AP(V) «< n(V), para un capilar dado y a caudal constante.

Los viscosimetros en linea mds primitivos tenian un capilar tnico (Letot et
al., 1980; Lesec et al., 1988; Lesec y Volet, 1990; Kuo et al., 1990), y presentaban: (i)
baja sensibilidad (debido a la sefial extremadamente baja de AP); (ii) alta sensibilidad de

AP a fluctuaciones en el caudal; y (iii) alta sensibilidad de n y 1o a los cambios de
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temperatura. Estos problemas fueron superados considerablemente en los viscosimetros de
capilares multiples (Lesec, 2001), que miden simultdneamente 77y 7o, 0 7sp. En el circuito
de circulacion del solvente se incluye un reservorio de volumen mucho mayor al del
capilar, que permite medir la viscosidad del solvente mientras eluye la solucién
polimérica. En estos reservorios, la soluciéon se diluye tanto que a la salida se tiene
practicamente solvente puro. Estos reservorios deben purgarse frecuentemente para

eliminar cualquier traza de polimero.

La Fig. 1.3.a) muestra un esquema de un viscosimetro de dos capilares

idénticos conectados en serie, con un reservorio intermedio. Las mediciones son las caidas
de presion en cada capilar. En el primer capilar, AP o 1, mientras que en el segundo,
APy < no(V). Asi, Ny, = (Nn/Mo) - 1 = (AP/APy) - 1. En esta configuracion, las oscilaciones
en la temperatura y en el caudal se compensan automdticamente, ya que se presentan

simultaneamente en ambos sensores.

a)
Entrada DR

de Myestra R1 / R2 Descarte
g : c i :
:------' Reservorio'l-—-—--'

b)
a1
4a,
i >
Entrada Descarte
de Muestra

Figura L.3. Detectores de viscosidad. a) Viscosimetro de dos capilares en serie. b)
Detector Viscotek, Modelo 200, con refractémetro diferencial vy

viscosimetro de puente de Wheatstone.
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En la Fig. 1.3.b) se muestra el esquema de un viscosimetro de puente
Wheatstone (Haney, 1985 a,b), con cuatro capilares R1- R4 en puente, y un reservorio en
serie anterior al capilar R3. Inicialmente, el solvente puro circula a través de los 4
capilares, y AP = 0 porque los puntos medios de las ramas del puente estdn perfectamente
balanceados. Cuando la solucién de polimero llega al viscosimetro, los capilares R1, R2, y
R4 se llenan, pero el capilar R3 continta con solvente debido al efecto de dilucidn del
reservorio. De esta forma, se produce una diferencia de presion (AP) en el puente, y la 1y,

resulta (Haney, 1985b):

4 AP(V)
P.(V)=2APV)

Ny (V) = (1.36)

donde Pr es la caida total de presion en el sensor. Como Py = constante, y Pr>> AP,
entonces 1)y, < AP. Debido a su configuracion, este instrumento posee una sensibilidad
elevada, pero los desbalances en el caudal (por cada rama del viscosimetro y con respecto

al DR), pueden originar errores importantes.

[.1.c. Calibraciones de Masa Molar

Para estimar la DMM en un cromatdgrafo equipado tnicamente con un
detector de concentracion, se requiere de una calibraciéon de masa molar. Tal calibracién
depende del sistema cromatografico, de la naturaleza de los estdndares de calibracion, y de
las condiciones operativas (caudal, temperatura, etc). Para polimeros sintéticos, los kits de
calibracion mds comunes contienen estdndares angostos de poliestireno (PS) sintetizados
por polimerizaciones anidnicas. Para ciertos polimeros, s6lo se dispone de estdndares con

DMDMs anchas.

[.1.c.i) Calibracion Directa: logM( V)

La calibracién directa (Fig. 1.2) se obtiene a partir de estandares angostos de



CAPITULO I. Cromatografia Liquida de Exclusién con Miiltiple Deteccion ... 28

la misma naturaleza quimica que el polimero analizado. Cada estiandar de masa molar M;
origina un cromatograma angosto de volumen de retencién medio V;. Luego, se obtiene la
calibracién por interpolaciéon de los pares de datos experimentales (M;, Vi) con una
expresion analitica. La funcion logM(V) resultante es normalmente lineal en su zona
central, aunque a veces es interpolada con polinomios de orden 3 (polinomios de mayor
orden pueden producir oscilaciones poco realistas en la curva ajustada).

Generalmente, se desconoce la DMM exacta de los estdndares comerciales, y
s6lo algunas masas molares medias son provistas por los fabricantes. En general, existe
incertidumbre para obtener los valores experimentales de M; y V;. Para estdndares de baja

masa molar, los valores de M son razonablemente exactos (determinados por ejemplo
por osmometria de presién de vapor), mientras que los valores de M, (obtenidos por LS)

son relativamente erréneos. Lo opuesto sucede con los estdndares de altas masas molares.
Algunos proveedores reportan la masa molar del pico (Mp). Alternativamente, se suele
asignar al pico del cromatograma la media geométrica de las masas molares
medias (M, M W)O'5 ; pero esta expresion es estrictamente vélida para cromatogramas
normal-logaritmicos (Dawkins, 1984).

Si se dispone de estindares de masas molares diversas es posible cubrir el

rango dindmico de cualquier conjunto de columnas. Se debe evitar la degradacion de los

estdndares de masas molares ultra-altas durante su disolucion y fraccionamiento.

[.1.c.ii) Calibracién Universal: logJ(V)

La proporcionalidad entre []M y V} en la Ec. (1.14) sustenta el principio de
calibracién “universal” propuesto por Benoit ef al. (1967). Aun bajo resolucion perfecta,
un polimero cromatograficamente complejo exhibe una DMM en la celda del detector. En

este caso, Hamielec y Ouano (1978) probaron que M en la Ec. (I.14) deberia ser
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reemplazado por la masa molar media en ndmero instantdnea M,(V).

La calibracién universal, logJ(V), estd relacionada con la calibracion directa,

logM(V), a través de las constantes de MHS como:

log J(V) = log{[n] M}(V) = log {K M*"(V)} = logK + (a:+1) log M(V) (1.37)

por lo que si se conocen logJ(V) y logM(V), se pueden determinar las constantes de MHS,

a partir de la pendiente y ordenada de la gréfica de logJ(V) vs. logM(V).

La calibracion universal se requiere cuando no se dispone de estdndares del
polimero analizado y/o cuando se desconoce su naturaleza. También se aplica a
copolimeros, polimeros ramificados, y biopolimeros; o cuando un polimero desconocido
es analizado por viscometria en linea. Claramente, esta calibracién es “universal” sélo
para un cromatégrafo dado bajo condiciones operativas especificas (Provder y Kuo, 1999).
La forma de logJ(V) es similar a la forma de logM(V) presentada en la Fig. 1.2. En efecto,
cuando logM(V) es lineal y los coeficientes de MHS de los estdndares son constantes,

entonces logJ(V) también es lineal.

[.1.c.iii) Calibraciones “Ad Hoc”

Las calibraciones ad hoc dependen de la DMM del polimero analizado, se
obtienen por cociente de las sefiales medidas a partir de los sensores de masa y masa
molar, y representan las masas molares medias instantdneas asociadas con el sistema de
deteccién usado (Baumgarten et al., 2002; Jackson y Barth, 1995, 2004; Lehmann et al.,

1996).

En el caso de deteccion DR + LS la calibracién ad hoc, logM,,(V), se obtiene

a partir de la Ec. (I.30) como:
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\%
logM (V) = log{KDRsLS()} =K, + log[

1.38
Kis spr (V) (13%)

s.s(V) }
spr (V)

donde Ky, = log(Kpg / Krs).

En el caso de deteccion DR + SV, se obtiene la masa molar media
instantdnea basada en viscosidad M,(V). Para ello, se calcula [n](V) a partir de la Ec.
(I1.33); y se relaciona [n] con M a través de: a) las constantes de MHS [Ec. (I.12)], o b) la

calibracion universal logJ(V). Utilizando estas relaciones, resultan dos calibraciones ad

hoc posibles:

1/a
K ssy (V) - Ssv (V)
oot Vel DR SV _K, HNog| 28V 1.39.
ogM s (V) og{ K [SDR(V) H T Og[ SDR(V):| -
logM , ; (V) =logJ(V)-log| Kpp v
. Spr V)

(I.39.b)

=logJ(V)—logKpg — log{ SSV ((“i))}
DR

Donde K, =« . log(Kpg / K); y los subindices MHS y J indican con que dato se obtuvo la

calibracion.

Las Ecs (1.38, 1.39) s6lo son aplicables en la regiéon media de los
cromatogramas, debido a que en sus extremos la relacion sefal/ruido es baja y los
cocientes de sefiales resultan funciones oscilatorias y no lineales. En el Capitulo II se

analizaran diferentes fuentes de error que afectan a las calibraciones ad hoc calculadas.
|.2. Tratamiento de Datos en SEC

l.2.a. Estimacién de la Distribucion de Masas Molares (DMM)

[.2.a.i) DMM de un Homopolimero Lineal
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La DMM de un homopolimero lineal puede estimarse combinando una sefial
madsica con: (1) la calibracién directa, logM(V), originando w(logM); y (2) una calibracién
ad hoc, logM(V), logM,mus(V), logM, ;(V), originando w(loghMy), w(logM,mus) 0
w(logM, ;). En el caso (2), las calibraciones ad hoc exhiben oscilaciones en las colas de los
cromatogramas, y puede adoptarse como solucién despreciar las colas de la DMM, con la
consiguiente subestimacién de la polidispersidad global. Una solucién mads adecuada
consiste en extrapolar la tendencia exhibida por la calibraciéon en la regiéon media del
cromatograma. Por ejemplo, Brun et al. (2000) estimaron un polinomio logM(V) que
minimiza los errores cuadraticos medios entre ARy(V) medido y su prediccion de acuerdo

ala Ec. (1.30); y luego lo extrapolaron hacia las colas del cromatograma.

[.2.a.ii) DMM de un Copolimero

La determinacion de la DMM de un copolimero resulta mas engorrosa debido
a que también presenta una DCQ (para una misma masa molar existirin moléculas con
distinta composicién).

Para estimar la masa molar instantinea suele emplearse la calibracion
universal, o los coeficientes de MHS del copolimero analizado. Para copolimeros en
bloque, se ha propuesto estimar los coeficientes de MHS por interpolacién (con la

composicién quimica) entre los pardmetros de los homopolimeros correspondientes

(Goldwasser y Rudin, 1983).
En el caso de un copolimero bloque (AB) con deteccién DR + UV, y donde
ambos comonémeros exhiben diferentes dn/dc y absortividades, las Ecs (1.24, 1.26)

permiten calcular el cromatograma mdsico, c(V), a partir de una combinacién lineal de los

cromatogramas spr(V) y suv(V), y de las calibraciones Kpg a, Kpr 3, Kuv.a, ¥y Kuvs:
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I<UV,A - I<UV,B I<DR,B - I<DR,A

c(V)= SDR V)+

I<DR,B I<UV,A - I<DR,A I<UV,B I<DR,B I<UV,A - I<DR,A I<UV,B

Suv V) (1.40)

La calibracién de masa molar del copolimero, logMag(V), se puede calcular
por interpolacién de las calibraciones individuales, logMpa(V) y logMpg(V) con la

composicién quimica pa(V), como (Runyon et al., 1969):
logM 55 (V) = pp (V) logM py (V) +[1= po (V)]log My (V) (L41)

En base al concepto de calibracién universal, y para aquellos casos en que las
calibraciones de los homopolimeros son lineales y paralelas, se desarrolld la siguiente

expresion (Chang, 1971):

My, (V)

M= = pa )]

(L42)

donde r = Mpa(V) / Mpg(V) = cte.

[.2.a.iii) DMM de un Homopolimero Ramificado

La determinacién de la DMM de un homopolimero ramificado es dificultosa
debido a que también presenta una DGR (para una misma masa molar existirdn moléculas
con distinto nimero de ramas). Un homopolimero ramificado puede ser tratado como un
homopolimero lineal desde el punto de vista de la estimacion de la DMM cuando: (1) la
DMM vy la DGR instantdneas son muy angostas, o (2) el nimero medio de ramas por

molécula aumenta en forma mondétona con la masa molar.

La DMM de un homopolimero ramificado suele obtenerse combinando
sensores DR + SV. La masa es provista directamente por el DR; mientras que la masa
molar se estima con alguna de las calibraciones ad hoc [Ecs (I1.39)]. Similarmente a lo
comentado para copolimeros, deben compensarse las oscilaciones en las colas de los

cromatogramas. Por ejemplo, Meira et al. (2004) consideraron la DMM de poli(acetato de
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vinilo), ajustando log{[n]y}(V) con un polinomio de orden 3 y extrapolando log{[n],}(V)

y logM, ; hacia las colas de los cromatogramas.

[.2.b. Estimacién de Masas Molares Medias Globales
En el caso de detecciéon DR + LS, el cromatograma masico no se necesita

para calcular el M w global. En efecto, a partir de la Ec. (1.29), resulta:

5 dV
n :LSLS (L43)

donde W la masa total inyectada. Este cdlculo es particularmente util cuando fracciones

masicas reducidas de alta masa molar permanecen en el sensor DR sin ser detectadas.

En el caso de deteccion DR + SV, es posible estimar el M , global de un

polimero sin requerir su cromatograma de concentracién. Por ejemplo, la expresion

desarrollada por Goldwasser es (Balke et al., 1994; Jackson y Barth, 1995):

W

M, =
[, V) 1T (V)1dV

(L44)

La ecuaciéon de Goldwasser, acarrea tres fuentes de error: (i) la reducida
sensibilidad del detector de SV a las bajas masas molares; (ii) la dispersion axial en los

cromatogramas; y (iii) la exactitud de la calibracion universal. Comparando este valor con

el M , calculado a partir de la DMM estimada por DR + SV, puede evidenciarse la

heterogeneidad de la composicién quimica de un copolimero, cuando los dos M se

n
desvian en forma significativa (el M , calculado por el método de Goldwasser no es

afectado por la composicidon quimica de la muestra).
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[.2.c. Estimacién de Otras Distribuciones

[.2.c.i) DCQ en Copolimeros

La DCQ de un copolimero AB describe la masa wap de moléculas de
copolimero con fraccién madsica pa y se representa como wag(pa). Para calcular la DCQ
por SEC, se debe verificar que: (i) la DCQ instantdnea sea angosta; y (ii) la composicién
quimica varie en forma monétona con V (Meira y Vega, 2004). Con doble deteccion
DR + UV, la masa se calcula con la Ec. (1.40); mientras que po(V) se evalda a partir de las

Ecs (1.24, 1.27), segun:

Kuve =Kprp [suv (V) /spr (V)]
V)= ’ : 145
PaV) Kyvpe ~Kyyva)+ Kpra =Kprp)lsyy (V) /spr (V)] (43)

Segtn la Ec. (1.45), pa(V) resulta de una combinacién no lineal del cociente de las sefiales
de ambos sensores, por lo que sélo son posibles estimaciones aceptables en la regién

media del cromatograma.

[.2.c.ii) DGR en Homopolimeros Ramificados

La DGR en un homopolimero ramificado describe la masa w de las
moléculas de polimero que contienen b ramas por molécula; y se representa como w(b),
con b = b, by,. Las DGR puede estimarse por SEC / (DR + SV). La sefial del DR provee
directamente la masa. Para calcular b, se puede aplicar el siguiente procedimiento: (i)
determinar [N]y(V) y M, V), a partir de las Ecs (I.33) y (1.39.b), respectivamente; (ii)

determinar [n]y(M); (iii) calcular g(M) a través de la siguiente expresion [derivada de las

Ecs (1.12), (I.18), y (I.19)]:

(1.46)

1/¢
[n]b(MV,J)
Ké MV,Ja

g(M):[
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y (iv) calcular la variacién instantdnea de b,(M) o by(M) a través de las expresiones de
Zimm-Stockmayer [Ecs (I.16, 1.17)]. Finalmente, combinando la DMM w(M) y la funcién

b,(M) [0 by(M)], se calcula la DGR w(b,) [0 w(by)].

Para calcular la DGR por SEC, se debe verificar que: 1) la DGR instantdnea
debe ser angosta; y 2) b, [0 by] debe aumentar en forma monétona con logM.
Afortunadamente, es el caso de muchos homopolimeros ramificados producidos por
polimerizacion por radicales libres, donde las reacciones de ramificacion involucran a
cadenas de polimero acumulado, y por lo tanto existe mayor probabilidad de formacion de
cadenas largas que cortas. Mientras los valores instantdneos b, (o by,) son nimeros reales,
el nimero de ramas es estrictamente un nimero entero b. Por esta razon, la distribucion de

ramas es una distribucién discreta.

l.2.d. Principales Fuentes de Error en SEC

[.2.d.i) Fuentes de Error Basicas

Los cromatogramas obtenidos en SEC incluyen errores debidos a: (a) el
trazado de la linea de base, (b) la variacion del volumen de retencidn, (¢) la variacién en el

caudal, y (d) el ruido de medicion.

La linea de base (LB) presenta incertidumbres cuando los picos tienen deriva
(o cuando se presentan picos negativos), y su importancia radica en que se afectan

directamente las ordenadas del cromatograma corregido por LB.

El volumen de retencién de un polimero puede cambiar con la variacién de
las condiciones experimentales. El V aumenta con el incremento de la concentracion de la
soluciéon (“efecto de concentracién”). La magnitud del desplazamiento del pico hacia
mayores V, es mds pronunciada en el caso de los polimeros de mayor masa molar (Mori,

1984). Cuando se inyecta un mayor volumen de solucidén, también se observa un aumento
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apreciable de V, atin para polimeros de baja masa molar (“efecto de sobrecarga™) (Mori,
1977). Por tal motivo es importante utilizar el mismo volumen de inyeccién tanto para la
muestra como para los estdndares de calibracién. El aumento en el volumen inyectado
también produce una disminucién en el nimero de platos tedricos, originando masas

molares y DMMs desviadas de los valores reales.

El V aumenta con el incremento del caudal (Mori, 1977), debido a efectos de
no-equilibrio, originados por la difusion lenta del polimero dentro y fuera de los poros de
las particulas del relleno. Con una disminucién del caudal, la eficiencia y la resolucion se

incrementan (Mori, 2001).

Se han observado aumentos de V con la temperatura de la columna (Mori,
2001), debido a dos efectos: a) una expansion o contracciéon de la fase mdvil en la
columna; y b) mecanismos de interaccion secundarios entre el soluto y la fase estacionaria.
Otros factores que afectan el V son: la viscosidad de la fase mévil; el tamafio de los poros

del relleno; y el tamaio efectivo de las moléculas en solucion.

Las variaciones en el caudal pueden ser causadas por un mal funcionamiento
de la bomba. Ademas de esta anomalia, los viscosimetros en linea exhiben el llamado
“efecto Lesec” (Lesec, 1994; Netopilik et al., 2000), que se produce cuando las fracciones
de mayor masa molar ingresan a los capilares y originan una brusca caida de presion
debido al incremento de la viscosidad de la solucién de polimero. Como consecuencia, se
produce un corrimiento del cromatograma de viscosidad hacia mayores V, y puede
confundirse con el efecto del volumen interdetector. La intensidad de este efecto depende
de tres pardmetros fundamentales: a) la concentracién; b) la masa molar; y c) la
polidispersidad de la muestra. Generalmente, cuando estos tres factores se incrementan, el

“efecto Lesec” es mayor.

El ruido de medicién es propio de todos los sensores electronicos, y se
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manifiesta por oscilaciones aleatorias de la sefial medida, de amplitud moderada y

frecuencia relativamente elevada.

[.2.d.ii) EI Volumen Interdetector (IDV)

El IDV es una variable crucial en SEC con deteccion multiple (MD-SEC). El
IDV depende del volumen de los capilares que conectan los sensores y de la configuracion

de los detectores (si estan colocados en serie o en paralelo).

Existen diferentes métodos para hallar el IDV: a) la evaluacién directa del
volumen de los capilares a través de sus dimensiones fisicas (Cheung et al., 1993); b) la
medicién del tiempo que tarda una molécula monodispersa en alcanzar un detector y otro
(Brun, 1998); c) la superposicién de las curvas de calibracién de [7n] obtenidas con PS
polidisperso y con estdndares angostos de PS; y d) por recuperacion de las constantes de

MHS en una muestra de PS (Lew et al., 1993).

La configuracion utilizada para conectar los sensores puede afectar la
exactitud con que se determina el IDV. Las configuraciones en serie parecen ser
superiores a las configuraciones en paralelo, auque tienen otros problemas asociados,
como por ejemplo, la mayor propagacion de los efectos de la dispersion axial (Jackson y

Balke, 1995; Netopilik, 1998b).

El error en el IDV afecta a las curvas de calibracién ad hoc, observandose
una disminucién de la pendiente con valores crecientes del IDV (Netopilik, 1998b).
Cuando la calibracién de masa molar se calcula como logM, ; [Ec. (I.39.b)], la pendiente
disminuye a medida que aumenta el error en el IDV, mientras que lo contrario se observa
en las calibraciones obtenidas logM, vus [Ec. (1.39.a)], y logM,, [Ec. (I1.38)] (Netopilik,

2001). Estos errores son analizados con mayor detalle en el Capitulo II.
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[.2.d.iii) El Ensanchamiento Instrumental (E.I.)

El E.I. engloba un conjunto de efectos indeseados en SEC, y da lugar a que
moléculas con igual V} eluyan a distinto V, distorsiondndose asi el concepto de
fraccionamiento por Vy. El E.I. se debe principalmente a la dispersiéon axial en las
columnas (Potschka, 1993; Busnel et al., 2001; Netopilik, 2002; Striegel, 2001;
Baumgarten et al., 2002), aunque también incluye efectos extra-columna tales como
inyecciones finitas, celdas de deteccidn finitas, flujos parabdlicos en los capilares, efectos
de extremos de columna, y densidad heterogénea del relleno de las columnas (Hupe ef al.,

1984).

Se han desarrollado distintos modelos mateméticos que describen con detalle
el proceso de fraccionamiento SEC. Su objetivo es estimar los cromatogramas conociendo
a priori la DMM, las interacciones polimero-solvente-relleno, las caracteristicas de las
columnas, y las condiciones del caudal (Potschka, 1993; Netopilik, 2002; Dondi et al.,
2002; Pasti et al., 2003). Algunos modelos se comentan en la Seccién L.3.
Desafortunadamente, son modelos muy complejos que incluyen demasiados pardmetros
(normalmente dificiles de estimar), por lo que su aplicacién para la correccion del E.I. ha

sido muy escasa.

Afortunadamente, el E.I. puede despreciarse en el caso mds normal de
cromatogramas suaves y anchos. Pero cuando se desean obtener resultados cuantitativos a
partir de cromatogramas muy angostos o multimodales, entonces todos los cromatogramas
deben ser corregidos por E.I. previo al cdlculo de las masas molares y de otras

caracteristicas del polimero.

Cuando se analiza un homopolimero lineal, y aun en ausencia de
fraccionamientos secundarios (o entdlpicos), el E.I. determina que una variedad de

volimenes hidrodindmicos estén presentes instantdneamente en la celda del detector. El
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E.L. suaviza y ensancha todos los cromatogramas medidos. El efecto es sobreestimar la
polidispersidad global cuando las masas molares se calculan a partir de la sefial de
concentracion y de la calibracion directa; y subestimar la polidispersidad global cuando se
emplean detectores sensibles a la masa molar (Jackson y Yau, 1993; Netopilik, 1997).
Dada la importancia del E.I. en esta tesis, sus efectos se discutirin més profundamente en

la Seccidn 1.4.

[.3. Modelos de Fraccionamiento

Cuando se inyecta un pequefio volumen de muestra en un cromatdgrafo, se
forma una banda al principio de la columna. A medida que esta banda avanza por la
columna, su amplitud aumenta y la concentraciéon disminuye (Yau, 1979). Los
cromatogramas son el resultado del complejo proceso fisico-quimico de fraccionamiento,
y generalmente no pueden plantearse a priori funciones que describan el perfil de
concentracion del soluto al salir de la columna. Para describir el fraccionamiento se
desarrollaron modelos matemdticos que permiten estimar los cromatogramas a partir del
conocimiento a priori de la DMM del polimero, de las interacciones polimero-solvente-

fase estacionaria, de las caracteristicas de la columna y de su relleno, y del caudal.

En esta secciéon, se comentan someramente algunos modelos de
fraccionamiento disponibles en la literatura; aunque no serdn explotados en el resto de la

tesis.

[.3.a. Modelos de Fraccionamiento en las Columnas

[.3.a.i) Modelos de Equilibrio o0 Termodinamicos

Estos modelos consideran los procesos de difusién y de transferencia de masa
que tienen lugar en el interior de la columna (Potschka, 1993). El proceso de “difusion

eddy” se produce cuando las moléculas de la muestra circulan por caminos diferentes y a
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distintas velocidades a través del lecho de la columna. Dado que algunas moléculas se
mueven mds rapido que otras en un dado periodo de tiempo, la amplitud de la banda

inicial se va incrementando.

Una segunda contribucion se debe a la resistencia del soluto a la transferencia
de masa en la fase movil. El liquido cercano a la superficie de las particulas de relleno se
mueve mds lentamente que en la parte central de la corriente, y entonces las moléculas de
soluto en el centro migrardn més lejos que las otras. Este proceso también se conoce como

“transferencia de masa extraparticula”.

La tercera contribucidn es la resistencia del soluto a la transferencia de masa
en la fase estacionaria, debida a la lenta difusion en los poros de las particulas del relleno.
Moléculas grandes de soluto con coeficientes de difusiéon bajos, producen un efecto mas
pronunciado. Este proceso también se conoce como “transferencia de masa intraparticula”,

y es el principal contribuyente al E.I. en SEC de macromoléculas.

En la teoria de los “platos” ya comentada en la seccion I.1.a.v), el volumen
total de la fase mévil en la columna se expresa como V;,, = N v, donde vy, es el volumen
de fase movil en cada plato. El volumen total de la fase estacionaria es Vs = N vg, donde vy
es el volumen de fase estacionaria en cada plato. El balance de masa en cada plato resulta

(Felinger, 1998):

dg;

dc,
Y4V =F (e ) (L47)
!

V 4
" dt
donde ¢j y g; son las concentraciones de soluto en el equilibrio en las fases mévil y

estacionaria, respectivamente, en cada plato j; y F\ es el caudal de la fase mévil. El perfil

de retencion del soluto, c¢(V), resulta (Felinger, 1998):
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c(V) = Lex = P (L48)

P
J2rviING |2 Yy

donde V, es el volumen de retencién de pico; y W es la masa de la muestra. La

concentracién c¢(V) exhibe una distribucion normal con media, V,, y varianza, VPZ/N .

Otro modelo de “balance de masas” considera a la distribucién del soluto
entre las fases modvil y estacionaria como un continuo, y calcula la migracion del soluto a
lo largo de la columna. El modelo incluye los efectos de conveccion (debido a la velocidad
de la fase movil y la porosidad & del relleno); y de difusién (debido al flujo de soluto por
dispersion axial). El modelo asume que la columna es radialmente homogénea, la
compresibilidad de la fase movil es despreciable, el coeficiente de difusion axial y la
temperatura son constantes, y la difusion en la fase estacionaria es nula, resultando

(Felinger, 1998):

dc l—-€.0d9 Odc 9%c
o e o o (149

T

donde ¢ y g son la concentracion del soluto en la fase movil y en la fase estacionaria,
respectivamente; u es la velocidad lineal de la fase moévil; D, es el coeficiente de
dispersion axial; y z es la coordenada de longitud de la columna. Resolviendo la Ec. (1.49)
bajo condiciones de longitud infinita y considerando que se inyecta un pulso infinitesimal

a z =0, se obtiene una ecuacion idéntica a la Ec. (1.48).

El modelo de “velocidad general” tiene en cuenta los efectos de los
fendmenos de transporte y cinéticos que contribuyen al E.L: la difusién eddy, la difusién
molecular longitudinal o axial, y la resistencia a la transferencia de masa. Soluciones
aproximadas predicen cromatogramas cuasi—gaussianos (Felinger, 1998). Una aplicacién

clasica es la ecuacion de van Deemter, que describe la altura de los platos tedricos a través
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de tres términos (Yau, 1979):
H=A+—+Cu (1.50)

donde los términos A, B y C estan asociados con la difusién eddy, la difusion longitudinal
del soluto en la fase movil (debido al movimiento browniano de las moléculas), y la
transferencia de masa, respectivamente. La difusién eddy es independiente de la velocidad
de la fase movil, y depende del didmetro de las particulas y de la calidad del
empaquetamiento de las columnas (Potschka, 1993). La difusién longitudinal disminuye
cuando aumenta el caudal, debido al menor tiempo disponible para que se produzca la
difusion; y depende del coeficiente de difusion del soluto (Dy,) en la fase mévil (Potschka,
1993). La transferencia de masa, aumenta con el caudal. En SEC, la difusién longitudinal
de macromoléculas con M >30000 g/mol (Striegel, 2001) es despreciable debido a que D,
varia en forma inversamente proporcional con M, y la dispersiéon es controlada por el
término de transferencia de masa (Yau, 1979). El término C resulta de la contribucién de
los efectos extraparticula o transferencia de masa en la fase movil, presentes también en
rellenos de so6lidos no porosos (factor Cyy); y de los efectos de la fase mévil estancada o
transferencia de masa en la fase estacionaria (factor Cgy) (Yau, 1979; Potschka, 1993).

Entonces:

H:A+E+CMu+CSMu (I.51)
u

Los factores Cy y Csm dependen del didmetro de las particulas y de los coeficientes de
difusién del soluto extraparticula y en la fase moévil estancada, respectivamente (Yau,

1979; Potschka, 1993).
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[.3.a.i)) Modelos Estocasticos

El modelo estadistico de cromatografia fue desarrollado por Giddings y
Eyring (1955). Esta teoria considera la migracion aleatoria de una tnica molécula a lo
largo de la columna cromatogréfica representada por pasos de ingreso — egreso sobre sitios
idénticos de la fase estacionaria, independientes de los mecanismos fisicoquimicos
responsables de la retencion. La teoria estocastica tiene en cuenta el cardcter dindmico del
proceso cromatografico, y permite determinar la forma exacta del pico (Dondi et al.,

2002).

Para modelar el transporte del soluto desde el fluido a la fase estacionaria se
considera: (i) la difusion de las moléculas en el sentido axial en el fluido; (ii) la difusidn
no estacionaria a través de las lineas de flujo; (iii) la conveccién por avance segun las
lineas de flujo; y (iv) el proceso de retencion. Para la difusion, se asume que las particulas
se mueven en incrementos fijos (hacia delante o atrds, y hacia arriba o abajo), segin pasos
aleatorios (random walk). La conveccion se modela permitiendo que la particula se mueva
en una linea de flujo por un periodo de tiempo finito. A bajas concentraciones, las lineas
de flujo no son afectadas por la presencia de particulas pequeiias. El proceso de retencién
se modela generalmente a través de una funciéon de distribuciéon de probabilidad de
Poisson, que tiene en cuenta los procesos de adsorcion y desorcion del soluto en la fase
estacionaria. El tiempo que el soluto reside en la fase estacionaria se obtiene por suma de
las probabilidades de adsorcion — desorcion. Para un nimero aproximado de 500 pasos de
adsorcién (mucho menor que el nimero de adsorciones por molécula en una columna) la
solucién exacta del modelo estocdstico se aproxima a un modelo Gaussiano (Felinger,

1998).

Los modelos estocasticos (Dondi et al., 2002; Pasti et al., 2003), asumen la

siguientes hipoétesis: (i) todos los poros del material de relleno son idénticos (caso
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monoporo), o existen dos tipos de poros con distinta porosidad y cantidad relativa (caso
biporo); (ii) el tiempo de residencia de las macromoléculas en la zona movil es igual para
todas las macromoléculas (modelo de velocidad constante en la zona movil), o las
macromoléculas estan distribuidas al azar seguin una distribucién Gaussiana con un valor
medio de tiempo de residencia (modelo estocéstico dispersivo); (iii) el nimero de pasos (o
nimero de visitas a los poros) sigue una distribucién de Poisson, y el tiempo de
permanencia una distribucién exponencial, o se proponen distribuciones generales con

media y desviacion estandar finitas (modelo SEC estocdstico general).

Si los pasos de adsorcién siguen una distribucién de Poisson, y ademads el
tiempo de residencia de una molécula en un sitio sigue una distribucién exponencial,
entonces el modelo estocastico coincide con el de Giddings y Eyring (1955) (Felinger,
1998). El modelo de platos de Martin y Synge (1941) también se puede derivar como un
caso especial del modelo estocdstico, al asumir un nimero de pasos de adsorcion

constante, y una distribucion exponencial del tiempo de adsorcién (Felinger, 1998).

Dondi et al. (2002) desarrollaron una teoria estocéstica general para SEC que
considera los procesos de ingreso y egreso de las moléculas en los poros, la dispersién en
la zona movil y la distribucién de tamaiio de poro. Esta teoria permite derivar distintos
parametros cromatograficos tales como la altura de platos y la asimetria de picos. Se
investigaron columnas con dos tipos de poros y sus efectos sobre la selectividad y
eficiencia en la separacion. La teoria fue validada experimentalmente (Pasti et al., 2003)
utilizando un set de estdndares de PS y distintas columnas con diferentes tamafios de

poros.

|.3.b. Efectos Extra-Columnas

Diversos efectos extra-columna inciden sobre la asimetria de los picos, y

contribuyen al E.I. debido a su efecto de mezcla. Por ejemplo, el volumen de todas las
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conexiones en un cromatégrafo, o el volumen de la celda del detector pueden incrementar
la amplitud y la asimetria de los picos. Las tuberias introducen un E.I. Gaussiano, mientras
que el mezclado en la celda de deteccion introduce un decaimiento exponencial (Felinger,
1998). Un método para calcular el E.I. extra-columna consiste en acoplar el inyector con

el detector, obviando las columnas (Priif3, 2003).
Asumiendo que todas las contribuciones a la varianza del pico son

independientes, la varianza total del pico (05) es entonces la suma de las varianzas

2
cap

), la inyeccién (a~2 ) [volumen de

aportadas por las columnas (JCZO]), los capilares (o iny

muestra], la celda del detector (aﬁet), y las conexiones (02 ) (Hupe et al., 1984). En la

con

practica el volumen de muestra es el principal contribuyente a la varianza extra-columna,

(02 1acor) (Scott, 2001), resultando:

_ 2 2 2
= Ol + O-cap + O-iny

2

2 _ 2 2 2 ~ 2 2
O-p = Ol + 0 extra-col + 0 get + Ocon = Ocol + O-iny (152)

Busnel et al. (2001) estudiaron el efecto del ensanchamiento extra-columna
en SEC utilizando estdndares ultra-angostos de PS, reemplazando las columnas por
capilares de distinta longitud. Las moléculas del soluto que entran cerca de la zona central
del capilar permanecen en la zona de alta velocidad y las cercanas a las paredes
permanecen en zonas de menor velocidad por lo que se introduce una asimetria. La
relajacion de la sefal después del final de la inyeccion se ajusta correctamente con una
funcién exponencial decreciente, que depende de la geometria del equipo y de la
naturaleza del soluto. El volumen de relajacion se incrementa fuertemente con las altas

masas molares (Busnel, 2001).

La dispersiéon extra-columna también se estudid para sistemas acuosos

utilizando estdndares de dextranos, en un amplio rango de masas molares, a distintos
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caudales, fases mdviles y capilares con distintas longitudes y didmetros (Grzndrova,
2004). Las correlaciones existentes para dispersion en tubos en flujo laminar (Levenspiel
et al., 1957; Games et al., 1982), sobreestiman la varianza de la sefial de concentracion,
principalmente con el aumento de la masa molar del soluto y con el caudal. El error se
debe al efecto de conveccidon natural originado por las distintas densidades de las
soluciones de dextrano inyectadas y del agua. Se observé una disminucién significativa de

la dispersion cuando el capilar se enrolla en forma circular.

|.3.c. Modelos Fenomenoldgicos Globales

Los modelos fenomenolégicos consideran al sistema cromatografico como
una ‘“caja negra”, y describen el fraccionamiento sin tener en cuenta ningin parimetro
termodindmico y/o cinético. Como la principal fuente de E.L. es la dispersion axial en las
columnas, estos modelos predicen el E.I. a través de una funcién que afecta a todos los
cromatogramas en forma idéntica. Debido al E.I, en la celda del sensor se tendrd una
distribucion instantdnea de volimenes hidrodindmicos (y por lo tanto una distribucién de
masas molares). Para un sensor masico, el cromatograma spr(V) (i.e., la masa instantdnea

w vs. el volumen de retencién V) es una versidon ensanchada del cromatograma madsico

verdadero (o corregido), spg (V), seglin (Tung, 1966):
spr (V) :jo g(V.V) sSe (V) dV (L53)

donde g(V,‘7) es la funcién de E.I. (en general, no uniforme y asimétrica); y v

representa un volumen de retencién medio. A cada V , se puede definir una funcién g(V)
diferente. Para una funcion g(V) simétrica, V se asigna normalmente al valor mdximo (o

moda). Para funciones g(V) asimétricas, V podria ser asignado a la moda, a la media o a

cualquier otra medida de tendencia central. Esta ambigiiedad sobre las funciones
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asimétricas, es un problema ain no resuelto. Para funciones de E.I. uniformes (o
independientes del volumen de retencion) la Ec. (I.52) se reduce a una simple integral de

convolucion.

Si el polimero analizado es estrictamente monodisperso (en volumen
hidrodindmico), entonces el cromatograma corregido sp, (V) es una funcién impulso, y
spr(V) es una medida directa de la funcién de E.I. a un V dado. De esta forma se podria
obtener una g(V,V) global, por interpolacién a partir de un set de estdndares

monodispersos. Desafortunadamente, los estdndares uniformes sélo se encuentran
disponibles para bajas masas molares (por ej., un solvente puro) y para algunos

biopolimeros. En general, la funcién de E.I. es dificil de determinar.
La ecuacion de Tung fue extendida a MD-SEC, donde se considera que todo
cromatograma genérico s; (V) es ensanchado por la misma funcién de E.I, segin

(Hamielec, 1980, 1984; Hamielec et al., 1981; Netopilik, 1982):

s, (V)= j: gV, V)si(V)dv , (k=DR, LS, SV, OS) (1.54)

donde el si(V) es cualquier cromatograma medido; s, (V) es el correspondiente

cromatograma corregido por E.I; y DR, LS, SV, y OS indican un refractometro
diferencial, un detector de dispersién de luz, un detector de viscosidad especifica, o un

detector osmométrico (todavia no disponible comercialmente).
Cuando se analizan homopolimeros lineales con sefiales no afectadas por

E.L, la siguiente expresion relaciona el cromatograma masico corregido spg (V) con

cualquier cromatograma de masa molar corregido s, (V) (k = LS, SV, OS) (Netopilik,

1982; Hamielec, 1984; Meira y Vega, 2005):
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s (V) =K [MWV)]1* spr (V) (apr=0; ais = 1; asy = o; aps =—1) (L55)

donde K; es la ganancia del detector; M(V) es la calibracién de masa molar no afectada
por E.L; y asy = & es el exponente de MHS. Con la Ec. (I.55) se obtiene una calibracién
de masa molar logM(V) independiente de la DMM, que en principio es idéntica a la que se

obtiene a partir de estdndares uniformes en un cromatégrafo real con E.I

[.4. El Ensanchamiento Instrumental en SEC

El E.I. se debe principalmente a la dispersiéon axial en las columnas y
determina, en el caso de homopolimeros lineales, la presencia de una variedad de V} en la
celda del detector generando cromatogramas ensanchados. Baumgarten et al. (2002)

publicaron una revision del “estado del arte” sobre E.I. en SEC.

El E.I dificulta el procesamiento de los datos de los cromatogramas
obtenidos en SEC. Debido al ensanchamiento de los cromatogramas, las DMMs estimadas
también resultan erroneas segun sea el método de estimacion empleado. Cuando la DMM
se estima a partir spr(V) y de la calibracién directa, la polidispersidad resulta
sobreestimada. Cuando la DMM se calcula directamente a partir del cromatograma masico
(ensanchado) y de las calibraciones ad hoc, resulta distorsionada con respecto a la DMM
verdadera w'(logM). En este caso, la DMM estimada es mds angosta que la real cuando se
utiliza logM,(V) o logM, mus(V); o mds ancha que la real cuando se utiliza logM, 4(V). A
pesar del E.L, si una variable instantinea es estimada exactamente, su correspondiente

variable global también es exacta. Asi, la DMM representada por w(logMy,) presenta un
valor global exacto de M w Pero un M, , global sobreestimado; mientras que la DMM
representada por w(logM,,) tiene un M , global exacto pero un M w global subestimado.

En ambos casos, la polidispersidad global resulta subestimada (Prougenes et al., 1998,

Netopilik, 1998a).
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La correcciéon de los cromatogramas por E.I. es importante cuando se
analizan muestras extremadamente angostas (como estdndares cromatograficos) o
muestras que presentan multiples picos angostos. En el caso mds comin de muestras

anchas de polimeros sintéticos, la correccion por E.I. no tiene importancia.

El problema de correccién por E.L consiste en obtener las DMMs corregidas
Para ello se requiere estimar la funcién de E.L, luego corregir los cromatogramas medidos
a través de procedimientos de inversion numérica, y finalmente estimar la DMM

corregida.

|.4.a. Estimacién del E.I.

En esta secciéon se describirdn una serie de métodos propuestos en la

bibliografia para estimar la funcién de E.I

Un método experimental (basado en una técnica de reciclo de un estdndar
comercial) fue utilizado para determinar el E.I. (Alba y Meira, 1986). Esta técnica permite
calcular el E.I. debido solamente a las columnas, a partir de la informacidn contenida en el
cromatograma mdsico (sensor UV) original y el primer reciclo de un estindar angosto,
cuando el cromatégrafo opera con y sin las columnas (en este ultimo caso debe
considerarse el E.I. introducido por la bomba). El método es vélido s6lo para funciones de
tiempo continuas y es limitado por el hecho de que se requieren dos deconvoluciones mal

condicionadas para compensar el E.I. introducido por la bomba y la tuberia de reciclo.

Determinaciones experimentales mds recientes, en base a fracciones angostas
de estandares sintéticos, indican que la funcion de E.I. es asimétrica, y puede ajustarse (en
el rango de fraccionamiento lineal) con Gaussianas modificadas exponencialmente (EMGQG)
(Busnel et al., 2001). En la zona de altas masas molares, el E.I. es mas angosto y mds

asimétrico, y no puede aproximarse con EMGs.
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Para SEC con deteccion de masa molar, Netopilik (1982) propuso un
procedimiento iterativo para estimar simultineamente la calibraciéon logM(V) y la
desviacion estdndar de la funcion de E.I. uniforme y Gaussiana (o). El procedimiento es
aplicable s6lo a homopolimeros lineales y consiste en: (1) seleccionar un valor de og; (ii)
estimar spg (V) y s, (V) por inversion de las Ecs (1.53) y (1.54), respectivamente; (iii)
calcular la calibracién de masa molar logM(V) con la Ec. (1.55); y (iv) iterar con distintos
valores de o, hasta que la pendiente de logM(V) coincida con la calibracién de masa molar
verdadera (determinada en forma independiente). Este método fue evaluado por
simulaciéon de una DMM angosta de Schulz-Zimm; y mientras que la DMM original se
recuperd en forma aceptable, la desviacion estdndar result errénea (Netopilik, 1982).

Billiani et al. (1988) propusieron determinar simultdneamente la calibracion
de masas molares lineal y la varianza G§ de la funcién de E.I. Gaussiana y uniforme,
usando SEC/LALLS y muestras comerciales de PS con DMMs anchas y angostas. Las

sefiales de LS se relacionan con 65 y con los coeficientes de M(V) por medio de las Ecs

(1.54, 1.55). El procedimiento es aplicable s6lo a homopolimeros lineales y consiste en: (i)
obtener M (V) [Ec. (1.38)] para una muestra ancha de PS, que resulta similar a M(V); (ii)
calcular sy s(V) con la Ec. (1.54) a partir de M(V) del paso (i), para distintos valores de o,
hasta lograr el mejor ajuste entre s s(V) calculado y medido, para una muestra angosta de
PS; (iii) repetir el paso (ii) para distintos estdndares de PS y obtener o, final como el
promedio de las o, para cada estandar; y (iv) ajustar sy s(V) calculado con la Ec. (1.54) y o,
del paso (iii), con s;s(V) medido para la muestra ancha de PS hasta que la pendiente de
My (V) coincida con la calibracion de masa molar verdadera (determinada en forma
independiente). Este procedimiento produce un incremento de la pendiente de M (V) para

la muestra ancha de PS, mientras que para muestras angostas la dispersion axial produce la
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disminucién de la pendiente de M,(V). Por consiguiente este tipo de muestras se
recomiendan para la estimacién de ng. El IDV se determiné por una correlacién cruzada
entre las sefiales LS y DR en un experimento sin las columnas. El procedimiento se aplico
al estudio de muestras de PS, PMMA y PVC (Billiani et al., 1990); y con todos los
polimeros estudiados se obtuvo la misma calibracién universal. Ademads, para PS y
PMMA, ng disminuy6 con el V; mientras que para PVC, ng dependi6 de la concentracion

utilizada, y para altas concentraciones ng aument6 con V.

Cuando la forma de una DMM angosta es a priori conocida (por ejemplo,
una distribucién de Poisson con eje lineal de masas molares), entonces ng de la funcién
de E.I. uniforme y Gaussiana puede estimarse a partir de la diferencia entre el
cromatograma de masa (o de masa molar), y su prediccion tedrica en ausencia de E.L
(Schnoll-Bitai, 2003). El método fue aplicado a estandares comerciales de PS combinando
columnas de diferentes porosidades y se determiné que ng permanece constante, aumenta
o disminuye con V dependiendo del rango de fraccionamiento y de la porosidad de las
columnas (Schnoll-Bitai, 2005). Mas recientemente, el método se extendié a funciones de
E.I. EMG (Vega y Schnoll-Bitai, 2005). Para muestras que exhiben una WCLD de
Poisson o normal-logaritmica, se derivaron correlaciones tedricas que permiten estimar los
parametros de la EMG en base al ancho méximo, la varianza, y los puntos de inflexion de
los cromatogramas de DR (Vega y Schnoll-Bitai, 2005). Estos métodos no requieren
inversiones numéricas, pero se restringen a imponer una forma a la DMM analizada.

Por ultimo, la funcién de E.L podria ser predicha en forma tedrica a través de
un modelo del fraccionamiento (Potschka, 1993; Dondi et al., 2002; Pasti et al., 2003).
Desafortunadamente, estos modelos incluyen un gran ndmero de pardmetros fisico-

quimicos de dificil determinacidn, por lo que actualmente son de poco uso.
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l.4.b. Correccién por E.I.

La correccién por E.I. consiste en hallar la DMM verdadera (o corregida) a
partir de las mediciones reales (o ensanchadas). En general, se considera que la calibracion
de masa molar, logM(V), obtenida a partir de estdndares angostos no resulta afectada por
el E.I. Cuando se determina la DMM a partir del cromatograma masico ensanchado spr(V)

y de una calibracion logM(V), la distribucién resulta mas ancha que la real, por lo que el

M , €s subestimado y el M w ©s sobreestimado. El proceso de correccion por E.L es: (1) a
partir de spr(V) y g(V,\7) conocidos, se calcula spy (V) por inversion de la Ec. (1.53); y
(ii) a partir de spg (V) y logM(V), se obtiene la DMM verdadera, spg (logM).

Las técnicas numéricas de inversion permiten corregir los cromatogramas
medidos previo al cdlculo de la DMM; y admiten formas arbitrarias tanto para los
cromatogramas como para las funciones de E.I. La desventaja, es el mal condicionamiento
de las inversiones numéricas, que amplifican el ruido de medicién. Algunos trabajos han
evaluado los errores en MD-SEC con formas arbitrarias de la DMM. En estos casos, las
calibraciones obtenidas con sensores de masa molar no son rectas, ni aun en el caso de
analizar homopolimeros lineales con sensores ideales libres de ruido (Prougenes et al.,
1998). Mads recientemente, se ha propuesto un método para corregir por E.I. en MD-SEC
para el caso general de una DMM arbitraria con E.I. no uniforme y asimétrico (Vega y

Meira, 2001).

Existen técnicas de correccidon por E.I. que evitan las inversiones numéricas,
y corrigen las DMMs en un tnico paso en base a: a) rotar la calibracion lineal (cuando
sOlo se dispone del cromatograma madsico y de la calibracién lineal) (Yau et al. 1977,
Prougenes et al. 1998; Jackson y Yau, 1993); o b) modificar el IDV (cuando se emplean

sensores de masa molar) (Cheung et al., 1993; Netopilik, 1997, 1998b; Jackson, 1999;
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Netopilik et al., 2000). La principal ventaja de estas técnicas es que producen soluciones
suaves y unicas. Sin embargo, brindan sélo soluciones aproximadas y su validez se
restringe al caso de funciones de E.I. Gaussianas y uniformes, calibraciones lineales, y
DMM normal-logaritmica..

El procedimiento de deconvolucién para calcular sp, (V) a partir de spr(V) y
g(V,‘7) es numéricamente mal condicionado. Tradicionalmente, s6lo los cromatogramas

de concentracién han sido corregidos por E.L, por inversion numérica de la ecuacion de
Tung (Ishige et al., 1971; Alba y Meira, 1984; Hamielec, 1984; Gugliotta et al. 1990;
Meira y Vega, 2001, 2005). Recientemente, con la aparicion de los sensores sensibles a las
masas molares, se han corregido los cromatogramas de SV y LS (Netopilik, 1998b; Meira

y Vega, 2001, 2005; Vega y Meira, 2001).

Si se considera la correccion de los cromatogramas masicos

independientemente de las calibraciones, se debe tener en cuenta la inversion directa de la
Ec. (L53); ie.: el célculo de spg (V) conociendo spr(V) y g(V,\7). Para efectuar la

inversion numérica de la Ec. (I1.53), se la transforma en la siguiente expresion discreta:

Spr = G Spr (1.56)
donde spg es un vector columna (mx1) que contiene las ordenadas de spr(V) muestreado a
intervalos AV regulares en el rango de volumen de retencion [V;-V,,]; spr es un vector
columna (px1) que contiene las ordenadas de spg (V) calculado en los mismos puntos de
V pero en un rango mds angosto [‘71 —Vp]; y G es una matriz rectangular (mxp) que
representaa g(V,V) con Ven [Vi=V,], y V en [VIC—V;].

Similarmente, para el caso mds general de la Ec. (I.54), la forma discreta es:
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s, =Gs'; (k=DR, LS, SV, 0S) (1.57)

donde s; es un vector columna (mx1) que contiene las ordenadas de si(V); s} es un vector
columna (px1) que contiene las ordenadas de s; (V).

Para poder invertir las Ecs (1.56) y (I1.57), se debe definir en forma adecuada
la matriz G. Para ello, primero es recomendable ajustar g(V,V) con una funcién analitica
continua, y luego calcular las alturas de cada funcién g(V) a partir de esta expresion.
Muchas expresiones analiticas (por ejemplo, una distribuciéon Gaussiana) no son
estrictamente nulas en el rango de V de interés, lo que producird matrices G con
componentes positivas pequefias. En lugar de esto, es preferible colocar ceros a todos los
elementos casi nulos de G (por ejemplo, aquellos valores menores al 1% del maximo de
las alturas). Ademds, es preferible elegir una G de dimensiones minimas, en el sentido
que: a) las p columnas deben cubrir estrictamente el rango de los cromatogramas
corregidos [V, -V, I; y b) las m filas deben cubrir estrictamente el rango de los
cromatogramas medidos [Vi-V,] (Vega y Meira, 2001). Debido a que en general las

funciones de E.I. son asimétricas y no uniformes, es conveniente especificar cada g(V)

para que contenga (c + 1 + d) puntos no nulos, donde ¢ y d son los nimeros de puntos

antes y después de V , respectivamente. Asi, el nimero de columnas de G resulta: p = m —

¢ —d, y la matriz G se define como sigue en la Ec. (I.58) donde cada j-ésima columna de

G contiene (¢ + 1 + d) alturas distintas de cero de g(V,V), aV = VjC . La inversién directa
de la Ec. (1.56) a través por ejemplo de la pseudo-inversa: w¢ =[G G]"'G"w (donde “*”

indica el valor estimado) no es recomendable ya que la matriz cuadrada [GTG] es

generalmente mal condicionada, y se originarian soluciones muy oscilatorias y con picos

negativos. La propagacion de errores estd determinada por: (a) el nimero de condicion de
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G'G (i.e. 1a relacién entre el mayor y menor autovalor de G'G; y (b) el tipo y la amplitud

del ruido que contamina a spr(V).

g(V,,V) 0 0
: 0 :
g(Vc+1aV1C) g(VJaVJC)
: : ) 0
G=| 8V Vi) g(Vc+j’Vjc) g(Vp’V;) 3 (m>p) (1.58)
0 : :
: g(Vc+j+d ’V;) g(Vc+p aV;)
0 :
0 0 e gV

Un método numérico desarrollado por Vega y Meira (2001) no impone
ninguna restriccion sobre la forma de la DMM o la funcién de E.L., y sélo requiere que

logM(V) sea lineal en el rango de los cromatogramas medidos. El método consiste en: (i)

estimar sp (V) y s; (V) por inversion de las Ecs (1.53) y (1.54), respectivamente; (ii)

calcular la calibraciéon de masa molar no sesgada logM (V) a través de la Ec. (1.55), y
utilizar la regién media del cromatograma para ajustar una calibracién lineal logM 1in(V);
y (iii) a partir de w(V) y logM iin.(V), estimar la DMM no sesgada w° (logM iin). Este
método fue evaluado por simulacién numérica, considerando una DMM bimodal, una

calibracion lineal y una funcién de E.I. no uniforme y asimétrica. La calibracion logM 4%

resultd casi solapada a la calibracién verdadera logM(V) en la regiéon media del

cromatograma, mientras que diverge hacia las colas. La DMM estimada w* (logM lin)
result6 suave y se ajust6 bien a la DMM verdadera w(logM) y sus masas molares medias

resultaron similares a los valores reales (Vega y Meira, 2001).

La estimacion de cualquier cromatograma corregido requiere invertir la

matriz G, es decir [Ecs (1.56, 57)]:
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$¢ =GMs (1.59.a)
s =G, (1.59.b)

donde G (pxm) representa una pseudo-inversa regularizada de G. En la bibliografia, se
han propuesto varios procedimientos numéricos para resolver el problema inverso
(Gugliotta et al., 1990; Baumgarten et al., 2002; Meira y Vega, 2001, 2005). Los métodos
numéricos son generales en el sentido que permiten funciones de E.I. no uniformes y
asimétricas. Las soluciones involucran normalmente un compromiso entre cromatogramas
corregidos excesivamente “ricos” (con oscilaciones de alta frecuencia y picos negativos),
y una solucién excesivamente suave (donde pueden perderse algunas componentes de alta

frecuencia del cromatograma corregido).
En esta tesis, se utiliza el método de descomposicién en valores singulares

(Mendel, 1995), para resolver los problemas inversos. Por ejemplo, para el caso de la Ec.

(I1.59.a), resulta:
Sor =G spr =X v, (r<p) (0120:2...20,2...20,20)  (L60)

donde u; y v; son los autovectores de GG' y G'G, respectivamente; y los o;’s son los
valores singulares de G (o raiz cuadrada de los autovalores de GTG). En la sumatoria de la
Ec. (1.60), el nimero de términos “efectivos” estd limitado a r, para evitar la amplificacion
del ruido de medicion. El pardmetro r se selecciona por prueba y error entre una solucién

altamente oscilatoria (para r elevados) y una excesivamente suave (para r pequefios).

I.5. Analisis de Polimeros Cromatograficamente Complejos

Si un homopolimero lineal es idealmente fraccionado segin su volumen

hidrodindmico, entonces también resulta fraccionado segin su masa molar.
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Desafortunadamente, esto no ocurre con los polimeros cromatograficamente complejos.
Los inconvenientes asociados al fraccionamiento de copolimeros y homopolimeros
ramificados ya han sido comentados en las secciones 1.2.a.ii) y 1.2.a.iii), respectivamente.
En el caso de polielectrolitos (macromoléculas que contienen grupos aniénicos o
catidnicos), los fendmenos de adsorcion y desorcidn dificultan el fraccionamiento segun el
volumen hidrodindmico (Yau et al., 1979; Berek y Marcinka, 1984). Dentro de los
polielectrolitos, se encuentran los polimeros solubles en agua. La DMM suele
determinarse por SEC en fase acuosa, donde compiten varios mecanismos junto con el
proceso de exclusiéon por tamafos, tales como la inclusién y la exclusién idnica, el
intercambio iénico, y la adsorcién (Nagy, 1995, 1999; Wu, 1995, 1999; Lin, 1995;
Lawrey, 1995). Generalmente, el principio de la calibracion universal no puede verificarse
facilmente, y resulta critica la eleccion de los estdndares de calibracion, de la fase movil, y

de los rellenos de las columnas (Nagy, 1995).

I.5.a. Copolimeros y Polimeros Ramificados

El andlisis de polimeros complejos por SEC ha sido extensamente estudiado
en la literatura (Radke, 1996; Brun, 1999 a,b). La complejidad del problema reside en el
efecto de “mezcla” que ocurre en la celda de deteccion (aun en ausencia de E.I.), pudiendo
coexistir especies de diferente M, de diferente composiciéon quimica, y de diferente
nimero de ramas (Burchard, 1999). En el caso de los copolimeros, interesa estimar tanto
la DMM como la DCQ (Balke, 1987; Bielsa y Meira, 1992; Brun, 1999a, b; Meira y Vega,
2004). Desafortunadamente, aun la estimacién de la DMM es dificil porque: (a) el
fraccionamiento de los copolimeros no se produce por M; y (b) los cldsicos DR no
proveen sefiales proporcionales a la masa, como se comenté en las secciones I.1.b. y
[.2.a.ii). Ademads, en general no se dispone de estidndares de copolimeros, y entonces debe

recurrirse a la calibracién universal. En algunos casos, el andlisis se facilita porque es
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posible estimar una calibracién ad hoc para el copolimero [por ejemplo, si se trata de
copolimeros lineales di-bloque, cuando se conocen las calibraciones de los
homopolimeros correspondientes, y se determina la variacién de la composicién quimica
con V por cociente de sefiales (Meira y Vega, 2004)]. Si la composicioén instantdnea del
copolimero se puede medir en forma exacta (por ej. a partir de la relacion de las sefiales de
UV y DR), la composicién global también serd exacta, a pesar de la presencia de E.L
(Meira 'y Vega, 2004).

Para homopolimeros ramificados, el problema consiste en estimar tanto la
DMM como la DGR (Quivoron, 1984; Podzimek, 1994; Mourey y Coll, 1995; Degoulet et
al., 1995; Tackx y Tacx, 1998). La dificultad es que SEC no fracciona ni por M ni por
nimero de ramas; y por tal motivo, se debe recurrir a la calibracién universal, y a la
utilizaciéon de multiples sensores. Para describir el problema del fraccionamiento
cromatografico de moléculas ramificadas, se suele calcular su volumen hidrodindmico
mediante la teoria de Zimm y Stockmayer (1949), més el conocimiento de las constantes
de MHS correspondientes a una molécula lineal de la misma masa molar que la ramificada
(Burchard, 1999). Si bien este problema ha sido descripto en la bibliografia, se desconoce
la existencia de trabajos que hayan tratado de resolver el problema de “deconvolucién”

consistente en hallar la DMM y/o la DGR a partir de los cromatogramas medidos.

El caso de los copolimeros ramificados es aun mds complejo, porque deben
determinarse la DMM, la DCQ, y la DGR. Un ejemplo de este tipo es el copolimero de
injerto presente en el PS de alto impacto. Este copolimero estd constituido por ramas de
PS injertadas sobre cadenas de polibutadieno (PB). El fraccionamiento del copolimero de
injerto y la estimacion de las distribuciones antes mencionadas fueron investigadas con la
ayuda de un modelo matemdtico representativo de la reaccion de sintesis del polimero

(Estenoz et al., 2001, 2002; Vega et al., 2001).
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1.5.b. Biopolimeros y Polielectrolitos

Los polimeros solubles en agua comprenden una amplia variedad de
materiales poliméricos y presentan diversas aplicaciones en las industrias quimica,
alimenticia, farmacéutica, etc. Estos polimeros pueden ser aniénicos, neutros o catidnicos,
y pueden contener grupos hidrofilicos o hidrofébicos. La DMM afecta las propiedades
fisicas como la viscosidad de los fundidos, la resistencia a la tensidén, la resistencia
quimica, la fuerza adhesiva, y el poder dispersante. Ademds, las ramificaciones y la
estereorregularidad juegan un rol importante en su comportamiento fisico (Volet y Lesec,

1994).

Los polimeros sintéticos solubles en agua incluyen alcohol polivinilico,
poliacrilamida, poli(dcido acrilico), polivinilpirrolidona, poli(6xido de etileno), y varios
copolimeros de éstos. Sus aplicaciones son variadas y dependen de sus propiedades
reoldgicas, actividad superficial y viscosidad (Meehan, 1995; Kilz, 1999). El poli(dcido
acrilico) [PAA] se comporta como un polielectrolito anidénico por la presencia de grupos
carboxilicos (Buchholz, 1992). En SEC de PAA, la repulsién electrostatica entre dichos
grupos, la interaccién con la fase estacionaria, el pH y la fuerza iénica de la fase movil

afectan el volumen hidrodindmico del polimero, y el volumen de retencion.

Los polimeros naturales solubles en agua -biopolimeros-, juegan un rol
basico en el esquema de la naturaleza. Este grupo de macromoléculas incluye a las
proteinas, los dcidos nucleicos, y los polisacaridos La mayoria de los polimeros naturales
se encuentran formando parte de mezclas, y antes de realizar estudios de sus estructuras o
mediciones fisicoquimicas, deben ser aislados sin modificaciones desde su fuente natural,

empledndose muchas veces SEC preparativa (MacGregor y Greenwood, 1980).

Los polisacdridos (como la celulosa, la quitina y el almidén) son los

biopolimeros mds abundantes y conocidos. Algunos polisacaridos tienen importancia
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comercial. Por ejemplo, el almidén es explotado en la fabricacién de papel y en la
industria alimenticia (como agente de retencion de humedad, de textura, gelificante,

espesante, adhesivo).

El quitosano es un derivado deacetilado de la quitina y es biocompatible,
biodegradable, antifiingico, antimicrobiano y no toxico. Es ampliamente utilizado en el
procesamiento y conservacion de alimentos, en el transporte de drogas medicinales, en la
fabricacion de vendas especiales, etc. (Ravi Kumar, 2000). Tiene una reducida solubilidad
en medios acuosos, la cual se incrementa con el aumento del grado de deacetilacion y con

la reduccion de la masa molar.

El dextrano es un polisacarido estudiado desde hace més de un siglo, debido
a que es un contaminante indeseable en las refinerias de azicar, donde afecta
perjudicialmente la filtrabilidad y cristalizaciéon de la sacarosa. En la década del ’50
adquiri6 especial importancia al convertirse en el primer polisacdrido microbiano
producido y empleado a escala industrial. Los dextranos de ciertas cepas y algunos
derivados, se emplean en las industrias farmacéutica, agricola, de cosméticos, fotografica,
de resinas sintéticas y veterinaria. El dextrano producido por Leuconostoc mesenteroides

es de particular importancia por su uso como sustituto del plasma sanguineo.

El almidén es uno de los componentes basicos de la alimentacion humana
que se encuentra en granos de cereales, leguminosas, tubérculos, frutas, etc.; en forma de
granulos insolubles en agua, densamente empacados cuya forma y dimensién son
caracteristicas de la especie. El almidén es una mezcla de dos biopolimeros (la amilosa y
la amilopectina), basados en el monémero o,D-glucosa (Banks y Greenwood, 1975). La
amilosa es un glucano con uniones o-1,4 glucosidicas, y una muy pequefia cantidad de
ramas cortas. Su masa molar estd entre 10 y 10° g/mol (Roger et al., 1996; Suortti et al.,

1998). En contraste, la amilopectina es un polimero altamente ramificado, cuya cadena
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principal consiste en uniones o-1,4 glucosidicas con puntos de ramificaciéon dados por
enlaces 0-1,6 glucosidicos; y su masa molar es cercana a los 10° g/mol (Roger et al.,
1999). La proporcién amilosa/amilopectina en los almidones depende de la fuente
botanica. El contenido de amilosa influye en las propiedades nutricionales y de uso de los
almidones; por ejemplo, la susceptibilidad a la hidrélisis enzimadtica, o el comportamiento

como agente gelificante (Gérard et al., 2001).

Los almidones en su forma nativa se encuentran en forma de granulos
semicristalinos. Segun las condiciones de preparacion de las soluciones, las estructuras
nativas son bastante estables, y conservan fragmentos de la estructura supramolecular. En
general, es dificil encontrar las condiciones 6ptimas de disolucidn. Las regiones cristalinas
requieren condiciones de disolucién mds agresiva, bajo las cuales las macromoléculas de
las regiones amorfas sean parcialmente degradadas. Los solventes comunes para el
almidon son el agua, el hidréxido de sodio o de potasio, y el dimetilsulféxido (DMSO),
aunque son necesarios tratamientos adicionales (calentamiento, agitacion y centrifugacion)
para disolver los fragmentos supramoleculares. Las soluciones de almidon son mucho mas
estables en DMSO que en agua, debido a que el DMSO es un buen aceptor de enlaces de
hidrégeno (Merienne et al., 2000). En solucién acuosa pueden ocurrir cambios
estructurales por agregacion, y en solucion alcalina el almidén se oxida (Radosta et al.,

2001).

Durante la gelatinizacién, los granulos de almidén se hinchan y se enriquecen
en amilopectina, mientras que la amilosa difunde fuera de los granulos. El término
retrogradacion se utiliza para describir los cambios que ocurren al enfriar y almacenar el
almidon gelatinizado. La amilosa retrograda rdpidamente (precipita irreversiblemente),
debido a la formacién de puentes de hidrogeno entre los grupos hidroxilo de moléculas

vecinas; mientras que la amilopectina permanece por mas tiempo en solucion (Fredriksson
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et al., 1998).

La amilosa forma complejos insolubles con timol o con n-butanol,
permaneciendo la amilopectina en solucion. El procedimiento inverso se logra con la
concanavalina A, que interactia especificamente con los grupos no reductores de las
unidades o-D-glucosidicas (Colonna et al., 1985; Matheson, 1990). La amilopectina se
elimina por precipitacion, y se determina el contenido de amilosa midiendo la cantidad de
carbohidratos en el sobrenadante. Estos fraccionamientos permiten el estudio de los dos
componentes del almidon por separado (Suortti et al., 1998; Gérard et al., 2001). Tanto la
amilosa como la amilopectina son facilmente depolimerizadas por dcidos y dlcalis

diluidos.

Una caracteristica importante de la amilosa, es su capacidad de formar un
complejo de color azul con el iodo en presencia de una pequefia cantidad de ioduro que
luego es medido por espectrofotometria o por potenciometria. El1 método de Knutson
(1986) utiliza las propiedades del DMSO al 90% como solvente del almidén y toma la
ventaja del hecho que el i6n tri-ioduro (I,>) se forma esponténeamente cuando el iodo se
disuelve en DMSO. Este i6n es necesario para la iniciacion de la formacion del complejo
amilosa—iodo. En este método, las muestras se disuelven simplemente en una solucién de
I,-DMSO vy se diluyen con agua para formar el complejo, y la absorbancia se mide a 600
nm (Knutson, 1999).

Los dextranos son polisacdridos extracelulares sintetizados por ciertas
bacterias cuando crecen en sacarosa, actuando como cubierta protectora. Consisten
esencialmente de cadenas ramificadas de residuos de D-glucopiranosa unidos por enlaces
0-(1—6), y las ramas son formadas por enlaces a-(1—2), o-(1-3), o-(1—4). Existen
muchos dextranos diferentes, cuya estructura depende de la cepa bacteriana. En algunos

dextranos, las unidades de glucosa unidas por enlaces a-(1—3), pueden formar parte de la
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cadena lineal, mientras que en otros, estos enlaces dan estructuras ramificadas. Los
enlaces 0o-(1—2) o a-(1—4), generalmente, constituyen puntos de ramificacion y las
ramas de cuatro o cinco unidades de glucosa son las mds comunes, aunque pueden
encontrarse ramas mdas largas. Los dextranos son bastante polidispersos, con masas

molares medias en nimero de alrededor de 5 x 10° g/mol.

El quitosano es un polisacarido compuesto por unidades glucosamina y N-
acetil-glucosamina con uniones ,1-4 glicosidicas, que se obtiene por deacetilacién de la
quitina, y se comporta como un policatién debido a la presencia del grupo amino en su
cadena. La deacetilacion de la quitina se realiza por medio de un tratamiento con
soluciones concentradas de hidroxido de sodio (40% —50%). La eficiencia de
deacetilacion depende de varios factores, siendo los més importantes: la concentracién y la
temperatura del dlcali, el tiempo de reaccion y el tratamiento previo de purificacion de la
quitina. La disminucién de la masa molar inducida por la depolimerizacién del quitosano
permite obtener oligoquitosanos, los cuales ademds de mayor solubilidad, parecen tener

una incrementada actividad antifiingica y antimicrobiana respecto al quitosano original

(Hai et al., 2003).

Los quitosanos de menor masa molar pueden obtenerse utilizando métodos
quimicos, enziméticos o aplicando radiacion gamma (R-y), sobre quitosanos de mayor
masa molar. El tratamiento quimico con &4cidos minerales concentrados es un método
comun y rdpido para producir una serie de oligdmeros del quitosano, pero presenta como
inconvenientes el alto costo, el bajo rendimiento, y los desechos dcidos (Jeon y Kim 2000;
Sashiwa et al., 2001). En el caso de la degradacién enzimdtica del quitosano, se han
obtenido quitosanos de bajas masas molares con altas solubilidades utilizando quitinasas,
quitosanasas, glucanasas, lipasas, y algunas proteasas (Pantaleone e al., 1992; Ilyina et

al., 2000). Los métodos enzimaticos son preferibles a los quimicos porque la hidrdlisis
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puede controlarse més facilmente y también se minimizan las alteraciones en la naturaleza
quimica del producto de la reaccién. Sin embargo, la accién de las enzimas sobre la
quitina es muy lenta y los rendimientos no son buenos (Pantaleone et al., 1992; Aiba,
1994; Sakai et al., 1991). La radiacién es efectiva para degradar quitosanos, y presenta
buenos rendimientos y sin causar la degradacién del producto (Choi et al., 2002). La
depolimerizaciéon por R-y produce principalmente la ruptura de los enlaces glicosidicos
[C-O—C] (von Sonntag, 1980). Para confirmar esto, se realizaron los espectros FTIR antes
y después de la irradiacion. Los picos de transmitancia para quitosano que aparecen a
3445, 1622 y 1082 cm’' pueden atribuirse a los grupos hidroxilo, amino y C—O-C,
respectivamente (Peniche-Convas et al., 1992). El pico miximo a 1622 cm™ se tomé
como referencia debido al hecho que los grupos amino no cambian después de la
degradacion. La escision de los enlaces glicosidicos da origen a la formacion de grupos
hidroxilo que se manifiesta como un aumento en la proporciéon del pico del grupo
hidroxilo respecto del pico de referencia. Simultdneamente se percibe la disminucion de la

proporcién del pico del grupo C—O-C respecto de la referencia (Wasikiewicz et al., 2005).

Los quitosanos se caracterizan usualmente por el grado de deacetilaciéon (DD)
y por su masa molar. El DD se define como el porcentaje de unidades de glucosamina en
la molécula de quitosano. Los quitosanos con mayor DD y con menor masa molar tienen
mayor solubilidad en medios acuosos levemente acidos (Ravi Kumar, 2000). El DD
determina si el biopolimero es quitina o quitosano. En general, se considera quitosano
cuando DD 2> 40 (Peters, 1995). El DD define el uso del quitosano debido a su influencia
sobre las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, tales como la resistencia a la tensién
de peliculas (Mima et al., 1983), la capacidad de quelar iones metélicos (Miyoshi et al.,
1992) y la actividad inmunoldgica (Nishimura et al., 1984, 1985). Los métodos usados

para determinar el DD del quitosano incluyen la espectroscopia IR (Baxter et al., 1992;
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Domard et al., 1983; Sannan et al., 1978; Rathke y Hudson, 1993), la espectrofotometria
UV (Aiba, 1986), la espectrofotometria UV por derivada primera [IDUVS] (Muzzarelli y
Rochetti, 1985; Tan et al., 1998), la determinacién enzimatica (Nanjo et al., 1991), la
resonancia magnética nuclear (NMR) (Hiral et al., 1991; Lavertu et al., 2003), la reaccién
con ninhidrina (Curotto y Aros, 1993) y mediciones de dicroismo circular (Domard,
1987). La DMM del quitosano es otra de las variables de interés, y se han reportado My, en

el rango de 1 x 10° — 5 x 10° g/mol (Brugnerotto et al., 2001).
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CAPITULO Il. Analisis y Evaluacién de las Calibraciones

Utilizadas en MD-SEC, y su Relacion con el

Ensanchamiento Instrumental

[1.1. Introduccidn

En general, una calibraciéon SEC es una correlacion entre una propiedad del
polimero con el volumen de retencién. Por ejemplo, la calibracién de masas molares
relaciona la masa molar, M, del polimero con el volumen de retencién, V. En el caso de un
cromatografo equipado solamente con un detector DR, la calibracion se obtiene a partir de
estandares angostos de polimeros de masa molar conocida. Frecuentemente, la calibracion
se interpreta como una propiedad del conjunto de columnas, pero también depende del
sistema polimero / solvente y del instrumental, incluyendo el volumen muerto de todas las
conexiones y del detector. Al igual que los cromatogramas, las curvas de calibracion se
informan en términos del volumen de retencién y no del tiempo de retencién, con el

objetivo de minimizar los errores por cambios en el caudal.

Una dificultad para obtener la calibracién es la baja disponibilidad de
estandares angostos. Los estdndares de calibracion de PS tienen baja polidispersion y
cubren un amplio rango de masas molares. Otros estandares con polidispersiones menores
a 1.1 estan disponibles para poli(a-metilestireno), poliisopreno, polibutadieno, polietileno,
6xido de polietileno, polimetilmetacrilato y politetrahidrofurano. Para SEC en fase acuosa
se dispone de proteinas monodispersas, pero las formas y conformaciones especificas de
estas macromoléculas indican que una calibracién de masas molares no es aplicable a
otros tipos de polimeros. Otros estdndares utilizados en SEC acuosa son o6xido de
polietileno, sulfonato de poliestireno, dextranos y pululanos (Belenkii, 1983; Meehan,

1999; Meira et al., 2004).
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A través de una adecuada calibracién en SEC, se pueden obtener valores
exactos y reproducibles de masas molares medias y DMMs, en el caso de homopolimeros
lineales y copolimeros de composicion uniforme. Dependiendo del tipo de polimero
(simple o complejo), de los estdndares disponibles, y de la instrumentacion, existen
distintas metodologias recomendadas para la calibracién en SEC. En el caso de polimeros
complejos, es esencial la utilizacién de sensores de masa molar, que permiten determinar
la curva de calibracién durante la medicion. Paradéjicamente, el uso de detectores de masa
molar ha incrementado la necesidad de investigar distintas curvas de calibracion (Lew et
al., 1993; Brun, 2000; Balke et al., 1999), como asi también el efecto del IDV (Cheung ef

al., 1993).

En el caso de polimeros simples, la calibracién directa se obtiene con un
conjunto de estdndares angostos de la misma naturaleza quimica que el polimero
analizado, normalmente ajustando las masas molares, M, correspondientes a los picos de
los cromatogramas con los volumenes de retencién, V, correspondientes a esos picos, a

través de un polinomio:
logM (V)=Co+CiV+C VI+C3 V2 + .. (IL.1)

En la zona de fraccionamiento lineal de las columnas, resulta la curva de calibracion lineal

utilizada mas frecuentemente:
logM(V)=C,+C\V (IL.2)

Las M medias de estdndares angostos son muy similares entre si, y es usual
asignar cualquier M media disponible del estandar (M, M . M v’ O M w ) al Vde pico, V.
Por ejemplo, para cromatogramas asimétricos, se ha propuesto asignar M, a la mediana del

cromatograma, Vy, (Dawkins, 1984). En general, pueden definirse diversas calibraciones

segun se relacionen las distintas M medias con el V,, o el Vy,. De esta manera, y aun en el
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caso mas simple de un homopolimero lineal, se observan dos incertidumbres en la
construccion de la calibracion directa: (i) aceptar (o no) su linealidad, y (ii) seleccionar la
forma de asignar cada M media a un V dado.

En el caso de SEC de polimeros complejos, la especificacion correcta de la
calibracion universal []M vs. V incluye incertidumbres en el célculo de [7], tanto en el
caso de detecciéon DR + SV, donde [n] se calcula a partir de la Ec. (1.33); como cuando se
estima [71)] = K M®* (Ec. 1.12), debido a inexactitudes en las constantes de MHS.

Los detectores de masa molar se utilizan para calcular las calibraciones ad
hoc a partir del cociente de las sefales medidas [Ecs (1.38), (1.39), (AILS5)]. Estas

calibraciones sélo brindan informacién sobre alguna M media instantdnea (por ej., M o

M w ), ¥y ademds dependen de la DMM de la muestra analizada. En general, cuando se
utilizan estas calibraciones, las polidispersidades de las DMMs estimadas resultan
erréneas. Por ejemplo, los detectores de dispersion de luz producen valores exactos de
M w» pero sobrestiman los valores de M .+ ¥ por consiguiente las polidispersidades se
subestiman (Prougenes et al., 1998). También, los viscosimetros especificos subestiman

M /M, cuando las M se calculan utilizando las constantes de MHS del polimero

analizado [Ec. (I.39.a)]; o sobrestiman M W/M , al emplear una calibracion universal [Ec.
(1.39.b)] (Jackson y Yau, 1993; Netopilik, 1994, 1997).

Este Capitulo investiga los errores asociados al problema (relativamente
bdsico, pero aun no totalmente resuelto), de la correcta especificacion de las curvas de
calibracién utilizadas en SEC. En la primera parte, se investiga experimentalmente la
influencia de diferentes calibraciones posibles sobre las DMMs estimadas para una
muestra incognita de PS, utilizando tanto deteccion DR como DR + SV. Luego, se realiza

un estudio tedrico de los efectos de distintas DMMs, del E.I. y de incertidumbres en el
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IDV y en la concentracién sobre las calibraciones ad hoc en MD — SEC.

[1.2. Incertidumbres en la Determinacién de la Calibracion Directa

en SEC / DR

El objetivo de esta seccidén es presentar un estudio experimental de las
distintas calibraciones directas que pueden obtenerse por SEC — DR de estdndares de PS, y

su efecto sobre la DMM estimada de una muestra desconocida de PS.

El trabajo experimental se llevé a cabo con un cromatégrafo liquido de alta
performance marca Waters ALC/GPC 244, equipado con un detector DR marca
Viscotek. Se empled un set de 6 columnas marca Shodex A 802 — A 806, con limites de
exclusién en el rango de 5x10° a 5x10° g/mol. Se utiliz6 tetrahidrofurano (THF) como
fase moévil con un caudal de 1 mL/min. Los estidndares de PS (Waters Associates, Inc.)
utilizados se indican en la Tabla II.1. En todos los casos, las concentraciones empleadas

fueron cercanas a 1 mg/mL.

Tabla II.1. Estdndares de PS utilizados para calcular las calibraciones directas.
Masas molares reportadas por el proveedor y volimenes asociados al

cromatograma DR.

Esténdar M, *5% M, t5% M, v, Vin
[g/mol] [g/mol] [g/mol] [mL] [mL]

1 9050 9100 8500 38.195 38.327

2 48600 49800 50000 33.350 33.388

3 92600 98700 95000 31.629 31.666

4 217600 233000 240000 29.136 29.225

5 243000 281000 340000 27.921 28.067

6 1.5x10° 1.75x10° 3.0x10° 25.275 25.605

Los cromatogramas DR corregidos por linea de base se muestran en la Fig.
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II.1. Las curvas de calibracion directa se obtuvieron combinando los valores de M, M,

y M, con los volimenes de retencion correspondientes a los picos (V) y a las medianas
(V) de los cromatogramas. Las curvas de regresién se ajustaron con un polinomio de

orden 3 [Fig. I1.2.a)] y los parametros de ajuste se muestran en la Tabla I1.2.

4
0.02 - 3
3 1
o014 ©
0.00 ‘ ‘ ‘ ‘
25 30 35 40 V[mL]

Figura II.1. Cromatogramas DR de estdndares de PS.

En la Tabla IL1. se observa que el M , informado por el proveedor para el
estandar 1 es mayor al M, introduciendo una primera incertidumbre dado que se espera
M . <M,. En la Fig. II.1. puede observarse que los cromatogramas de los estandares 1, 4
y 6 son mds asimétricos, con colas hacia V mds grandes. Esta asimetria también es
detectable al comparar los valores de V, y Vy, dados en la Tabla II.1., donde V,,, > V, para

los estandares 1, 4 y 6; mientras que V, = V,, para los estandares 2, 3 y 5.

Los cromatogramas de los estdndares 1 y 6 son los mas anchos (Fig. II.1.); y
probablemente se encuentren en zonas cercanas a los limites de fraccionamiento de las
columnas. El estdndar 6 exhibe la mayor diferencia entre V, y Vp,, y consecuentemente a
bajos V se origina la mayor dispersion de las calibraciones (Fig. 11.2.). En cambio, los
cuatro estdndares intermedios (2 — 5) sugieren una cierta correlacion lineal. Las rectas y

parametros de regresion se muestran en la Fig. I1.2.b) y en la Tabla IL.2., respectivamente.



CAPITULO II. Andlisis y Evaluacion de las Calibraciones utilizadas en MD-SEC ... 71

Claramente, las calibraciones exhiben una notoria dispersiéon, que conducird a una

variacién importante en cualquier DMM estimada.

b)

25 30 35 40 V [mL]

Figura II.2. Calibracion directa con estdndares de PS: a) polinomio de orden 3; b)

polinomio de orden 1 (para sélo los 4 estdndares intermedios).

A partir de las calibraciones de la Fig. I1.2. y de los cromatogramas de DR
(Fig. 11.1.) se estimaron M .y M , para todos los estdndares. En general, la recuperacion
de los valores provistos por el fabricante es muy pobre, obteniéndose errores cercanos al
30%. Sélo con las calibraciones lineales, se logra recuperar los M , de los estdndares 2 y 3
con un + 10% de error. En la Fig. I1.3 se presentan los M , calculados para los estandares
1-5 con las distintas calibraciones. Las barras de error representan el + 5% informado por

el fabricante. S6lo en el caso del estandar 2, todos los M , estimados se ubican en esa
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banda de error. Los M, calculados presentaron una dispersion similar a la de los M .

Tabla IL.2. Pardmetros de ajuste de las calibraciones directas.

Polinomio de orden 3

Polinomio de orden 1

Calibracion
Co C] Cz C3 CO C1
logM,(V,) 53.6321  -42664  0.1274 -1.3032x10°  9.1647  -0.1334
logM,(V,) 523799  -4.1208  0.1223 -1.2459x10°  9.4419  -0.1414
log My(V,) 687574  -55787  0.1654 -1.6710x10° 9.8791  -0.1551
logM_ (V) 60.1395  -4.8264  0.1433 -1.4523x10° 92611  -0.1362
logM (V) 589600  -4.6873  0.1384 -13970x 107>  9.5433  -0.1444
log My(Ve)  78.0308  -6.3866  0.1887 -1.8926x10°  9.9870  -0.1582
]\7n /mol] D —
5[%000 — : T oM, [g/mol]
: : - 300000
48000 | § PS5 | 200000
PS1 PS3 s
} Ps2
8000 | . | 50000
6000 | ° g
= g 80000
M [g/mol] 2
50000 : - 300000
PS4 $ ™ M, [g/mol]
48000 | - n
£ PSS | 00000
PS1 ;
Plobgy PSS
10000 | . - 95000
*{ L 90000
8000 | . ' | 85000

Figura IL.3. Incertidumbres en los M, . s estimados a partir de las calibraciones

directas: a) polinomio de orden 3, y b) polinomio de orden 1. (Los

simbolos se corresponden con los de la Fig. I11.2.).
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Il.2.a. Propagacion de Errores a la DMM Estimada

Se analiz6 una muestra de PS lineal de caracteristicas moleculares
desconocidas. El cromatograma DR resultante se presenta en la Fig. 1l.4.a). La muestra
eluye en un rango de V =[26.0 — 38.5] mL, que excede apreciablemente el rango utilizado
para calcular las calibraciones lineales. En las Figs 11.4.b) y c¢) se muestran las DMMs
obtenidas con las calibraciones no lineales, y con las calibraciones lineales;
respectivamente. La Tabla II.3. resume las masas molares medias y las polidispersiones de
las DMMs estimadas. Las DMMs estimadas con las calibraciones no lineales resultan

levemente mas angostas que las estimadas con las calibraciones lineales.

Tabla I1.3. Masas molares medias, Mn, M w Y MW/MH para una muestra

desconocida de PS.

M., M. Mw!M,

Calibracion No lineal Lineal No lineal Lineal No lineal Lineal

(i)logM (V,) 64800 64100 101000 101000 1.56 1.57
(i) logM ,(V,) 66900 65500 109000 108000 1.63 1.65
(iii) log My(V,) 66300 62400 114000 114000 1.72 1.83
(iv)logM, (V) 66300 64500 104000 103000 1.57 1.60
(V)logM (V) 68400 65900 113000 111000 1.65 1.69
(vi) log My(Vyy) 68100 62700 119000 117000 1.75 1.87

En general, se observa que la variabilidad de los M, estimados (< 10%) es

inferior a la de los M v (< 20%), debido a la menor diferencia existente entre las distintas
calibraciones a altos V. Ademas, las masas molares medias obtenidas con las calibraciones
lineales resultaron levemente menores que las calculadas con las calibraciones no lineales.

La mayor polidispersion se obtuvo con la calibracién log M,(Vy), y la menor con la
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calibracién log M 2 (Vp), debido a que se trata de las calibraciones limites (ver Fig. I1.2.).

0.009

a)
Spr(V)

0.006

0.003

0.000

25 30 35 V[mL] 40
()—ac— (V) b
0.06 (i X— )

(iii)

(Vi)

0.03 1

0.00

0.06 - (i)

0.03 1

0.00

4
Figura I1.4. a) Cromatograma masico [spr(V)] de la muestra de PS. DMMs halladas
con diferentes calibraciones directas [(i) log M (Vp); (1) log M v (Vo);
(i) logMy(Vp); (i) logM o (Ve); (V) logM , (Vi) (vi) logM,(Vip)]

ajustadas: b) con un polinomio de 3° orden; ¢) con un polinomio lineal.
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[1.3. Incertidumbres en la Determinacion de las Calibraciones

Involucradas en SEC / (DR + SV)

En esta seccidon se presenta un estudio experimental de las incertidumbres
asociadas a las diferentes calibraciones utilizadas en SEC /(DR + SV), y de los errores
inducidos sobre la DMM estimada. El equipamiento SEC empleado fue el descripto en la
Seccion I1.2, pero ahora se utiliz6 el detector Viscotek Modelo 200 [Capitulo I, seccion
L.1.b.iv)]. Cuando se utiliza un sensor viscosimétrico en linea, es necesario conocer con
precision la concentracion de polimero inyectada, dado que interviene directamente en el

calculo de la viscosidad intrinseca [ver Ec. (1.33)].

[1.3.a. Calibracion de Masa Molar

En la Tabla I1.4., se detallan las masas molares nominales de los patrones
reportadas por el proveedor (Perkin Elmer), y las caracteristicas generales de preparacion
de las soluciones. Se pes6 una masa de cada estdndar, y se la diluyé en una cantidad
conocida de THF. La “concentracién calculada” es el cociente entre la masa de polimero y
el volumen de solvente. De cada solucién, se tomé una alicuota con una jeringa
micrométrica, y se la inyectd en el cromatdgrafo. Se pesé la jeringa llena (antes de la
inyeccién) y vacia (después de inyectar), y por diferencia se determind la masa de
solucién inyectada. Conociendo la densidad del THF (ps=0.88 g/mL), se calcularon el
volumen inyectado, y la masa de patrén inyectada (= concentracion calculada X volumen
inyectado). Para cada estdndar, se midieron los cromatogramas DR y SV, y utilizando el

programa Unical (Viscotek Corp), se determiné el volumen de pico V, (mL) del

cromatograma de DR y la viscosidad intrinseca media E]o (dL/g).

En la Fig. I.5. se muestran los cromatogramas DR y SV corregidos por linea

de base, junto con la calibraciéon de masas molares obtenida a partir de los datos de la
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Tabla I1.4., resultando:

logM(V) = 10.8785 - 0.1898 V (IL3)

Tabla I1.4. Analisis de estindares de PS, con detecciéon DR + SV.

Masa Masa Concentraciéon  Volumen r]O
Esténdar [ /rIrl;)(I)nl] polimero solvente  calculada inyectado [mII:] 4
s mg]  [g]  [mgmL] [mL] [dL/g]
PS1 36000 7.6 4.8397 1.382 0.251 32936 0.232
PS2 83000 7.8 4.6731 1.469 0.250 31.715 0.288
PS3 200000 6.5 3.4781 1.645 0.249 28.750  0.737
PS4 470000 6.7 3.2859 1.794 0.252 27.791  1.009

0.02 -

0.01 A

0.00

25 30 35 V[mL]

Figura ILS. Andlisis por SEC / (DR + SV) de 4 estiandares de PS. Cromatogramas
DR (lineas llenas), y SV (lineas de trazos); y calibracién de masas

molares, logM(V).

[1.3.b. Incertidumbre en la Calibracién de Concentracién

La “concentracion calculada” (Tabla I1.4.), presenta incertidumbres debidas a
errores de pesada de la muestra y/o del solvente, a la posible evaporacion de THF durante
el filtrado de la muestra, y a la probable retencion de polimero en el filtro. A los efectos de

contar con una estimacion mas precisa de la concentracion, se calibré el detector DR. Para
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ello, se prepar6 inicialmente una solucion madre de PS [Mom =200000 g/mol;
“concentracion preparada” C; =0.903 mg/mL] y se determind su concentracién por un
método gravimétrico, consistente en pesar inicialmente recipientes vacios y agregarles una
cantidad de la solucién polimérica, registrando la masa total. Se dej6 evaporar el solvente
de todos los recipientes, y se los pes6é hasta obtener constancia de la lectura. Como el
solvente puede contener impurezas, se hizo también un blanco para determinar la cantidad
de residuos presentes. En todos los casos (soluciones y solvente), se obtuvo la cantidad de
residuos sélidos por diferencia de pesos. Finalmente la concentracién de la solucién

determinada por el método gravimétrico fue C, = 1.025 mg/mL.

La calibracion del detector DR, se realizd segun el procedimiento que se
describe a continuacién. Se efectuaron cuatro inyecciones de la solucion madre de
diferentes masas, mj, y se obtuvieron los cromatogramas DR. Se determiné: (i) m; por
diferencia de pesos de la jeringa antes y después de la inyeccion; (ii) el volumen
inyectado: Vi =m;/ ps; (ii1) la masa de polimero inyectada: mp; = C; X Vi; y (iv) el drea de
cada cromatograma (A;). Luego, se ajusto m,,; vs. A; mediante una regresion lineal.

Los datos utilizados para construir la calibracién se resumen en la Tabla IL.5.,
y las curvas lineales de calibracion (mp;c1 y mpic2) se muestran en la Fig. 11.6. Si bien las
calibraciones no pasan por el origen (0, 0), el error es minimo (< 1%). La calibracién
madsica mpicr se considera mas exacta, debido al método mas riguroso utilizado para
determinar las masas inyectadas. En caso de utilizarse mpic; para calcular la masa
inyectada, se cometeria un error del orden del 13 % por defecto. Este error es inadmisible,

puesto que se propaga directamente a las masas molares estimadas.
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Figura IL.6. Calibraciones del detector DR para PS, en base a la “concentracion

preparada”, my; c1; y a la “concentracién gravimétrica”, mp; co.

Tabla ILS. Calibracién del detector de DR para PS.

.. Masa inyectada YOlumen .. Masa polimero A;
Inyeccion (m;) [mg] inyectado  Concentracion (m;) [me] [mV-mL]
VI () (mL P e

C 0.109 107.741

1 0.1065 0.121
) 0.124 107.720
C 0.174 172.193

2 0.1698 0.193
) 0.198 171.956
C 0.226 234.478

3 0.2202 0.250
) 0.256 234.344
C 0.336 371.146

4 0.328 0.372
) 0.382 370.512

11.3.c. Calibracién Universal
A partir de los datos de la Tabla I1.4., se construyé la calibracién universal,
mediante una regresion lineal obteniéndose la recta log/yom(V) [Fig. IL.7]. La
concentracion de la solucién de polimero inyectada influye en el valor de [n] calculado,
afectando también a la calibracion universal. A partir de las curvas de calibracion mésica

mpic1'y Mpic2 y del drea de los cromatogramas DR, se calcularon las concentraciones Cps

y Cps» y las viscosidades intrinsecas de los estdndares, [77]l y [77]2, respectivamente
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(Tabla I1.6.). Las concentraciones medidas Cps; y Cps resultaron sensiblemente mayores

a las concentraciones preparadas. Consecuentemente, las [1] medidas, [;]1 y mz,

resultaron inferiores a [;]O (Tabla I.4.). A partir de Myom, V, (Tabla 11.4.), [;]1 y mz

(Tabla II.6.) se obtuvieron las calibraciones universales corregidas por concentracion,
log/uomi(V) y logJrom2(V) [Fig. IL7]. Por dltimo, se calculd la calibracidn universal en base
a la Ec. (1.37), con las constantes de MHS de PS en THF a 25°C (Haney et al., 1987):
a=0.712 y K=1.279 x 10 dL/g, y los datos de Mom y V,, de cada estandar (Tabla 11.4.),
resultando la calibracion logJypus(V) [Fig. IL7]. A continuacién, se resumen las

expresiones de todas las calibraciones universales calculadas:
logJhom(V) = 14.4443 — 0.3184 V
logJnom1(V) = 14.5608 — 0.3249 V
logJhom2(V) = 14.4178 — 0.3221 V

log/mus(V) = 14.7309 — 0.3250 V

Tabla I1.6. Concentracién y viscosidad intrinseca medidas de los patrones de PS.

Estandar Cos.i Cesa [77 ]1 [77]2
[mg/mL] [dL/g] [dL/g]
PS1 1.783 2.014 0.178 0.159
PS2 1.768 2.014 0.237 0.208
PS3 1.954 2.223 0.623 0.551
PS4 2.168 2.483 0.863 0.730

Las pendientes de todas las calibraciones universales resultaron similares,
pero se encuentran notoriamente separadas. Dado la escala logaritmica involucrada, estas
diferencias son preocupantemente elevadas, en el sentido que conducirdn a predicciones

muy disimiles de las DMM estimadas. Todos los métodos utilizados para estimar las
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calibraciones incluyen errores muy dificiles de eliminar y/o cuantificar. La calibracién
log/mus(V) es independiente de la concentracidn inyectada y no utiliza informacién de la
sefal de SV; pero se tiene ain la incertidumbre en las constantes de MHS para las
condiciones de trabajo. La calibracion log/,om2(V) se obtuvo con un método gravimétrico

meticuloso; sin embargo, es la més alejada de la calibracién logJyus(V).

log Jnom(V)

IOg JnomZ(V) \

27 30 VI[mL] 33
Figura IL.7. Incertidumbres en las calibraciones universales: logJ,om (sin correccion

por concentracion), logJnom1 v 10g/hom2 (corregidas por concentracion) y

log/mus (basada en las constantes de MHS de literatura).

11.3.d. Propagacion de Errores a la DMM Estimada

Se estim6 la DMM de la muestra incégnita de PS de la seccion I1.2.a)
utilizando tanto la calibracién directa logM(V) [Ec. (II.3)], como las calibraciones
universales de la Fig. IL.7. El cociente entre las sefiales de DR y de SV [Ec. (1.39.b)]
produce oscilaciones en las colas de los cromatogramas, por lo que se ajusté un polinomio
en su parte central, y luego se lo extrapol6 hacia las colas. En la Fig. 11.8.a) se muestran
los cromatogramas DR y SV, el cociente de sefiales, log{ns,(V) / c¢(V)} (en lineas llenas), y
su ajuste con un polinomio de tercer orden (en lineas de trazos). Las DMMs estimadas se

muestran en la Fig. I1.9. y sus masas molares medias en la Tabla I1.7.



CAPITULO II. Andlisis y Evaluacion de las Calibraciones utilizadas en MD-SEC ... 81

Tabla IL.7. Masas molares medias estimadas de una muestra de PS por

SEC /(DR + SV).
Calibracién M. M My/M,
10gMom(V) 41800 102000 2.44
1ogMy_jnom(V) 48100 93300 1.94
10gMy jmom1 (V) 37800 77400 2.05
1ogM,_jnoma2(V) 33800 67600 2.00
logMy nns(V) 55700 114000 2.05
lOg { SSV(V)/SDR(V) } ajustado a)
0.009 - log{sqy(VispeM)} |
0.006 -
0.003 -1
0.000
25
6
5
4 J
25 30 35 V[mL]40

Figura IL.8. Andlisis de PS por SEC/ (DR + SV). a) Cromatogramas medidos,

cociente de sefiales y polinomio ajustado; b) calibraciones directas y

estimadas a partir de las calibraciones universales.

Las DMMs calculadas a partir de las calibraciones universales resultaron mas
angostas que la DMM estimada con la calibracién directa. Como era de prever, la

dispersion en los valores medios es muy elevada, debido a las incertidumbres en las
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calibraciones Ademds de los errores en la concentracién, también juegan un papel
importante el IDV y el E.L, cuyos efectos son evaluados con una metodologia tedrica en

las secciones siguientes.

0.06 |

0.03 1

0.00 -

4 5 logM 6
Figura I1.9. DMMs estimadas a partir de las distintas calibraciones: a) logM(V); b)

long,Jnom(V); C) long,Jnoml(V); d) long,JnomZ(Vp); e) lOg]‘/[v,JMHS(V)-

[1.4. Estudio Teodrico de los Errores Cometidos en las Curvas de

Calibracién “Ad Hoc” Medidas

En esta seccion se investigan los efectos del E.L, el IDV y la concentracion
sobre las curvas de calibracién ad hoc [Seccién 1.1.c.iii)] en MD — SEC. Las simulaciones
consideran el andlisis de un homopolimero lineal, con las siguientes hipdtesis: a) la
calibracion de masa molar es lineal; b) el fraccionamiento y la deteccion son ideales, pero
los cromatogramas aparecen distorsionados por el E.I. y el ruido de medicién; y c) los
cromatogramas medidos son discretos, con un intervalo de volumen de retencion fijo, AV.
Se adoptaron las condiciones cromatograficas y la calibracion directa presentados en
Busnel et al. (2001) para el andlisis de PS en THF a 25°C. Los cromatogramas medidos se
simularon con la ecuaciéon de Tung (1966) [Ec. (1.54)], donde la funcién de E.I. propuesta

es una EMG no uniforme, ggma(V) [Apéndice I]. Las expresiones correspondientes son:
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logM(V) =10.562 - 0.4223 V (IL4.a)

0=0.165-0.0020 V
(IL.4.b)
7=0.160 - 0.0015 V

Los cromatogramas de DR, LS y SV se simularon asumiendo tres estandares

de PS con distribuciones de longitud de cadena en peso (WCLD) a priori conocidas

(normal — logaritmica con GEN =0.32, i =2100; Poisson con A = 100; y Schulz-Flory

con a= 2.5><10'3), representadas por win(logM), wsp(logM), wp(logM), respectivamente
[Apéndice I]. Las simulaciones de los cromatogramas se efectuaron segin se describe en
el Apéndice II. Los cromatogramas corregidos de LS y SV, [sis°(V), ssy'(V)], se
calcularon a partir de la Ec. (AlIl.7.a), adoptando K s = 0.02. Los cromatogramas medidos

libres de ruido se calcularon con la Ec. (AIL.7.b) [Fig. I1.10].

Il.4.a. Calibracién “Ad Hoc” en SEC / (DR + LS)

En la Fig. II.11. se muestra logM,(V) obtenida como el cociente de las
senales medidas [Ecs (I.38), (AILS5.a)]. El E.I. induce una no-linealidad y una rotacién de

logM,,(V) en el sentido anti-horario, que es mas notoria para las DMMs mads angostas. Las
DMMs calculadas con estas calibraciones exhiben M ’s sobrestimados; y las DMMs mas

afectadas son las mds angostas, subestimandose su polidispersion [ver Tabla IL.8.]. En el
caso de una DMM ancha [wsg(logM)], logM,(V) resulta levemente rotada respecto de

logM(V), pudiendo despreciarse el efecto del E.I.
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- 0.04
SLs(V)‘PI\
2 | \\—>
\
SDR(V)‘LN SLS(V)‘LN SDR(V)P, |
~ | - 0.02
1 i
oW
oy
0 ‘ — = (.00
12 14 VI[mL] 16

Figura I1.10. Cromatogramas medidos por SEC / (DR + LS) correspondientes a las
3 DMMs simuladas.

wp

12 15 VImL] 18
Figura I1.11. Efecto del E.I sobre la calibracién ad hoc para las diferentes DMMs.

Tabla I1.8. SEC / (DR + LS). Efecto del E.I. sobre las masas molares medias de las
DMMs: a) tedricas, y b) estimadas con logM,, (V).

DMM Poisson Normal-logaritmica Schulz-Flory
a) Masas molares medias verdaderas
M, . (g/mol) 10519 207780 42800
MW (g/mol) 10623 230110 85390
M,IM, 1.010 1.107 1.995

b) Masas molares medias estimadas con logM (V)

M, (g/mol) 10531 211970 42905
M, (g/mol) 10563 228890 85381
MM, 1.003 1.080 1.990
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En el resto de esta seccion, se considerara sélo el ejemplo de la DMM
normal-logaritmica [win(logM)], por exhibir resultados intermedios entre los
correspondientes a las otras DMMs analizadas.

Otra fuente de error en las calibraciones ad hoc es el IDV. En la Fig. I1.12. se
muestra el efecto del error en el IDV sobre logM(V), para s;s(V) calculado con la Ec.
(AIL6.a). Cuando o5 >0 [s.s(V) se encuentra desplazado erréneamente hacia menor V],
la pendiente de logM,,(V) aumenta; mientras que lo contrario ocurre para d s < 0 (aunque
en general, O,s <0 no tiene interés practico, porque el detector LS precede al DR). El

efecto del error en el IDV es mucho mas marcado en el caso de una DMM angosta.

1‘1 1‘2 1‘3 1;1 V [mL]
Figura I1.12. Efecto del IDV sobre logM (V).

En la Fig. II.12. se observa que un 8.5 <0 es equivalente a un mayor E.L,
mientras que un O s >0 puede emplearse para compensar el efecto del E.I. (Jackson,
1999). Por ejemplo, &s =0.04 mL permite pricticamente superponer logMy(V) con la
calibracion no afectada por E.IL, logM(V). Las desviaciones observadas en los extremos de
logM,,(V) afectadas por s se deben a problemas numéricos de computo.

Una tercera posible fuente de error es la concentracion de la muestra

inyectada. En la Fig. 1I.13. se muestra el efecto del error en la concentracion sobre
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logM,(V), observandose que si bien su pendiente no cambia, resulta desplazada hacia
menores masas molares cuando el error en la concentracion es por defecto y viceversa. El
desplazamiento de logM(V) producird el corrimiento de las DMMs hacia menores o

mayores masas molares, sin afectar sensiblemente la polidispersion.

6 log M(V)
= e=+10 %
AN €c=
\t< log M (V)
e~-10 % SS& J
S N
11 12 13 14 V[mL]

Figura I1.13. Efecto del error en la concentracion (= 10 %) sobre logM (V).

Il.4.b. Calibracion “Ad Hoc” en SEC / (DR + SV)

En el caso de deteccion DR + SV, las calibraciones ad hoc incluyen
informacion sobre: (i) las constantes de MHS, obteniéndose logM, mus(V) [Ec. (1.39.a)]; y
(i1) la calibracién universal, obteniéndose logM, (V) [Ec. (1.39.b)]. Para observar el efecto
del E.I. y la dependencia de logM,(V) con las DMMs, se simularon los fraccionamientos
de las mismas DMMs anteriormente utilizadas; es decir: (a) win(logM), (b) wp(logM), y
(¢) wsp(logM). Con cada DMM vy con la calibracion de masa molar, logM(V), se
obtuvieron los cromatogramas corregidos [ssyv‘(V) y spr(V)], y medidos [ssv(V) y spr(V)],
segtn se detalla en el Apéndice II, y que se muestran en la Fig. II.14. A partir de ssy(V),

spr(V), a, K y logJ(V)=14.189-0.723 V, se calcularon las calibraciones ad hoc

mostradas en la Fig. II.15.
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- 0.09
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- 0.06
Ssv (V)‘LN
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0 ‘ ‘ P ().00
12 14 16 V[mL]

Figura I1.14. Cromatogramas medidos por SEC / (DR + SV) correspondientes a las
3 DMMs simuladas.

Como en el caso DR + LS, el E.L. produce la rotacién de las calibraciones ad
hoc con respecto a logM(V). Mientras logM, mus(V) rota en el sentido contrario a las
agujas del reloj [Fig. I.15.a)], logM, j(V) rota en el sentido horario [Fig. II.15.b)]. La
rotacién mds importante es observada en la DMM mas angosta. Una DMM estimada con
logM, mus(V), exhibird una polidispersion inferior a la real; mientras que lo contrario
ocurriria al utilizarse logM, ;(V). Para una DMM ancha, logM,(V) resulta levemente rotada

respecto de logM(V), pudiendo obviarse la correccién por E.L. [Tabla I1.9].

Wsgp

logM v, MHS V)
: : 3

12 14 16V [mL]18 12 14 16 V[mL] 18

Figura II.15. Efecto del E.I. sobre a) logM,mus(V) y b) logM, V), para las 3
DMMs simuladas.

A continuaciéon, se considera solamente la DMM normal-logaritmica
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[win(logM)]. En la Fig. I1.16. se muestra el efecto del error en el IDV sobre las
calibraciones ad hoc, cuando ssy(V) se obtiene con la Ec. (AIL.6.b). En la Fig. 11.16.a) se
observa que para Osy > 0, la pendiente de logM, mus(V) aumenta con dsy. Un sy <0 es
equivalente a un mayor E.I., mientras que un dsy > 0 puede emplearse para compensar el

efecto del E.I. Un comportamiento inverso se observa para logM, ;(V) [Fig. I1.16.b)].

Los errores en la concentracion no modifican las pendientes de las
calibraciones ad hoc [Fig. II.17.]. Con errores por defecto en la concentracion,
logM, mus(V) se desplaza hacia menores masas molares [Fig. II.17.a)]; mientras que
logM, (V) se desplaza hacia mayores masas molares [Fig. II.17.b)]. Estos
desplazamientos producirdn el corrimiento de las DMMs, resultando erroneas las masas

molares medias, aunque las polidispersiones no son afectadas.

Tabla I1.9. SEC / (DR + SV). Efecto del E.I. sobre las masas molares medias de las
DMMs: a) tedricas, y estimadas con b) logM, mus(V), y ¢) logM, ;(V).

DMM Poisson Normal-logaritmica Schulz-Flory
a) Masas molares medias verdaderas
M . (g/mol) 10519 207780 42800
MW (g/mol) 10623 230110 85390
MM, 1.010 1.107 1.995

b) Masas molares medias estimadas con logM, pus(V)

M, (g/mol) 10520 211140 42890
M, (g/mol) 10552 228080 85350
M,IM, 1.003 1.080 1.990

¢) Masas molares medias estimadas con logM, ;(V)

M, (g/mol) 10044 199610 42798
M, (g/mol) 11098 241140 85423
M. IM 1.105 1.208 1.996
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log M(V) a) log M(V) a)
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Figura I1.16. Efecto del error en el IDV Figura I1.17. Efecto del error en la
sobre: a) logM, mus(V) y b) logM, (V). concentracién (+10 %) sobre: a)

logM, vmus(V) y b) logh, 5(V).

[1.4.c. Errores en la DMM Estimada Utilizando las Calibraciones “Ad Hoc’

Las DMMs se estimaron combinando la sefial del sensor DR con las
calibraciones ad hoc. Usualmente, las calibraciones son ruidosas en los extremos, por lo
que se ajusté un polinomio de primer orden en el rango correspondiente al 75 % de las
alturas de los cromatogramas de DR, y se lo extrapol6 hacia los extremos obteniéndose
logM(V), logMymus(V) y logM, ;(V) lineales. Luego se calcularon las masas molares

medias para las DMMs estimadas: spr(logM), spr(logMy,), spr(logM, mus) ¥ spr(logh,y ).

[I.4.c.i) Deteccion DR + LS

En la Tabla I1.10. se resumen las masas molares medias estimadas de la
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DMM normal-logaritmica. Debido al E.L., la polidispersiéon de spr(logM) es mayor a la
verdadera, mientras que la polidispersion de spr(logM,,) resulta subestimada, debido a la
rotacién de logM,, (V) con respecto a logM(V) [Fig. II.11]. Asimismo, cuando el IDV es
positivo, las polidispersiones resultan sobrestimadas. De esta manera, un IDV positivo
pequeio puede compensar el efecto del E.I., y automdaticamente proveer masas molares
medias y polidispersidades practicamente exactas. Esta compensacién se observa en la
Tabla II.10. para o s = 0.02 mL. Los errores en la concentracién no afectan sensiblemente
la polidispersion de la DMM estimada. Concentraciones inferiores a la verdadera originan
masas molares medias subestimadas, y lo contrario sucede cuando el error en la

concentracion es por exceso.

Tabla II.10. Errores en las masas molares estimadas por SEC / (DR + LS).

DMM M, M, M,IM,
w(logM) 207780 230110 1.107
a) Efecto del E.I
spr(logM) 205030 235020 1.146
spr(logMy,) 211970 228890 1.080
b)Efectodel IDV
OLs =-0.04 mL 222720 229490 1.030
OLs =-0.02 mL 217950 229210 1.052
spr(logM.,)
Ors =0.02 mL 205100 228600 1.115
OLs = 0.04 mL 197250 228250 1.157
c) Efecto de la concentracion
- 10% 190780 206000 1.080
spr(logMy)
+ 10% 233170 251780 1.080

[.4.c.ii) Detecciéon DR + SV

En la Tabla II.11. se muestran los resultados correspondientes a la simulacién
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de la DMM normal-logaritmica, para el caso de deteccion DR + SV. Debido al E.IL,
spr(logM) exhibe una polidispersiéon sobrestimada. Cuando la DMM se calcula con
logM, mus(V), la polidispersion es subestimada, y lo contrario ocurre con logM, V),
debido a las rotaciones contrapuestas originadas por el E.I. sobre logM,mus(V) y
logM, ,(V) [Fig. II.15]. La polidispersién de la DMM calculada con logM, mus(V) es
sobrestimada para dsy >0, debido al incremento de la pendiente de logM, yus(V) con
Osy >0 [Fig. I.16.a)]. La DMM estimada spr(logM, ) exhibe una polidispersion

subestimada para dsy > 0, debido a la menor pendiente de logM, (V) [Fig. I1.16.b)].

Tabla IL.11. Errores en las masas molares estimadas por SEC / (DR + SV).

DMM M, M., M, /M,
w(logM) 207780 230110 1.107
a) Efecto del E.I
spr(logM) 205030 235020 1.146
spr(logM, mus) 211140 228080 1.080
spr(logM, ;) 199610 241140 1.208
b) Efecto del IDV
dsv =-0.04 mL 223050 226910 1.017
dsv =-0.02 mL 218110 227340 1.042
spr(logMy mus)
Osy = 0.02 mL 202580 229230 1.132
Osy = 0.04 mL 192400 230650 1.199
dsv =-0.04 mL 186300 249190 1.338
Osy =-0.02 mL 192750 244500 1.269
spr(logMy )
Osy = 0.02 mL 206620 239120 1.157
Osy = 0.04 mL 213960 238480 1.115
c) Efecto de la concentracion
- 10% 182100 196710 1.080
spr(logMy mus)
+ 10% 241380 260750 1.080
- 10% 221790 267940 1.208
spr(logM, )

+ 10% 181470 219220 1.208
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En forma similar al caso de detecciéon DR + LS, un IDV positivo pequeiio
podria compensar el efecto del E.I., y automdaticamente proveer masas molares medias y
polidispersidades pricticamente exactas, tal como ocurre con dsy = 0.02 mL [Tabla II.11.].
Lo opuesto sucede para las DMMs estimadas con logM, ;, donde la compensacién del E.L
se logra para IDV altos (Osy=0.04 mL, en el ejemplo analizado). Errores en la
concentracion originan errores en las masas molares medias, pero no inducen errores

adicionales en la polidispersion.

[1.5. Conclusiones

En este Capitulo se estudiaron distintos errores involucrados en la
determinacion de las curvas de calibracion directa, universal y ad hoc, y su propagacion a
las DMMs estimadas por SEC. En general, las calibraciones en SEC son dificiles de
determinar con exactitud, aun en el caso mas sencillo de los homopolimeros lineales con

disponibilidad de estdndares de calibracién.

Desde el punto de vista experimental, existen varias incertidumbres para
obtener las calibraciones directas a partir de estdndares comerciales. Cuando sélo se
dispone de deteccion DR, las principales fuentes de error son: (i) la variabilidad (y
probable inexactitud) de las masas molares medias de los estdndares, reportadas por el
proveedor; (ii) las posibilidades de asignar distintos V a distintos M; y (iii) el orden del
polinomio utilizado para ajustar la calibracién. Estas incertidumbres son muy dificiles de
eliminar, y daran lugar, consecuentemente, a DMMs erréneas. La practica usual de utilizar
calibraciones lineales puede ser una fuente adicional de error en el anélisis de muestras
anchas; y en tal caso, la extrapolacién de la calibracién a rangos de V extendidos debe ser

analizada cuidadosamente.

La incorporacion en SEC de los sensores de masa molar no resuelve
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totalmente el problema de la calibracion. Si bien permiten disponer de otras mediciones
independientes, surgen nuevos parametros inciertos, tales como: (i) las constantes de
calibracién de los sensores; (ii) la concentracion de los estandares; (iii) las constantes de
MHS; (iv) el E.L; y (v) el IDV. Estos pardmetros (que no afectan a la calibracion directa),
influyen notoriamente sobre la calibracién universal y las calibraciones ad hoc. La
obtencion de una calibracion mads confiable requerird el andlisis de mediciones
independientes, que permitan conciliar el conjunto de datos medidos con los

correspondientes modelos de medicion. Por ejemplo, podria incorporarse la medicion de la
[n] de cada estandar fuera de linea (por viscosimetria capilar), la estimaciéon de M por
técnicas de osmometria, etc.

En gran medida, las incertidumbres observadas en las calibraciones durante
los andlisis experimentales, pudieron ser justificadas a través de ejemplos simulados,
donde se estudiaron los efectos causados por el E.L, y por errores en el IDV, y en la
concentracion. Los errores introducidos por el E.I. s6lo son importantes en el andlisis de
muestras que incluyan picos angostos. Las calibraciones ad hoc, logM,(V) y
logM, mus(V), exhiben un comportamiento similar frente a errores en el E.L, el IDV y la
concentracion; mientras que logM, (V) lo hace en la forma opuesta. El E.I. y el IDV
causan la rotacion de las curvas de calibracion ad hoc, originando errores en las masas
molares medias y en la polidispersidad de las DMMs estimadas. Ambos pardmetros
resultan correlacionados en sus efectos; y en tal sentido, el IDV podria ser utilizado para
compensar parcialmente al E.I. El error en la concentraciéon produce desplazamientos
hacia mayores o menores masas molares, pero no tiene un efecto apreciable sobre la

polidispersidad de la DMM estimada.

Por dltimo, cabe mencionar que en el caso de los polimeros complejos, el

problema resulta aun mds dificil, ya que en general no existen estandares adecuados, y la
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respuesta de los sensores puede verse afectada por la composicion quimica (en
copolimeros), y por el grado de ramificacion (en polimeros ramificados). Algunos
aspectos relacionados con las calibraciones de polimeros complejos se exploran en forma

tedrica en el Capitulo V.
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CAPITULO Ill. Nuevos Desarrollos en la Estimacion

de la Funcion de E.I.

[11.1. Introduccidén

En SEC, la correccion por E.I. es importante cuando los cromatogramas son
angostos, o son anchos pero multimodales con hombros y/o picos angostos. En el enfoque
mas general, la correccion por E.I. involucra las tres dificultades siguientes: 1) la
estimacion de la funcién de E.L; 2) el calculo de los cromatogramas corregidos a partir de
los cromatogramas medidos y de la funcién de E.I; y 3) la estimaciéon de la DMM
corregida. Los algoritmos numéricos asociados con los puntos 2) y 3) se han tratado en
forma extensa en la literatura (Hamielec, 1984; Meira y Vega, 2001, 2005; Yau, et al.,
1977; Gugliotta, et al., 1990; Jackson, 1999; Vega y Meira, 2001; Baumgarten et al.,

2002), y se discutieron parcialmente en el Capitulo I de esta tesis.

Si se dispusiera de estdndares estrictamente monodispersos de diferentes
masas molares, entonces seria simple determinar la funcién de E.L, ya que cualquier
cromatograma si(V) proporcionaria directamente la forma de las funciones de E.L
individuales; y la funcién de E.I. no uniforme seria obtenida por interpolacién entre un
grupo de tales cromatogramas. Desafortunadamente, los estdndares monodispersos sélo
estdn disponibles para los materiales de baja masa molar (por ejemplo, un solvente puro),
y para algunos biopolimeros solubles en agua. Se han obtenido estdndares sintéticos casi-
uniformes por fraccionamiento de estdndares angostos de PS en cromatografia de
interaccion por gradiente de temperatura (TGIC); y sus cromatogramas se pudieron ajustar
adecuadamente por EMGs (Busnel et al., 2001). Dentro del rango de calibracién lineal,
estas funciones resultaron sélo ligeramente no uniformes pero asimétricas, con el

decaimiento exponencial hacia los volimenes de retencion mads altos. Cerca del limite de
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exclusion total, la funciéon de E.I. se torna mds angosta y asimétrica, y no podria
aproximarse adecuadamente por una EMG (Busnel ef al., 2001). En general, los efectos

del E.L son particularmente serios cerca del limite de exclusion total.

Pueden estimarse funciones de E.I. de forma arbitraria a través de una técnica
basada en el reciclo de estdndares angostos (Alba y Meira, 1986). Sin embargo, este
método requiere de 2 deconvoluciones mal-condicionadas: una destinada a compensar el
E.L en las columnas, y otra para compensar el ensanchamiento inducido por la bomba y la

tuberia de reciclo (distorsion ausente en una corrida normal de fraccionamiento).

Cuando la forma de una DMM angosta es a priori conocida (por ejemplo, es
representada por una distribucion de Poisson en un eje lineal de masa molar), se puede
estimar una funcién de E.I. uniforme y Gaussiana comparando el cromatograma de DR
con el cromatograma tedrico que se obtendria en ausencia de E.I. (Schnoll-Bitai, 2003).
Mis recientemente, el método se extendié a funciones de E.I. representadas por EMGs
asimétricas (Vega y Schnoll-Bitai, 2005). Para muestras que exhiben una WCLD de
Poisson o una normal-logaritmica, se desarrollaron las correlaciones tedricas para
determinar los parametros de la EMG en base al ancho del pico, la varianza, y los puntos
de inflexién del cromatograma de DR (Vega y Schnoll-Bitai, 2005). Estos métodos no
requieren ninguna inversion numérica mal-condicionada, pero se restringen a imponer una

forma a la DMM analizada.

Varias publicaciones han empleado los cromatogramas de masa molar para
estimar funciones de E.I. uniformes y Gaussianas. Asi, se ha propuesto un método
(Lederer et al., 1986; Billiani et al., 1988) para estimar simultdneamente la desviacion
estandar de la funcién de E.I. Gaussiana y los coeficientes de calibracion de masa molar a
partir de los cromatogramas de DR y de LS y una calibracién lineal de masa molar.

También, se ha propuesto un procedimiento iterativo (Netopilik, 1982) para estimar
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simultdneamente la DMM verdadera y la desviacion estdndar de una funcién de E.L
Gaussiana a partir de los cromatogramas de DR y de LS de un estdndar angosto y una
calibracién lineal. El procedimiento es como sigue: (i) suponer una desviacién estandar
para la funcion de E.L; (ii) estimar sz (V)y s;is(V) por inversién de la Ec. (II1.2); (iii)
estimar M°(V) a través de la Ec. (IIL.3); y (iv) iterar hasta que la pendiente de log M“(V)
coincida con la de la calibraciéon de masa molar (independientemente determinada). El
método se evalud tedéricamente adoptando una DMM angosta de Schulz-Zimm. En este
caso, la DMM original se recuperé bien, pero se observaron errores grandes en la

estimacion de la desviacion estdndar (Netopilik, 1982).

A continuacion, se presenta un método tedrico para estimar la funcién de E.IL.
en SEC. Los datos crudos son los cromatogramas (de concentracién y de masa molar) de
estandares angostos y la calibracién de masa molar. La funcién de E.I. puede asumirse
tanto arbitraria como representada por una EMG. En el Capitulo IV, se aplica este método
para determinar simultdneamente la funcién de E.I. y el IDV a partir de estandares de PS

cuando se cuenta con mediciones experimentales de: i) DR + LS; y ii) DR + SV.

[1l.2. Estimacion Tedrica de la Funcién de E.I. en SEC, a partir de
Estandares Angostos de PS y con Calibracion de Masa Molar
Conocida y Detecciéon de Masa y Masa Molar

Se considera el modelo de fraccionamiento SEC discreto descripto
previamente en Meira y Vega (2005) y Vega y Meira (2001), y reproducido en el
Apéndice II. Las hipotesis del modelo son: i) los detectores de masa y de masa molar son
ideales en el sentido que responden a las Ecs (AIlL.3, 4), salvo por el hecho que sus sefiales
estdn contaminadas con ruidos aleatorios aditivos de media cero; ii) los cromatogramas se

han corregido exactamente por linea de base y por IDV; iii) los cromatogramas de masa y
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de masa molar eluyen en un rango de volumen de retencién comin [V|-V,], y se
muestrean a intervalos de volumen regulares AV; y iv) la calibracion de masa molar
log M*(V) es conocida, y en general puede ser “no lineal.”

La estimacién de cualquier cromatograma corregido k se obtiene por la

inversion de la matriz G correspondiente a través de [Ec. (AIL7.b)]:
§¢ =GMls, ; (k=DR, LS, SV, OS) (IIL.1)

donde G es una matriz (pxm) que representa una pseudo-inversa regularizada de G; y el

(3 2

simbolo “A” indica “valor estimado”. Se han desarrollado varios procedimientos
numéricos para calcular G . (Meira y Vega, 2005; Gugliotta et al., 1990). En este
trabajo, se emplea la siguiente expresion correspondiente al método de inversién por

descomposicién en valores singulares (Mendel, 1995):

1] rout
N — J . .
s, =G sk=2 Vi (r<p);

=t (I11.2)

Sk

(120,2...20,2...20,20)

donde u; y v; son los autovectores de GG' y G'G, respectivamente; y los o;’s son los
valores singulares de G (o raiz cuadrada de los autovalores de GTG). En la sumatoria de la
Ec. (II1.2), el nimero de términos “efectivos” estd limitado a r, para evitar la amplificacién
del ruido de medicién. El pardmetro r se selecciona por prueba y error entre una solucién

altamente oscilatoria (r elevados) y una excesivamente suave (r pequefos).

l1l.2.a. Estimacion de la Funcion de E.I. Arbitraria
La funcién g(V) uniforme puede asumirse como arbitraria o representarse por
una EMG. Se considera primero una g(V) arbitraria dada por g = g1, g2...., g»]". Los datos

crudos son los cromatogramas medidos de masa spr, de masa molar s; (con k tanto LS
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como SV), y la calibracién de masa molar M.

Se denomina §; ,p (k=LS o SV) a la estimacién del cromatograma de masa
molar, calculado a partir del cromatograma de DR medido. Tal estimacién se obtiene
reemplazando la Ec. (III.1) en las Ecs (AIL7), resultando:

Spr =K GIM]* GMspp s (k=LS, SV) (II1.3)

Se define el siguiente vector de error de estimacion:

~

€, . =Sk —8; pr =S —K; G[M°]* G's e (k=LS,SV) (IL.4)

Idealmente, §Sk o = [0, ..., O]T. La Ec. (Ill.4) representa m ecuaciones

algebraicas con n (<m) incégnitas, que son las ordenadas de g: gi, g2,..., g»- Los posibles

errores en la ganancia de los detectores, Ky, se evitan normalizando la Ec. (IIL.4) como

sigue:
s G[M°]* G"s
Coon =l | i gle | KISV (mL.s)
sl [G M G sy |
donde e, es el vector de error de estimacién normalizado; y [/ es la norma-1

estandar de un vector, es decir: HXHl = Zi \xi‘ .

Finalmente, g se obtiene a través del siguiente proceso de minimizacion:

. _ . T 2. _
ngn (esk’DR )— mg}n (esk’DR L. +0, ), (k=LS, SV) (I11.6.a)
con
0. =BY (28— 8 —81) Y 80=8u1=0 (IIL6.b)
P

donde ¢, . esun funcional escalar asociado con el error cuadritico medio de e, . En
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la Ec. (II.6.b), ¢ ; es una funcion de filtrado escalar que se introduce para imponer alguna
correlacién entre 3 puntos consecutivos de g; y S (=0) es un factor de peso. El término
entre paréntesis en la Ec. (II.6.b) es una estimacién de la derivada segunda de g(V), y por
consiguiente el efecto de ¢§ durante el procedimiento de optimizacion, es reducir las
oscilaciones de alta frecuencia en las estimaciones de g(V).

El procedimiento propuesto estd basado en estimar uno de los cromatogramas
a partir del conocimiento del otro. Las Ecs (IIL.5) y (IIl.6) pueden generalizarse para

cualquier par de detectores genéricos {k;, k»}, como sigue:

ngn(eslq,kz ): ngn (esklskz ' esklwkz + ¢§) (IIL.7.2)

con:

s, GIM G,
_ Tk ey 2= (ki, ko =DR, LS, SV) (I11.7.b)
Hskl Hl G [MC] 1 2 G[' ] Sk2

(¢
Ski,ko

1

con ¢ como en la Ec. (IIL6.b).

Tabla III.1. Expresiones finales para el numerador del segundo término de la Ec.

(II1.7.b), cuando el cromatograma k; se estima a partir del cromatograma

ky.
ki ko G [M€] %) g
LS DR G M GH!
SV DR G [M¢]* G
LS SV G M G
DR LS G M GH
DR SV G [MT*GH!

SV LS G [M]* P G
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Para todas las posibles combinaciones de sensores DR, LS, y SV, la Tabla

III.1. presenta las expresiones resultantes para G [M€]“% %) GV e 1a Ee. (IIL7.b). Es
de notar que para sensores SV, se requiere conocer ademads la pendiente o de MHS [ver

Tabla II.1.]. Ademds, el producto G Sy, en la Ec. (II.7.b) es una estimacién

intermedia de szz , durante el proceso de optimizacion.

[1l.2.b. Estimacién de la Funciéon de E.I. EMG
Se asume que g(V) estd representada por una EMG de primer orden [Ec.
(AlL2.a)], con volumen medio de g(V), VEMG = (. Esta restriccién se impone en todas las

funciones g(V) individuales, para asegurar que el volumen de retencion medio de los
cromatogramas corregidos coincida con el volumen de retencion medio de los

cromatogramas medidos. Para una EMG, dicha condicién se satisface autométicamente
adoptando I7EMG =—7; Yy en tal caso, g(V) estard dada por la expresion de dos pardmetros

de la Ec. (AL.2.b). Dado que g(V) es una funcion suave, el factor de filtro de la Ec. (II1.6.b)
no se requiere. Asi, el problema de minimizacion de la Ec. (Il.7.a) se reduce a la

busqueda de los siguientes dos pardmetros:

min (e )— min (eskl’szeskl,kz) (1IL8)

S =
{opp.TRR} = KIk2 {oBB.7BB}

con e, iguales a la Ec. (IIL.7.b).

k2

[11.2.b.i) Criterios para la Seleccion Inicial de la Funcion de E.I.

Para resolver las Ecs (II1.7) y (II1.8), se requieren suposiciones iniciales de la
funcién de E.I uniforme buscada (o equivalentemente del vector g y la matriz uniforme
G). Para funciones de E.L arbitrarias, se propone obtener una g inicial como sigue: (i) se

define un eje discreto de V en el mismo rango de V’s del cromatograma de DR, pero con
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un intervalo AV mas grande (resultando un nimero reducido de puntos); (ii) se calculala g
inicial interpolando el cromatograma de DR en el nuevo eje V. Para funciones de E.L

representadas por una EMG, se propone seleccionar un par inicial de pardmetros ogg y

Tgp que aproximen groseramente al cromatograma de DR.

Finalmente, se considera un criterio para la seleccion inicial de las
dimensiones n y p de G. Los cromatogramas medidos contienen m puntos distintos de cero
en [V-V,,]. Como m =p + n— 1, muchas combinaciones de n y p satisfacen tal expresion.

Se propone el siguiente procedimiento de dos pasos. En el Paso I, se adopta 71, = p, =m;

y a este efecto se agregan ceros en las colas del cromatograma original, de forma tal que

sus m puntos originales se transforman en los puntos 71, =2 m—1. Entonces, se aplica el

algoritmo de optimizacion, y se obtienen las estimaciones intermedias de g(V) y s,ﬁz V),
que llamaremos g, (V) vy §,§2,, (V), respectivamente. El rango sobrestimado ( p,) de

§,§2 ; (V) genera oscilaciones espureas en las colas de los cromatogramas corregidos. En el

Paso 11, estas oscilaciones son eliminadas reduciendo las dimensiones del problema en 7

< A, y p < p,.Entonces, se aplica el algoritmo de optimizacién por segunda vez, para

obtener las estimaciones finales g(V) y s; (V).

Para evaluar la calidad de las funciones de E.I estimadas, se define el

siguiente error cuadratico medio (escalar):

_@-2'@-9
g'g

(I1.9)

8

donde g es la solucién verdadera conocida a priori. Claramente, la Ec. (IIL.9) no puede

aplicarse en un experimento real.
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l1l.2.c. Ejemplos Simulados
Los ejemplos “sintéticos” o simulados son utiles para evaluar los
procedimientos numéricos, porque las soluciones buscadas son a priori conocidas. Salvo
las DMMs, se simularon las condiciones experimentales y funcion de E.I. determinadas
por Busnel et al. (2001). Las simulaciones tuvieron en cuenta condiciones de temperatura
ambiente, tetrahidrofurano (THF) como fase modvil, y una columna de lecho mixto
Polymer Lab. (5§ um, 60 cm de longitud). La calibracién de masa molar se asumio lineal

[Fig. IlI.1.a)], y dada por (Busnel et al., 2001):
log M(V) =10.562 — 0.4223 V (II.10)

La funcién de E.I. continua se representa por una EMG levemente no
uniforme [ver Fig. I1ll.1.a)], cuyos pardmetros disminuyen ligeramente a lo largo del

volumen del retencién segun (Busnel et al., 2001):

O (V) =0.165—0.002 V (IL.11.a)

Tgg (V) =0.160 - 0.0015 V (IIL.11.b)

Se simul6 el andlisis de 2 estandares angostos de PS con WCLD conocidas:

una distribucién de Poisson wp(i) de menor masa molar con M w /M , = 1.010; y una

distribucién normal-logaritmica wyx(i) de masa molar més altacon M, /M = 1.107. Sus

expresiones analiticas se encuentran en el Apéndice I y los pardmetros empleados en la
Tabla III.2. Estas distribuciones se muestran en la Fig. III.1.b) en un eje de masa molar
logaritmico. Una WCLD de Poisson es la distribucién mds angosta posible que puede
obtenerse a través de un proceso de polimerizacién anidnica. Es de notar que las masas
molares de la distribucion de Poisson estdn en el limite inferior de sensibilidad de los

sensores LS o SV. Sin embargo, este problema no se considera aqui, ya que se asumen
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sensores ideales perfectos. Se escogié la WCLD normal-logaritmica para emular las

polidispersidades tipicas de estandares con masas molares alrededor de 200000 g/mol. (Si

se hubiera elegido una WCLD de Poisson con M w = 200000 g/mol, entonces su

polidispersidad de alrededor de 1.0005 hubiera sido poco realista desde el punto de vista

préctico).

a)

4 |
2 |
O 4
12 14 V[mL] 16
b)
8 1 DMM de Poisson
wp (log M )

DMM normal-logaritmica
4 w  (log M )

1A

4.0 4.5 5.0 5.5log M

Figura IIL.1. Ejemplos simulados: datos crudos. (a) Calibracién de masa molar,

log M(V), funcién de E.I. no uniforme, g(V,‘7), y cromatogramas

corregidos de DR, S]C)R(V)LN Y Spr (V)P. (b) DMMSs propuestas:

distribucién normal-logaritmica, w;(logM ), y distribucion de

Poisson, wp(logM ©) .

Para cada WCLD simulada, se obtuvieron los cromatogramas de masa
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verdaderos (o corregidos) a partir de las DMMs y la calibracion lineal, resultando las

curvas de trazos spg (V) Y spr (V) , de la Fig. III.1.a). Todos los cromatogramas son
discretos, con intervalos de volumen de retencion regulares AV = 0.02 mL. Los
cromatogramas de LS verdaderos (o corregidos), s;¢(V) Y sis(V) . se obtuvieron a

partir de los cromatogramas de DR [Ec. (AlIL7.a)] adoptando K;s = 0.02. La Tabla IIL.2.

muestra el nimero total de puntos (p) y los rangos de volumen de retencién [VIC—V; ] de

los cromatogramas corregidos.

Tabla III.2. Simulacién de un andlisis por SEC: Datos crudos (AV = 0.02 mL).

Normal-logaritmica Poisson
a) WCLD
w(i) (i =2100y 62y =0.32) (A = 100)
M, (g/mol)® 207780 10519
M, (gmol)® 230100 10623
M,IM, 1.107 1.010
b) Cromatogramas Corregidos
p 122 41
[Vi*~V,°] (mL) [11.22 - 13.64] [15.10 — 15.90]
¢) Funcién de E.L: mimero de puntos y valores limite de los pardmetros
n (= c+d+1) 63 63
o (mL) [0.1377 - 0.1425] [0.1332 — 0.1348]
Tgp (mL) [0.1395 - 0.1431] [0.1362 — 0.1374]
d) Cromatogramas Medidos
m=p+n-1 184 103
[Vi = V,] (mL) [10.70 — 14.36] [14.58 — 16.62]

@ Masa molar del Estireno: Mg, = 104.15 g/mol.

La Fig. 1II.2. presenta los cromatogramas corregidos de DR y de LS (en
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lineas de trazos). También, la Fig. II.2. muestra la primera y udltima funcién de E.L
“efectiva”, colocadas en los primeros y dultimos puntos distintos de cero de los
cromatogramas corregidos. Cada funcién g(V) individual exhibe n = 63 puntos no-nulos,
con ¢ = 26 puntos por delante, del punto correspondiente a la media y d = 36 puntos por
detrds (Tabla III.2.). Es de notar que los volimenes medios de las funciones g(V)

individuales no coinciden con sus maximos.

a) DMM Normal-logaritmica

ginV.V) //\\ ST s SIN (V’V;)

2 1 L 0.02
1] L 0.01
0 0.00
4

L 0.08
2 |

L 0.04
0 L 0.00

Figura IIL.2. Ejemplos simulados: datos crudos. (a) Distribuciéon normal-

logaritmica. (b) Distribuciéon de Poisson. Funciones de E.L limites

[gin (V. V), gin(VLVy), gp(V.VS), gp(V,V,)], cromatogramas

“medidos” [spr(V), sis(V)], y cromatogramas corregidos [spg(V),

sis(V) 1.
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Para cada una de las WCLD analizadas, se construyeron dos matrices G (no-
uniformes) con las Ecs (AIIl.1, AL2.b, y IlI.11), para cubrir estrictamente los rangos de
volumen de retencion. A cualquier volumen de retencién V), la j-ésima columna de G
contiene las ordenadas de la funcién g(V) particular con vV = V;. Las columnas de las
matrices G no-uniformes se obtuvieron como sigue: i) a cada V,, se calcularon los
pardmetros O y Tsg, con las Ecs (II.11); ii) con vV = V;, se calcularon las n alturas de
cada funciéon g(V) individual con la Ec. (AL2.b); iii) se colocaron ceros en todas las

ordenadas de g(V;,V;) menores al 1% de su maximo; y iv) se normalizaron los elementos

de las columnas, tal que su suma sea igual a 1. Para la distribucién normal-logaritmica, se
definié una matriz G (184x122), que cubre el rango de volimenes de retenciéon 10.70—
14.36 mL. Para la distribucién de Poisson, se definié una matriz G (103x41), que cubre el

rango de volimenes de retencion 14.58—16.62 mL (Tabla II1.2.).

Los cromatogramas libres de ruido se calcularon con las Ecs (AIL7), y luego
se les adicion6é un ruido Gaussiano con media cero para obtener los cromatogramas
“medidos” con ruido, spr(V) y sis(V) de la Fig. IIL.2. En todos los casos, las varianzas del
ruido fueron constantes e iguales al 0.25% del maximo de los cromatogramas. El nimero
total de puntos m, y los rangos de volimenes de retencién [V|-V,], para los
cromatogramas medidos se muestran en la Tabla III.2. Es de notar que los cromatogramas

medidos son ligeramente mds anchos que cualquier funcién de E.I. individual.

A continuacidn, para cada uno de los 2 ejemplos simulados, se considera la

estimacion de la funcion de E.I. uniforme.

[11.2.c.i) Estimacion de la Funcion de E.I. Uniforme Arbitraria

Los datos basicos son los cromatogramas medidos y la calibraciéon de masa

molar. En primer lugar, se considera la aplicacién del algoritmo propuesto [Ecs (II1.6)],
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para el caso de estimaciones de la funcién de E.I. de forma arbitraria. Para ambas WCLD,
se adoptaron los siguientes parametros: a) r = 10 para las operaciones de deconvolucién; y
b) B = 500 para el coeficiente de filtrado de la Ec. (II1.6.b). Estos valores se obtuvieron
tomando una solucién de compromiso entre las estimaciones de las funciones de E.L

suaves con altos valores de ey .,y funciones de E.I oscilatorias con bajos valores de

SLS,DR *
Las soluciones finales estdn en la Tabla III.3. y en la Fig. III.3. La Tabla III.3.
muestra las dimensiones de los vectores y los intervalos de volumen de retencion,
intermedio y final. Para la WCLD normal-logaritmica, las estimaciones de la funcién de

EL intermedia y final (g, (V) y &n(V), respectivamente) se muestran en la Fig.

[I.3.a). Para la WCLD de Poisson, las correspondientes estimaciones de la funcion de E.L
intermedia y final, se muestran en la Fig. II.3.d). Los cromatogramas corregidos
correspondientes estdn en las Figs III.3.b, ). En ambos ejemplos, se observan oscilaciones
espureas en las estimaciones intermedias. Estas oscilaciones se eliminaron en el Paso 11, al
reducir las dimensiones de 7, y p, (ver Tabla I3.). En ambos ejemplos, las
estimaciones finales de la funcién de E.I. son ligeramente oscilatorias y exhiben n = 95
puntos no-nulos (algo superior al valor real n = 63). Sin embargo, las estimaciones finales
son bastante aceptables, y la distribucién normal-logaritmica presenta resultados
ligeramente mejores. La funciéon de E.I. verdadera es ligeramente no-uniforme en los
rangos angostos de los cromatogramas y si bien las funciones de E.I. estimadas son

uniformes, se aproximan bastante a la funcién de E.I. verdadera. Por esta razén, g, (V)
es similar a las funciones de E.I verdaderas inicial y final g,y (V,V") y g x(V.,V,)

(Fig. IlI.3.a); y en forma equivalente, gp (V) estd cercade gp(V,V|) y gP(V,VIf ) (Fig.

[1.3.d).
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Figura IIL.3. Ejemplos simulados: estimaciones cuando se asumen funciones de E.I.

arbitrarias. (a-c) DMM normal-logaritmica. (d-f) DMM de Poisson. (a,d)
funciones de E.I. estimadas después del Paso I (curvas de trazos finos),
y luego del Paso II (curvas de trazos gruesos). Las funciones de E.IL
limite “verdaderas” se muestran en trazo continuo. (b,e) cromatogramas
corregidos verdadero y estimado después de los Pasos Iy II. (c,f)

DMMs verdadera y estimada.
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Tabla IIL.3. Ejemplos Simulados: ajustes intermedios y resultados finales.

V&ig;alr)ftlr\jl(i)zg(lgl_ WCLD de Poisson®
a) Dimensiones y rangos de la funcion de E.L y los cromatogramas medidos estimados
Paso I: ny=p,=m 184 103
;=2 m—1 367 205
[8.88-16.20] [13.56-17.64]

[Vi=Vulr (mL)
Paso II: m(=n+p-1) 244 (= 95+150-1) 163 (= 95+69-1)
[10.10—-14.96] [13.98-17.22]

______________________ ViVl Gnl)  [10.10-14561 M398-17.22

b) Funciones de E.I. estimadas e indices de performance

2. (V) [Fig. TIL3.a)] (V) [Fig. IL3.d)]

Funcion de E.I. arbitraria:
e, (x10°) 0.43 0.57
Funcién de E.I. EMG: 2.x (V) [Fig. IL4.2)] 8 (V) [Fig. IIL4.b)]
6y (ML) 0.143 0.137
tpp (ML) 0.136 0.133
e, (x10°) 0.19 0.13
) Estimaciones de las medias de las DMMs
Funcion de E.I. arbitraria:
M., (g/mol) 210120 10540
M, (g/mol) 230050 10610
M,IM, 1.095 1.007
Funcion de E.I. EMG:
M a (g/mol) 209020 10510
M, (g/mol) 230990 10620
MM, 1.105 1.010

@ Ver Fig. I11.3.a-c); ® Ver Fig. I11.3.d-f)
Finalmente, se considera la recuperacion de las DMMs originales a partir de

las funciones de E.I. uniformes estimadas, de los cromatogramas de concentracion, y de la

calibracién de masa molar. El procedimiento fue el siguiente: (i) calcular el cromatograma
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corregido de masa a través de las Ecs (III.1, 2), por deconvolucién de los cromatogramas

de masa medidos; y (ii) combinar los cromatogramas de masa corregidos y la calibracién
de masa molar para obtener las DMMs estimadas W, (logM ) y wp(logM©). Los

resultados se muestran en las Figs Ill.3.c,f). Para la DMM normal-logaritmica (mas
ancha), la estimacion es bastante aceptable. Para la distribucién de Poisson (mds angosta),
la DMM estimada es mds oscilatoria, debido a la peor naturaleza de la operacion de
deconvolucién. La Tabla II.3. muestra las masas molares medias y polidispersidades

estimadas.

[1.2.c.ii) Estimacion de la Funcién de E.l. Uniforme Mediante una EMG

En este caso se esperan mejores resultados que en el punto anterior, porque:
a) la funcién de E.I. verdadera se definié originalmente como una EMG (ligeramente no-
uniforme); y b) en cada ejemplo numérico, el algoritmo necesita estimar s6lo 2 pardmetros
constantes: opg y Tp (en lugar de n = 95 incégnitas). Para las estimaciones intermedias y
finales, se adoptaron los mismos valores de los intervalos de volumen de retencion, las

dimensiones 7, p,y m,y el pardmetro r, a los previamente descriptos para los casos de
funciones de E.I arbitrarias (seccién superior de la Tabla II1.3.).

Las funciones de E.I. estimadas se muestran en la Fig. II1.4., y los resultados
globales en la segunda secciéon de la Tabla III.3. Como se esperaba, los resultados son
mejores que los anteriores, y los errores medios e, son algo menores que para los casos de
funciones de E.I. arbitrarias. Aunque no se muestra, las estimaciones intermedias de los
cromatogramas de los Pasos I y II también resultaron versiones mejoradas del caso
arbitrario. Comparado con los pardmetros verdaderos de la EMG de la Tabla III. 2., los
parametros estimados de la EMG se encuentran por fuera de los limites superior o inferior

de los valores verdaderos, resultando 6z levemente superior y €55 levemente inferior.
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También, los pardmetros estimados opp y 7Tgg disminuyen levemente para masas molares
decrecientes [6gg y fgg son mayores para la distribucion normal-logaritmica (mayor

masa molar que para la distribucién de Poisson (menor masa molar)]. La parte inferior de
la Tabla II.3. muestra las masas molares medias y polidispersidades estimadas. En
general, todas las estimaciones concuerdan con los valores verdaderos presentados en la
Tabla III.2. Nuevamente, los promedios se estimaron ligeramente mejor con la funcién de
E.L supuesta como EMG. Esto es razonable, ya que las DMMs se estimaron a partir de las

funciones de E.I. estimadas como EMG que resultaron mejores que las funciones de E.L

arbitrarias.
DMM Normal-logaritmica DMM de Poisson
gin(V, V) V.V, @ gV V) gp(L.V,)
2 2
gin(V)= gl,LN(V)
1 1
0 0

12 V[mL] 14 15 16 VImL]

Figura III.4. Ejemplos simulados: estimaciones cuando se asumen funciones de
E.L. representadas por EMG. (a) DMM normal-logaritmica. (b) DMM de
Poisson. Funciones de E.I. estimadas después del Paso I (curvas de
trazos finos), y después del Paso II (curvas de trazos gruesos). Las

funciones de E.I. limite “verdaderas” se muestran en trazo continuo.

[1.2.c.iii) Chequeos de Robustez del Método Propuesto

Los ejemplos presentados fueron simulados asumiendo distintas condiciones
y combinaciones de detectores. Los resultados se resumen en la Tabla 1I1.4. En el Caso I,
se aumentaron las varianzas del ruido aditivo que contamina a los cromatogramas medidos

desde 0.25% a 2.5% del maximo de los cromatogramas. A pesar de este cambio, las



CAPITULO II1. Nuevos Desarrollos en la Estimacion de la Funcion de E.1I. 113

funciones de E.I. estimadas s6lo se deterioraron ligeramente, como puede verse en los

valores resultantes de e, y en los pardmetros de las EMG estimadas.

En el Caso II, se introdujeron errores de = 5% en la pendiente de la
calibracion, log M°(V). De nuevo, sélo se observaron desviaciones despreciables en las
funciones de E.I. estimadas. Cuando a la log M°(V) se la rota en el sentido de las agujas
del reloj, las estimaciones de la funcién de E.I. y de las DMMs resultan mds anchas que
las reales; y lo contrario ocurre para rotaciones en el sentido contrario a las agujas del
reloj.

En el Caso III, el detector de LS se cambi6 por un detector de SV ideal con la
pendiente de MHS a = 0.712 (correspondiente a PS en THF a 25 C) (Haney et al., 1987).
En este caso, variaciones de + 5% en el valor de & produjeron desviaciones despreciables
en las funciones de E.I. estimadas. Mientras las variaciones positivas produjeron funciones
de E.I. estimadas mds anchas que las reales, lo contrario ocurri¢ para las variaciones
negativas. Asi, los errores en & son cualitativamente equivalentes a los errores en la

pendiente de la calibracion lineal.

En el Caso IV, se simularon errores en el IDV, observandose una sensibilidad
muy alta. Asi, al correr los cromatogramas de LS en s6lo 0.02 mL (es decir, el intervalo de
discretizacion adoptado), se produjeron errores inaceptablemente grandes (Tabla 1I1.4.).
Las funciones de E.I. estimadas fueron mds angostas que la real cuando los
cromatogramas de LS se cambiaron hacia volumenes de retencion mas bajos; y mucho

mas anchas que la real cuando el corrimiento se realiz6 en la direccion opuesta.
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Tabla IIL.4. Ejemplos simulados: Chequeos de robustez

WCLD Normal-logaritmica WCLD de Poisson
Funcién de E.I Funcién de E.L
Caso N° Arbitraria EMG Arbitraria EMG
I) Varianzas del ruido de medicion: 2.5% del mdximo de los cromatogramas
e, (x10°) 6.2 0.87 2.8 1.1
Gpyp (ML) - 0.140 - 0.143
g (ML) - 0.132 - 0.127
1I) Cambios del + 5% en la pendiente de la calibracién de masa molar
e, (x10°)® 6.5/5.6 421175 1.5/0.68 0.32/0.15
Gpp (ML) - 0.156 /0.128 - 0.139/0.136
typ (mL)® - 0.143/0.128 - 0.132/0.132
111) Sensor SV con cambios en la pendiente o de MHS, del £5%
e, (x10%)® 3.9/3.9 4217178 3.5/8.0 0.47/0.53
6yp (mL)® - 0.156/0.133 - 0.140/0.138
tpg (ML) - 0.143/0.121 - 0.131/0.128
V) Cambios en el IDVde £0.02mL
e, (x10%)® 117/ 62 190 / 43 365/71 422/ 49
Gpp (mL)® - 0.091/0.191 - 0.041/0.195
typ (mL)® - 0.089/0.163 - 0.118/0.140

@ E] primer valor corresponde a cambios positivos, y el segundo valor a cambios negativos.

Finalmente, se simularon WCLDs mds anchas y mds angostas. Una WCLD

de Schulz-Flory (bastante mds ancha) con M , = 42800 g/mol y M w ! M . = 2, produjo

errores altos en las funciones de E.L. estimadas, con e, = 34.2x107° para funciones de E.L
arbitrarias, y con e, = 19.6x107 para las EMG. La razén es que el E.I. afecta en forma
despreciable a una DMM ancha, y por consiguiente puede recuperarse escasa informacién

sobre la funciéon de E.I. de los cromatogramas correspondientes. De forma similar, el
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algoritmo no brindé buenos resultados para una WCLD de Poisson angosta con A = 500 y
M w! M . = 1.002. En este caso, las pequenas diferencias entre los cromatogramas de DR

y de LS fueron tapadas por el ruido de medicién. Después de una serie de simulaciones
que involucran WCLD normal-logaritmica y de Poisson con diferentes medias y ruidos, el
procedimiento demostré ser eficaz para muestras con polidispersidades en el rango de

1.005-1.50.

[11.3. Extensidon del Método de Estimacién de la Funcién de E.I. al
caso de Triple Deteccidn

La triple deteccion en SEC (algunas veces denominada SEC) se refiere la
utilizacion de tres detectores en linea, LS + SV + DR. En esta metodologia no se necesita,
en principio, conocer ninguna calibraciéon de masa molar, directa y/o universal, aunque si
se requiere la pendiente de MHS, « para el polimero analizado en las condiciones de
trabajo (temperatura, solvente). A continuacion, se extiende el método de estimacién de la
funcién de E.I. de la Seccién II1.2. al caso de triple deteccién, donde las hipdtesis del
modelo de medicién son las mismas y los datos necesarios son las sefiales crudas de los

sensores y la constante @ de MHS.

La calibracién directa, M(V), puede estimarse a partir de la combinacién de
sefales de dos sensores [Ec.(AILS)]. Por ejemplo, con los sensores SV y DR, la forma

matricial de M°(V) resulta:
(M°)* o< [diag(G"™Mspr)]" diag(Gssy) (I1.12)
donde diag(G"'spr) y diag[G!sgy] representan matrices diagonales (pxp) de los vectores

correspondientes a los cromatogramas corregidos, spg (V) y sgy (V), respectivamente

[ver Ec. (III.1)]. La matriz diagonal M° contiene las ordenadas de la calibracién de masas
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molares. Luego el cromatograma de masa molar, s s(V), puede estimarse a partir de la Ecs

(IIL.3) y (IIL.12), como:

81 brsv] = Kis G{[diag(G['”sDR || diag(G! s, )}MG['” SoR (II.13)

donde §;g [pr sy] representa al cromatograma de LS estimado a partir de las sefiales

medidas de DR y SV. El vector normalizado de errores entre los cromatogramas de LS
medido y estimado se obtiene como:

1 1/a
G{[diag(G['”sDR)] diag(G[_HSsv)} G"spp

_ Sis
SLs.[DRSV] H

SLSH1 - (II1.14)

G{[diag (GH]SDR )]l diag(G[-l]Ssv )}”a G spp

1

Finalmente, g se obtiene a través del siguiente proceso de minimizacion,

equivalente a las Ecs (II1.6):

. T 2)
SLS,[DR.SV] )_ IIlglIl (eSLs,[DR,sv] eSLs,[DR,sv] + ¢8 (IHIS)

min (e
g

donde ¢ ; es el mismo término de regularizacion que el de la Ec. (I11.6.b).

En resumen, el procedimiento propuesto para estimar la funcién de E.I. estd
basado en estimar la calibracion directa [Ec. (III.12)] y uno de los cromatogramas [sys(V),
Ec.(IlI.13)] a partir del conocimiento de los otros dos [spr(V), ssv(V)]. La implementacién
efectiva del método es a través de la solucién de las Ecs (III.14) y (II.15). La Ec. (I11.14)

incluye implicitamente a la calibracién M° de la Ec. (I11.12).

Las Ecs (II.L12) y (II.13) pueden generalizarse para cualquier trio de

detectores genéricos {ki, k», k3}, como sigue:
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c (agy3—ag,) M
brew)] £.V) (I1.16.2)
[Mc] (ar3=aiy) [diag(G['”skz )]‘ diag(G[_l]Sk3 ) (IIL.16.b)

. e Vo fre )T
Sk, [ k] = K, G{[dwg(G skz)] dlag(G Sk3)} G Skz. (IL16.c)

(ki, ko, k3 = DR, LS, SV)

Luego, las Ecs (III.14, 15) para {k), k,, k3} pueden generalizarse como:

. . T 2 . _
rqgln (eskl,[kz.kﬂ ): mg}n (eskl,[kz,k3] eskl.[kz,ksl +¢g ), (k1, kp, ks = DR, LS, SV) (11.17.2)
con:
s G, s
€5t loia] = - heleklBe gy g, k= DR, LS, SV) (IIL.17.b)
e S G S
‘ kil H ey, ks ke ] Bk 1
donde:

*

: e W 4 )T
Gyl = G{[dlag(G Sy, )] dlag(G sy )} G";
(II.17.c)

(ki, ko, k3 = DR, LS, SV)

Para todas las posibles combinaciones de sensores DR, LS, y SV, la Tabla

IIL.5. presenta las expresiones resultantes para Gzl,[kz,kd en las Ecs (II1.17). Es de notar
que los productos G''''s K Y Gl k, n las Ecs (I.17.c) corresponden a las estimaciones
de si y s, , respectivamente.

Si ahora se asume que g(V) estd representada por una EMG como se defini6
anteriormente, el problema de minimizacién de la Ec. (IIl.17.a) se reduce a la biusqueda de

dos parametros resultando una expresion equivalente a la Ec. (II1.8), para el caso de triple
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deteccion:

R T )
(eskl~[k2»k3])_ min (eskl»[kz-/@] eskl-[kz»ksl (IH'18)

{opB.TBB}

min
{opB,7BB}

con e ol dados por la Ec. (III.17.b).

Ski. k2

Tabla IIL.S. Expresiones finales para Gzl,[kz,,%] de la Ecs (III.17.b, c), cuando el

cromatograma k; se estima a partir del cromatograma k», ks.

ki ky k3 G *kl, (k2 k5]

DR LS SV G{[diag(G['”sLs | diag(G! s, )}w_mG[-u

DR SV LS G{[diag G sy, )| diag(G! s, )}am_m Gl

s ok sv offuulorn ) duelet g ) 6
s sv R 6ffelotsy )] o)l 6
v DR L5 Glbielo"sne ) dielote ) G
sv. ot oR Gffelos] delo )| 6

En los procedimientos asociados al tratamiento de datos de triple deteccion
no se requiere conocer la calibracién directa, como en el caso de la doble deteccion. Sin
embargo, presentan como desventaja la necesidad de realizar dos inversiones numéricas
para estimar las sefiales corregidas correspondientes a las dos sefales medidas [Ec.
(IMI.16.¢)]. Alternativamente, si se conociera M(V) determinada en forma independiente,

podria reemplazarse en la Ec. (Ill.16.c). En tal caso, los resultados obtenidos podrian
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utilizarse para verificar la solucidon resultante del método propuesto. Ademads, si se
conociera M‘(V), también podria utilizarse la Ec. (IIL.16.c) para estima «. Estos

procedimientos no fueron implementados atin, y se los plantea como potenciales trabajos

futuros.

lll.4. Correccion por E.l. en MD-SEC de Polimeros Simples, sin
Conocimiento Explicito de la Funcion de E.I.

En esta seccion se propone un método para corregir por E.I. un
cromatograma medido sin conocer explicitamente la funcién de E.I., cuando se cuenta con
detecciéon DR + LS; o DR + SV. Los datos necesarios son los cromatogramas medidos, la

calibracién de masa molar y la constante @ de MHS (en el caso de detecciéon DR + SV).

Antes de describir el procedimiento de correccion, se realizan algunas

definiciones. La matriz diagonal de un vector v (= [v(1), v(2),..., V(n)]T) se define segun:

vi) 0 - 0
. 0 2 :
diag(v) = | ¢ V(: ) : (IIL19.2)
0 0 - v(n
y la matriz de convolucion de v es:
v(l) 0 0 - 0]
v2) v(l) 0 :
v vy k.
conv(v)=| * v .0
vin) S v (II1.19.b)
0 vin) G .ov(Q)
: 0 v :
0 0 0 - v

donde el nimero de columnas puede elegirse arbitrariamente. El producto de convolucién

de dos vectores (x * y) resulta:
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X *y=conv(x)y=conv(y) X =Yy * X (II.19.c)

donde el nimero de columnas de conv(x) es igual a la dimensién de y; y el nimero de

columnas de conv(y) es igual a la dimension de x.

La Ec. (AIL7.b) puede reescribirse como:
Spr =g *Spr =conv(Spp ) g (II1.20.a)

De esta forma conv(sp,g) resulta una matriz de dimension (mxn), donde cada columna

contiene los p elementos de sp; desplazados un lugar hacia abajo con respecto a la

columna precedente [Ec. (III.19.b)]. Luego el cromatograma para sis, puede escribirse

como:
S;s =g8*S[g =K g g*(M® spp) =K, g conv(M® s}z )g (1I1.20.b)

Similarmente, conv(Msp,) también es una matriz de dimensién (mxn), donde cada

columna contiene los p elementos de sjg = M“sf; desplazados un lugar hacia abajo con
respecto a la columna precedente [Ec. (II1.19.b)].
A partir de la Ec. (IIl.20.a) puede estimarse g por la inversioén de la matriz

conv(spg ), COMo sigue:

g ={conv(sie ) s e (TII1.21)

}1 es una matriz de dimensién (nxm) que representa una pseudo-

donde {conv(spy)
inversa regularizada de conv(s}g ). Claramente, la Ec. (II1.21) es una estimacion ficticia

de g, por cuanto sh,z es un cromatograma desconocido.

A partir de las Ecs (II1.20.b) y (III.21), una estimacioén del cromatograma de

LS, §LS’DR , calculado a partir del cromatograma de DR medido, resulta:
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§LS,DR =K 5 conv(M® spp ) {conv(spy ) }[_1] SpPRrR (1I1.22)

El vector normalizado de errores entre los cromatogramas de LS medido y

estimado resulta:

s;s  conv(MC s ){conv(si, ) !

[-1]

Spr

(II1.23)

(S
SLS,DR

- HSLSH1 - Hconv(MC Spr){conv(spg )} SDRH

1

La Ec. (II.23) representa m ecuaciones algebraicas con p (<m) incégnitas,
que son las ordenadas de spy . Finalmente, sh; se obtiene resolviendo el siguiente

problema de minimizacion:

. . T 2
n}m (esLS,DR )_ II'CllIl (eSLs,DR eSLS,DR + (psf)R ) (IIL.24)
{spr} {spr }

donde ¢% es un término de filtrado similar al de la Ec. (IIL.6.b) que se introduce para
SDR

imponer alguna correlacién entre puntos consecutivos de sp, y reducir sus oscilaciones.

En resumen, el procedimiento propuesto para corregir por E.I. estd basado en
resolver las Ecs (II1.23) y (II1.24). Estas expresiones pueden generalizarse para cualquier

par de detectores genéricos {kj, k»}, como sigue:

(ay, —ag,) -1]
S, _ conv [(MC) T Szz]{COHV(Szz)}[ Sk,

Sky ko
s, conv vy Sk, [ fony i)} s, (II1.25.a)
1
(k1, k» = DR, LS, SV)
y:
. . . )
mkm(e )‘ o (e € T 05t ] (IL.25.b)

con ¢> como en la Ec. (IIL.6.b). Para todas las posibles combinaciones de sensores DR,
Sky
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LS, y SV, la Tabla IIL.L6. presenta las expresiones resultantes para
e (@ —ak,) ¢ c _1]

conv [(M") ™ " s, {conv (Sg, )}[ en la Ec. (Il.25.a). Es de notar que para sensores

SV, se requiere conocer ademds la pendiente o de MHS [ver Tabla III.6.]. Ademas, el

-1
producto {conv (sz2 )}[ ]s k, e la Ec. (I1.25.a) es una estimacion intermedia de g, durante

el proceso de optimizacion.

Las Ecs (II1.25) se resuelven numéricamente con un procedimiento similar al
utilizado para resolver las Ecs (IIL.5) y (III.6). A su vez, dichas ecuaciones pueden
extenderse al caso en que se disponga de una calibracién universal en lugar de la
calibracion directa. En tal caso, en la Ec. (II.25.a) se reemplaza M por (JC)” @ /K, como

se deriva de la Ec.(1.37).

Tabla III.6. Numerador del segundo término de la Ec. (II.25.a), cuando el

cromatograma k; se estima a partir del cromatograma k.

ky ky conv [(MC ) ge ] feonv (s, )}[_1]
LS DR conv [(M€) 55, | feonv (55,0} "
SV DR conv [(M°)“ S‘f)R] fonv (SER)}[_I]
LS SV conv [(M“ )= sgv] {conv (Sgy )}[_l]
DR LS conv [ove) s¢ ] feonv se)
DR SV conv [(MC)‘“ S§v] {conv (S§v)}[_1]
Y LS conv [(MC)(‘H) sCLS] {conv (sis)}[_l]

lll.4.a. Ejemplos de Simulacién

A continuacién se presentan ejemplos simulados para deteccion DR + LS, y

DR + SV. Los cromatogramas corregidos corresponden a una WCLD normal-logaritmica
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igual a la simulada en el ejemplo de la seccion III.2.c. [Tabla III.2.]. La calibracién de
masas molares, las constantes de los detectores, los rangos de volumen de los
cromatogramas y las dimensiones de los vectores son los indicados en la Tabla III.2. Los
cromatogramas medidos fueron simulados con las Ecs (II1.20). Las ordenadas del vector g
se asumieron provenientes de una EMG uniforme, con n =63, 6= 0.13 mL y 7=0.14

mL. Para resolver la Ec. (II1.25.b), se requieren valores iniciales de las ordenadas del

cromatograma corregido buscado (o equivalentemente sobre el vector szz y la matriz
conv[si2 ]). Se propone obtener un siz inicial como sigue: (i) se define un eje discreto de
V en el mismo rango de V del cromatograma s b medido, pero con un intervalo AV mas

grande, resultando un nimero reducido de p puntos; (ii) se interpola el cromatograma de

s, en el nuevo eje V y se obtiene el szz inicial. El criterio para la seleccion de las

k2
dimensiones p de siz, ny mde conv[sz2 ], fue similar al utilizado en la Seccién III.2.c.
para la WCLD normal-logaritmica [Tabla II1.3.].

El siguiente error cuadritico medio (escalar) se utiliz6 para evaluar la calidad

del cromatograma DR estimado:

A T A
_ (Spr —Spr) (pr —SpR)

SHR (IIL.26)

C C
Spr Spr

e

donde sf,; es la solucién verdadera conocida a priori. Claramente, la Ec. (II.26) no
puede aplicarse a un experimento real, donde sp; es desconocido.

Para la resolucion de las Ecs (II1.25), se adoptaron los siguientes pardmetros:
a) r = 95 para las operaciones de deconvolucién; y b) B = 500 y B = 5000, para el
coeficiente de filtrado de la Ec. (II.25.b), en los ejemplos de deteccion DR + LS y

DR + SV, respectivamente. Estos valores se obtuvieron tomando una solucién de
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compromiso entre las estimaciones de los sh,; suaves con altos valores de € > Y SHR
1.%2

oscilatorios con bajos valores de e . Finalmente, se eligié la mejor estimacion de

SLS,DR

Shr » como aquella que arroja un menor valor de e . [Ec. (IIL.26)].
SDR

Ejemplo 1: SEC/ (DR + LS)

Ssor (V) =s5(V) a)l g

logM © (V)

-5
0 ‘
12 V[mL] 14
3 b
) | Spr (log M ©)
spr (log M ©)

1 |
0 ‘ ;

6 5 logM

Figura IIL.S. Correccién directa por E.I. Ejemplo DR + LS. a) Calibracién de masa

molar, logM‘(V), cromatogramas medidos [spr(V), sis(V)] 'y

cromatograma de LS estimado, §; (V). b) DMMs verdadera

[s5r (logM )]y estimada [ s5, (log M ©) 1.

Los cromatogramas libres de ruido fueron contaminados con ruido Gaussiano
de media nula para obtener los cromatogramas “medidos” con ruido, spr(V) y s1s(V) de la

Fig. 1I1.5.a). En todos los casos, la varianza del ruido fue constante e igual al 0.25% del
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maximo de los cromatogramas.

En la Fig. IIL.5.a) se muestra también el cromatograma §; g (V) , estimado
con la Ec.(II.22) (en lineas de trazos gruesos) que resulta practicamente superpuesto con
el cromatograma medido original, sy s(V). En la Fig. IIL.5.b) se muestra la DMM estimada,
Spr (log M ©), calculada a partir del cromatograma de concentracién estimado con la Ec.

(I.24), y de la calibracién de masa molar, logM°(V). Las masas molares medias y las

polidispersidades estimadas se muestran en la Tabla IIL.7.
Ejemplo 2: SEC/ (DR + SV)
El cromatograma de viscosidad libre de ruido se calculé con una expresion

similar a la Ec. (IIL.20.b), obtenida al reemplazar M® por (M) y Kis por Ksy = 0.02,

resultando:
Sqvy =8 #Sqy = Kgy 8 *[(MC)“ S%R:| =Kgy conv[(MC)“ S]C)R}g (II1.27)

Luego, se le adicioné un ruido Gaussiano (de media nula y la varianza del ruido fue
constante e igual al 0.25% del maximo de los cromatogramas) obteniéndose el

cromatograma “medido” con ruido, ssy(V), de la Fig. I11.6.a). En la Fig. II.6.a) se muestra
también el cromatograma §SV,DR (V), estimado con una expresion equivalente a la
Ec.(Il1.22), obtenida al reemplazar M por (M)* y Kis por Kgy. Este cromatograma
resulta practicamente superpuesto con el cromatograma medido original, ssy(V). En la Fig.
I1.6.b) se muestra la DMM estimada, sp, (logM ©), calculada a partir del cromatograma

de concentracién estimado con la Ec. (II.25.b), y de la calibracién de masa molar,
logM*(V). Las masas molares medias y las polidispersidades estimadas se muestran en la

Tabla II1.7.
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logM (V) Ssvor (V) =55y (V) a)| ¢
1 ]
-5
0 ‘
12 VImL] 14
3 5
2 §]C)R (logM*)
spr (log M ©)
1 ]
0 — ‘
6 5 logM

Figura II1.6. Correccién directa por E.I. Ejemplo DR + SV. a) Calibraciéon de masa

molar, logM‘(V), cromatogramas medidos [spr(V), ssv(V)] ¥y

cromatograma de SV estimado, Sqypg(V). (b) DMMs verdadera

[s5r (logM )]y estimada [ s5, (log M ©) 1.

La Tabla III.7. muestra las masas molares medias y polidispersidades
estimadas. En general, todas las estimaciones concuerdan con los valores verdaderos

debido a la notable estimaci6n lograda en el cromatograma DR corregido. El error e . es
DR

menor en el caso DR + SV, debido a la mayor suavidad alcanzada en la estimacién de
AC
SDR .

Las estimaciones de sp (V) resultaron extremadamente buenas, lo que

podria deberse a la compensacion de los errores sistemdticos en las mediciones. La
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seleccion de los pardmetros By r se realizé con el criterio de obtener un menor e. ;que
DR

evidentemente no podria aplicarse a una medicion real. Las buenas estimaciones de

spr (V) y el bajo e quizds se deben a la compensacion entre soluciones altamente

oscilatorias (elevado valor de r) con las oscilaciones provocadas por el ruido de medicion.

Tabla IIL.7. Correccién directa por E.I. Masas molares medias de las DMMs real y

estimada, y error cuadratico medio de estimacion.

DR +LS® DR + SV ®
a) DMM real
M, (g/mol) 207780 207780
M, (g/mol) 230100 230100
M, IM 1.107 1.107
b) DMMs estimadas
M., (g/mol) 209180 208090
M., (g/mol) 231950 230300
M, IM, 1.109 1.107
e. (x10% 0.3942 0.1393

@ Ver Fig. IIL5.; ® Ver Fig. IIL6.

Se evalud la robustez del método ante errores de = 5% en la pendiente de

logM*(V). Cuando el error en la pendiente es por defecto, la DMM corregida estimada

resulta mds ancha que la real, y viceversa. También se investigd el efecto de errores en el

IDV iguales a un intervalo de discretizacion (AV == 0.02 mL) observandose que e .
SDR

aumenta en forma significativa. Cuando el s;s5(V) se ubica erréneamente hacia menores V
(OLs < 0), los errores observados resultaron mas elevados que cuando el s;s(V) se desplaza

hacia V mayores (o5 > 0). Para d.5 < 0, el cromatograma corregido estimado resulta mas
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ancho que el real. Por ultimo, el ruido de medicién tiene un efecto moderado sobre el

cromatograma corregido estimado. En la Tabla III.8. se resumen los errores comentados.

Tabla IIL.8. Correccién directa por E.I. Chequeos de robustez.

DR +LS DR + SV
Cambios del + 5% en la pendiente de la calibracion de masa molar
M, (g/mol)® 209660 / 208350 208230 / 207420
M., (g/mol)® 231280/ 232220 229530/ 231300
M M, 1.103/1.115 1.102/1.115
e. (x10H)@ 0.910/0.775 0.579/0.663
Cambiosen el IDVde £0.02mL
M, (g/mol)® 213490/ 207910 205810 / 205940
M, (g/mol)® 232460 / 235080 224200 / 234980
MM, 1.089/1.131 1.089/1.141
e. (x10H@ 9.756 / 6.383 5.151/10.929
Varianzas del ruido de medicion: 1 % del mdximo de los cromatogramas
M a (g/mol) 208470 208020
M, (g/mol) 231230 230260
MM, 1.109 1.107
e, (x10°) 0.341 0.143
Cambios en la pendiente ocde MHS, del +5%
M., (g/moh)® . 208420 / 207390
M., (g/mol)® . 229840 / 231260
M, iM,® . 1.103/1.115
0.514/0.693

e. (x10H)@ i
SDR

@ E] primer valor corresponde a cambios positivos, y el segundo valor a cambios negativos.
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Se efectudé un andlisis de robustez similar al anterior, para el caso SV + DR,
obteniéndose resultados cualitativamente similares, al variar la calibraciéon de masas
molares, el IDV y el ruido de medicién. Ademads, se simularon errores del + 5% en la
pendiente & de MHS. Para valores de o por defecto, la DMM corregida estimada resulta
mads ancha que la real, y viceversa. El efecto del error en o es similar al originado por

errores en la pendiente de logM“(V). En la Tabla II1.8. se resumen los errores comentados.

[11.5. Conclusiones

Se desarroll6 un método tedrico para estimar una funcién de E.I. uniforme
(pero asimétrica), basado en el andlisis de estdndares angostos con sensores de masa molar
y calibracién de masa molar conocida. Las simulaciones involucraron una distribucién de
Poisson de masa molar relativamente baja, y una distribucién normal-logaritmica de masa
molar mas alta. En ambos casos, se obtuvieron estimaciones de la funcidn de E.I. bastante
razonables. Dichas estimaciones resultaron mejores (y el algoritmo se resolvidé mas
rapidamente) al adoptar funciones EMG. Ademas, los pardmetros de las EMG estimadas
mostraron una variacién correcta con la masa molar; siendo posible estimar la funcién de

E.L. no-uniforme global por interpolacién de los parametros de las EMG obtenidas.

El algoritmo numérico estd libre de los errores en las ganancias de los
detectores, y es robusto frente a las diferentes formas de WCLD, a los ruidos de alta
frecuencia, a los errores en la pendiente de calibracion, y a los errores en el parametro de
MHS, o (cuando se emplean sensores de SV). Sin embargo, el método es muy sensible a
los errores en el IDV. No asumiendo ningun error en el IDV, se obtuvieron estimaciones
de las funciones de E.I. muy razonables para estdndares con polidispersidades en el rango
1.005-1.50. Para polidispersidades sumamente bajas, el procedimiento falla porque el

cromatograma de masa molar casi coincide con el cromatograma de concentracion, y
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entonces la informacién contenida en ambos cromatogramas es la misma. Para
polidispersidades altas, el procedimiento falla porque el E.I. tiene un efecto despreciable

sobre los cromatogramas medidos.

En general, las calibraciones de masa molar se determinan a partir de los
cromatogramas de concentracion. Como se discutiera en el Capitulo II, los errores en la
calibracion de masa molar se deben en parte a la asignacion incorrecta entre los volimenes
de retencion medios y las masas molares medias. Quizds, podrian obtenerse estimaciones
mejores de la calibracién de masa molar si en lugar de utilizar los cromatogramas de masa
medidos, se emplearan los cromatogramas corregidos por E.L., derivados de la aplicacion

del método propuesto en este Capitulo.

En triple deteccidn, se incorpora un segundo sensor (independiente) de masa
molar. Al disponerse de 3 sensores independientes, es posible —en principio— extender la
aplicacion del método de estimacién al caso en que se desconoce la calibracion de masa
molar. Por otra parte, si dicha calibracién se conociera, entonces podria utilizarse como
una prueba de consistencia adicional entre los cromatogramas medidos, la calibracién de
masa molar, y las funciones de E.I. estimadas. Alternativamente, se podria aplicar un
procedimiento iterativo similar al de Netopilik (1982), para estimar simultdneamente la

funcién de E.I. uniforme y la calibraciéon de masa molar.

Por ultimo, se propuso un algoritmo tedrico para corregir por E.L. sin la
necesidad de conocer la funciéon de E.I. El método se derivé a partir de relaciones
matemadticas existentes entre las sefiales medidas y la calibracién de masa molar. En tal
sentido, es conceptualmente equivalente al método de estimacion del E.I., pero involucra
en un dnico problema la estimacién de las ordenadas de spg (V). Esta es una ventaja con

respecto al método clasico, que requiere de dos pasos: 1) estimar la funcién de E.L; y 2)

resolver el problema inverso para obtener Sp, (V). Esta parece ser la mayor potencialidad
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del método propuesto, que produce resultados de simulacién notoriamente buenos bajo las
hipétesis de cromatogramas ideales contaminados con ruidos aleatorios de media nula. La
robustez del método debe ser estudiada con mayor profundidad, asi como deben también
establecerse algunos criterios de cardcter practico para el ajuste de los pardmetros r y 8

asociados al caso de una medicidn real.
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CAPITULO IV. Estimacion de la Funcién de E.L.: Aplicaciones

en los Casos de SEC / (DR+LS)

y SEC / (DR+SV)

IV.1. Introduccion

En SEC con deteccion de masa molar surge la incertidumbre en la
determinacion del IDV, que puede producir errores intolerablemente altos en las funciones
de E.I. y en las DMMs estimadas. El IDV se define como el volumen muerto existente
entre el detector masico (DR) y el detector de masa molar (LS o SV). En el método tedrico
desarrollado en el Capitulo III, para estimar la funcién de E.I. se asume un IDV
exactamente conocido y compensado. El IDV origina un corrimiento en V de las sefiales
de masa molar, y su correccién es particularmente importante cuando se realiza el
tratamiento de datos de las mediciones. En el caso de sensores en serie (donde el DR se
ubica como ultimo detector), el IDV produce un corrimiento de la sefial de masa molar
hacia menores V. Cuando los sensores se ubican en paralelo, la sefial de masa molar puede
adelantarse o retrasarse respecto a la sefal de DR. En el Capitulo II se estudiaron los

efectos del IDV sobre las calibraciones ad hoc y sobre las funciones de E.I. estimadas.

La Ec. (I.54) asume que las macromoléculas que eluyen de las columnas de
fraccionamiento alcanzan simultidneamente todos los detectores. En la préctica, el IDV
introduce un retraso en las sefiales de la masa molar medidas, sism(V) y ssvm(V), que

puede modelarse como:
sis(V)=s1gm(V =815) (IV.1.a)
Ssv(V) = Ssym (V = dgy) (IV.1.b)

donde ds y dsy son los volimenes que deben correrse las sefiales medidas de LS y SV
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con respecto a la sefial de DR, adoptada como referencia (es decir, dpr = 0). Un valor
ds>0 (0 Osv>0) indica que la sefial medida se corrige desplazdndola a mayores V’s. Se
han propuesto varios métodos para determinar el IDV en detectores interconectados en
serie. Por ejemplo, si una muestra idealmente monodispersa se inyecta en un sistema sin
columnas, el IDV puede estimarse directamente a partir de la diferencia de V’s entre los
maximos de los picos (He et al., 1982); o a partir del maximo de la correlacién cruzada

entre las sefiales de ambos sensores (Billiani et al., 1990).

Una estimacién no sesgada de la calibracién de masa molar, M(V), puede

calcularse introduciendo los cromatogramas corregidos en la Ec. (1.55); es decir:

A~ A /o
wewy=x, | SuW) k| Ssv™) (IV.2)
H 5L (V) 56 (V)

La DMM corregida por E.L, se obtiene de spp (V) y M “(V). Un ejemplo simulado para
SEC/(DR+LS) fue publicado por Vega y Meira (2001).

En una mediciéon SEC, la distancia entre los méaximos de los picos se
incrementa con la polidispersidad de la muestra, el E.I, y el IDV (Balke, 1999). Un
estandar idealmente monodisperso exhibiria picos de igual forma, y el desplazamiento
entre picos dependerd del E.I. y del IDV, sugiriendo asi la existencia de una correlacién
entre ambos pardmetros. Para muestras polidispersas, el IDV real es menor que la
distancia entre los maximos de los picos, por lo que el procedimiento cominmente

utilizado de alinear los picos, provee un IDV sobrestimado.

Sobre la base de las Ecs (1.54, IV.1, IV.2), varias publicaciones (Netopilik,
1994; 1997; 1998; 2001; Brun, 1998; Jackson, 1999; Brun et al., 2000; Cheung et al.,
1993) han investigado los efectos combinados del E.I. y del IDV, sobre las calibraciones

ad hoc y las DMMs estimadas. Por ejemplo, para la combinacién particular de una DMM
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normal-logaritmica, un E.I. Gaussiano, y una calibraciéon de masa molar lineal, el aumento
de la desviacion estandar (o) de la funcién de E.I. produce la disminucién de la pendiente
de la calibraciéon ad hoc, mientras que un IDV en exceso provoca el mismo efecto; y
ambas variables combinadas generan la rotacion de la calibracién ad hoc en sentido
contrario a las agujas del reloj con respecto a M“(V) (Netopilik, 1994; 1997; 1998; 2001).
Como ambos efectos estdn correlacionados, pueden compensarse entre si, y entonces el
E.L. puede corregirse a través de un reajuste del IDV (Brun, 1998; Jackson, 1999; Brun et
al., 2000). Para la detecciéon DR + SV, y bajo las hipétesis de una calibracion de masa
molar lineal y un E.I. Gaussiano uniforme, se ha propuesto un método para determinar
simultdneamente el IDV y la o de la funcién de E.I. (Cheung et al., 1993). Primero, se
utilizé un set de estdndares angostos para obtener una calibracién de viscosidad intrinseca

independiente, [1]°(V). Luego, se analizé una muestra ancha de polimero para estimar

[7]°(V) a partir de la relacion de sefiales. El método encuentra los valores de o'y dsy que

mejor ajustan []°(V) con [1]°(V). Los resultados no fueron buenos debido a la asimetria

de la funcién de E.I en las altas masas molares y a los grandes errores de estimacion a las

bajas masas molares (Cheung et al., 1993).

En el Capitulo III se considerd tedricamente el andlisis de estandares
angostos con detectores sensibles a la masa molar, cuando el IDV es despreciado. En este
Capitulo, se extiende el método para estimar simultdneamente la funcién de E.I. uniforme
(asimétrica) y el IDV, a partir de los cromatogramas de DR + LS (Seccién 1V.2) y
DR + SV (Seccion IV.3), obtenidos con estandares angostos de PS. Entonces, el método
se prueba con mediciones experimentales obtenidas con: (i) un sensor de dispersion de luz
en serie con el sensor DR; y (i) un viscosimetro en linea que exhibe un arreglo en paralelo

de los sensores DR y SV.
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IV.2. Estimacion Experimental del E.l. en SEC /DR + LS

Esta seccion apunta a estimar la funcion de E.I. en un cromatégrafo SEC con
dos detectores en serie: un DR y un LS. El método requiere los cromatogramas de DR y
de LS de estandares angostos; y la calibracion de masa molar. Basicamente, se propone el

siguiente algoritmo para estimar simultdneamente &5y g(V): (i) suponer un IDV inicial,

dLs, de forma que la calibracion ad hoc, logM (V) [Ec. (1.38)], reproduzca la pendiente de
la calibracién de masa molar, logM*(V); (ii) calcular el cromatograma de LS corregido por
IDV, sis(V) [Ec. (IV.1.a)]; (ii1) estimar la funcién de E.I. uniforme, g(V), en el rango del

cromatograma medido a través de las Ecs (IIL.7); (iv) calcular los cromatogramas

corregidos por E.L [§{4(V) y Spr (V)] por deconvolucién de sis(V) y spr(V) [Ecs (IIL1),

(II1.2)]; (v) estimar la calibracién de masa molar, M (V) [Ec. (IV.2)], y comparar con la

pendiente de logM*(V), después de aplicar una regresion lineal en la region media de los

cromatogramas; y (vi) recalcular los pasos (i—v) hasta reproducir los valores de la
pendiente de logM®(V), incrementando ligeramente el &g si la pendiente de log M (V) es
mayor a la de logM“(V), o disminuyendo ligeramente Js en el caso contrario.

Segtn la Ec. (IV.2), se debe conocer Ky g para estimar M*© (V); sin embargo,
no se lo requiere para estimar la pendiente de logM °(V), ya que dicho factor sélo afecta
la magnitud de logM (V). Finalmente, es de notar que pueden calcularse dos estimaciones
de la DMM corregida por E.L, combinando: (a) $pr(V) con logM®(V), dando
58, logM©); y (b) §5x (V) con logM ¢ (V), dando 5%, (logM ). También, se pueden
obtener dos estimaciones de la DMM no corregida por E.I., combinando: (a) spg (V) con

logM ©(V), dando sp (logM ) ; y (b) spr (V) con logM ., (V), dando sy (logM ) . En
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principio, se espera que spg (logM ) sea mds angosta que la DMM verdadera.

IV.2.a. Medicion de Estandares Angostos de PS

Se utilizaron los cromatogramas de DR y LS provistos por el Prof. Taihyun
Chang (Departamento de Quimica, POSTECH, Corea del Sur) que analiz6 por SEC tres
estandares angostos de PS (uno obtenido en el laboratorio via polimerizacién anidnica y
dos comerciales), y sus respectivas fracciones ain mds angostas, obtenidas por
cromatografia de interacciéon por gradiente de temperatura (TGIC). Los datos de los

estandares y de las fracciones se resumen en la Tabla IV.1.

Tabla I'V.1. Caracteristicas de los estandares de PS utilizados. Deteccion DR + LS.

— — —
Proveedor [;‘;Ir;ol] [gj\r/[nré)l] [g]/wmvg)l] M, /M,

a) Estdandar
PS16 Laboratorio 15700 15600 15900  1.019®
PS31 Pressure Chemical 29600 29500 29800 1.010
PS200 Pressure Chemical 203500 202000 205000 1.015

b) Fracciéon
PS16 Laboratorio 16100”16200 1.006™

(a) Calculado como: M b= M ,, M ; (b) Caracterizado por MALDI — MS.

Los cromatogramas spr(V) y sLsm(V) (a 90°) se indican en la Fig. IV.1., y se
discretizaron con intervalos AV = 0.005 mL. Los cromatogramas de LS, s;sm(V), preceden
a sus correspondientes cromatogramas de masa, spr(V); y claramente, el IDV es positivo
en todos los casos. La calibracion de masa molar (lineal), obtenida con un set

independiente de estdndares de PS resulté: logM® = 12.758 — 0.6232 V (Fig. IV.1.).
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Figura IV.1. Cromatogramas medidos y calibracién de masa molar, logM‘(V). a)

Estandares base; b) Fracciones obtenidas por TGIC.

IV.2.b. Estimacién de la Funcién de E.I.

Se considera la aplicacion del algoritmo propuesto para estimar
simultdneamente el IDV y los parametros de la funcion de E.I tipo EMG { o, 7}. El rango
de V requerido en el paso (v) se selecciond en base a los cromatogramas de DR, tomando
los valores de las ordenadas superiores al 40% de sus maximos, para evitar las elevadas

oscilaciones en ambas colas.

Se describird el método aplicado para el estindar PS31, y se mostraran las
soluciones para los otros estandares. En la Fig. IV.2. se muestra el efecto que produce el
IDV sobre las calibraciones ad hoc correspondientes al estindar PS31. Cuando no se

corrige por IDV (65 =0 mL), la pendiente de logM,, resulta considerablemente mayor
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que la de logM°, mientras que por efecto del E.L, la pendiente de logM,, deberia ser
subestimada. La seleccion inicial del IDV se realiza tomando como limite superior el
volumen correspondiente a la separacion entre los picos de los cromatogramas de LS y el
DR, mientras que como limite inferior se selecciona un valor de IDV tal que genere una
logM,, cuya pendiente sea similar a la de logM°. Para ello, se seleccionaron tres valores:
61 =0.175 mL (IDV mdximo), 6 =0.170 mL y &;=0.160 mL. La pendiente de logM,,
obtenida tomando J; y & resulta subestimada, mientras que logM,, calculada con J; es la

que presenta una pendiente similar a logM°.

SLS,m V)

Stsm(V — d)
Spr (V)

13.2 13.6 14.0 V[mL]

Figura IV.2. Efecto del IDV sobre la calibracion ad hoc, logM,,, para 6=0 mL,
01 =0.175 mL (IDV maximo), & =0.170 mL y & = 0.160 mL.

Para estimar simultdneamente el IDV y los pardmetros de la funcién de E.IL
{o, 1}, se aplico el algoritmo propuesto en la seccién IV.2. El algoritmo se inicializé con
Os =0.160 mL, ya que este valor es el que provee una logM,, con pendiente similar a
logM°®. Los valores sucesivos de &s en el paso (vi) se obtuvieron reduciendo
continuamente el dltimo valor en 0.005 mL. Después de varias iteraciones de los pasos (i-

vi), 85 = 0.15 mL dio la pendiente de log M ¢ (V) = logM*(V) y los pardmetros de la EMG

resultaron: 6 =0.074 mLy 7 =0.033 mL.
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a)
2 |
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13.0 13.5 VImL] 140
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_._5LS=0.15 mL
4 | .._6LS=O.l6mL

rango de ajuste ) \—i

4.2

13.4 13.5 V[mL] 13.6
Figura IV.3. Estimacion de g(V) (EMG) para el estindar PS31. Resultados

intermedios para 3 IDV’s. a) EMG estimada, g(V), cromatogramas DR
y LS corregidos por IDV, spr(V) y s1s(V); b) Cromatogramas DR y LS

corregidos por E.I, Spr (V) y $§;g(V); c¢) Calibraciones de masas

molares: verdadera, logM“(V) y estimadas, logM ‘).

La Fig. IV.3.a) muestra los cromatogramas normalizados de DR y de LS del

paso (ii), para 6.5 = 0.14, 0.15, y 0.16 mL, y las funciones de E.I. estimadas resultantes del
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paso (iii). Los parametros de las EMGs correspondientes difirieron en menos del 10%,

resultando las g(V) de la Fig. IV.3.a). Los cromatogramas corregidos por E.L. se

representan en la Fig. IV.3.b). La Figura IV.3.c) compara las calibraciones de masas
molares, verdadera logM°(V) y estimada logM ‘).

Para los seis estdndares investigados la Tabla IV.2. presenta los resultados
globales de los parametros de E.L, los IDV, y las dimensiones n, p, y m, hallados por
aplicacion del algoritmo. El estandar PS200 y su fraccién, exhiben idénticas funciones de

E.L. estimadas, posiblemente debido a que el fraccionamiento por TGIC no fue eficiente.

Tabla IV.2. Estimacién simultdnea de la funcién de E.I. EMG y del IDV.

ml [mL) i) i P L
a) Estdndar
PS16 0.074 0.034 0.15 150 232 381
PS31 0.074 0.033 0.15 150 232 381
PS200 0.099 0.050 0.15 150 182 331
b) Fraccion
PS16 0.076 0.036 0.15 150 232 381
PS31 0.071 0.033 0.15 150 232 381
PS200 0.099 0.050 0.15 150 182 331

A efectos de obtener una funcién de E.I. en todo el rango de medicion, los
pardmetros 6 y T de la Tabla IV.2. se ajustaron con un polinomio de orden 2, en funcién

del V medio de los cromatogramas spgr(V), resultando las siguientes correlaciones:

G (V) =0.0226 V* - 0.5698 V + 3.6539 (IV.3.2)

7 (V) =0.0143 V2 - 0.3621 V + 2.3087 (IV.3.b)
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Figura IV 4. Funciones de E.I. (EMGs) estimadas para cada estandar (lineas llenas)

y funcién de E.I. no uniforme extrapolada (lineas de trazos).

La Fig. IV.4. muestra las funciones de E.I. estimadas para cada estindar,
junto a las funciones de E.L extrapoladas a todo el rango V’s asumiendo las correlaciones
(IV.3). Se observa que la funcién de E.I. estimada para el estdndar PS200 es ligeramente
mas ancha y asimétrica que las correspondientes a PS16 y PS31. Las funciones de E.L
estimadas no-uniformes resultaron practicamente simétricas para todo V, y levemente mds
anchas a V menores (mayor M), mientras que a V intermedios resultaron algo mads
angostas. Alternativamente, se propuso realizar un ajuste lineal de los pardmetros & y 7T
de la Tabla IV.2., en funcién del V medio de los cromatogramas spr(V), resultando las

siguientes correlaciones:

6 (V)=-0.0153 +0.0075 V (IV.4.a)

7 (V)=-0.0233 + 0.0048 V (IV.4.b)

La Fig. IV.5. muestra las funciones de E.I. estimadas para cada estdndar, y
las funciones de E.I. extrapoladas a todo el rango de fraccionamiento asumiendo las
correlaciones (IV.4). En este caso, las funciones de E.I. estimadas no-uniformes resultaron

mas asimétricas y menos anchas a V menores.
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Figura IV.5. Funciones de E.I. estimadas para cada estdndar, asumiendo funciones
EMGs (lineas llenas, gruesas) y funcién de E.I. extrapolada a través de

una correlacion lineal para todo el rango de medicion (lineas de trazos).

IV.2.c. Estimacion de las DMMs de los Estandares de PS
A partir de la g(V) pueden obtenerse, como subproducto del método, las

DMMs de los estandares corregidas por E.I. Para su calculo, existen distintas alternativas:

(i) utilizar la calibracién directa [logM‘(V)] y el cromatograma mésico [spr(V)] resultando
spr(logM°); (ii) utilizar la calibracién ad hoc corregida por IDV [logl\;l w1y el
cromatograma spr(V) resultando sDR(logM w); (1) estimar la DMM verdadera
[spg (logM©)] a partir del cromatograma corregido estimado [ S5, (V)] y empleando
logM“(V); y (iv) estimar la DMM verdadera combinando las estimaciones Spg (V) y
logM °(V), resultando §BR (logM ). Las DMMs (i) y (ii) no son corregidas por E.L., por

lo que se espera en principio, que spr(logM®) y spr (log]\;l w) sean mds ancha y mds

angosta, respectivamente, que la DMM verdadera. Alternativamente, las DMMs (ii1) y (iv)

estan corregidas por E.I. y se espera que sus masas molares medias sean similares.

La estimacién final resultante g(V) para el estindar PS31 junto con los
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cromatogramas de DR medido y corregido Sgi (V) se presentan en la Fig. IV.6.a). Las

pequeiias oscilaciones espireas en las colas del cromatograma de Sp, (V) no se muestran.
La Fig. IV.6.b) compara la DMM calculada sin correccién por E.L, spr(loghM®), con la

DMM corregida por E.L, s5; (logM ®). Claramente, spr(logM) es mds ancha que

str (log M ©) , debido al efecto del E.I.

0 L= ‘ ‘
12.6 13.2 13.8 V[mL]
° \ b)
Spr (log M ©) — A—SDR(log M
N /
2 ]
0

4.2 45 logM

Figura IV.6. Estandar PS31. (a) E.I, g(V), calibracién de masa molar, logM‘(V), y
cromatogramas DR ensanchado y corregido por E.L, spr(V) y Spr (V).

(b) DMMs ensanchada y corregida por E.L, spr(logM®) y S5 (logM ©).

La Tabla IV.3. presenta las masas molares medias para los estindares y sus

fracciones, calculadas con & 5=0.160 mL. Las masas molares medias difieren de los
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valores nominales (Tabla IV.1.), siendo menores para PS16 y PS31 y mayores para
PS200. Estas diferencias pueden atribuirse a la incertidumbre que existe sobre la validez

de logM®(V), para el sistema cromatografico en donde se analizaron las muestras. Todas

las DMMs §S, (Iog M) son mas angostas que las 55 (logM ), posiblemente debido a

la amplificacién de los errores en los & s estimados, que pueden subestimar drasticamente

la pendiente de logM V).

Tabla I'V.3. Masas molares medias de los estandares PS16-PS200

M M
DMM Mn MW W DMM Mn MW W
[g/mol] [g/mol] M, [g/mol] [g/mol] M,

a) Estdndar

spr logM ©) 10000 10600 1.056 SDR(IOgMW) 10300 10500 1.017

Spr(logM ©) 10100 10500 1.041  §5 (logM€) 10200 10500 1.031

spr (logM ) 21600 22600 1.045 s . (logM,) 22300 22500 1.012

Spr(logM ©) 21900 22600 1.029  §5, (logM€) 22000 22500 1.025

spr logM ) 277000 286000 1.034 s, (logll;[ w) 282000 287000 1.009

Spr (log M ©) 285000 290000 1.016 55, (logM ) 285000 285000 1.019

b) Fracciones

spr logM €) 10200 10700 1.043 s, . (logM,) 10500 10600 1.006

Spr(logM©) 10400 10600 1.026 55, (logM€) 10400 10600 1.018

spr(logM€) 22000 23000 1.043 5. (logM,) 22600 22900 1.010
Ser(logM®) 22300 22900 1.027  §. (logM©) 22300 22900 1.025

spr (log M ©) 277000 287000 1.035 s, (logM,) 283000 285000 1.009

Str (log M ©) 284000 289000 1.017 58 (logM*©) 284000 289000 1.017
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IV.3. Estimacién Experimental del E.l. en SEC / (DR+SV)

En esta seccion, se estima la funcién de E.I. en un cromatdgrafo SEC con
detectores DR y SV en paralelo. Los datos requeridos son: (i) los cromatogramas DR y SV
de estandares angostos; (ii) la calibracién de masa molar; y (iii) el pardmetro @ de MHS.
El método tedrico descripto en el Capitulo III fue extendido para estimar simultineamente
la funcién de E.I. y el IDV. El algoritmo es similar al descripto en la seccién IV.2., y
consiste en: (i) suponer un IDV inicial, dsy, {por ejemplo, el 8y requerido para que la
calibracién ad hoc logM,mus(V) [Ec. (1.39.a)] reproduzca la pendiente de logM“(V)}; (ii)
obtener el cromatograma corregido por IDV, ssy(V) [Ec. (IV.1.b)]; (iii) estimar la funcién

de E.L. uniforme, g(V), [Ecs (IIL.7)]; (iv) obtener los cromatogramas corregidos por E.L

[Ssy(V) y Spr (V)] por deconvolucién de ssy(V) y spr(V) [Ecs (IIL1) y (IIL2)]; (v)

estimar & de la pendiente de: log[ S5y (V) /S5 (V)] vs. logM®(V) [Ec. (IV.2)], después de

aplicar una regresion lineal en la regién media de los cromatogramas y comparar con el

valor de « de literatura; y (vi) iterar desde los pasos (i — v) incrementando ligeramente el
Sy si & > o, o disminuyendo ligeramente Sy si & < @, hasta que @ = ¢ Segtn la Ec.
(IV.2), se requiere conocer K para estimar con precisiéon [1]°(V). Sin embargo, K sélo

afecta la magnitud de log{[A]° (V) }, pero no su pendiente X .

La aplicacion SEC/(DR+SV) presenta la ventaja de conocer el valor o para
estandares de PS en THF. Como contrapartida, tiene la desventaja de que los detectores se
encuentran en paralelo, existiendo diferencias inevitables en los flujos a través de ambos
detectores. La magnitud del IDV, dsy, puede depender de la masa molar del estdndar
analizado, debido a las contrapresiones mas elevadas generadas por las masas molares mas
altas en el detector SV. Por estos motivos, la estimacion de dsy es mds compleja, y no se

puede considerar un IDV tunico para todos los estdndares como en el caso DR + LS. El
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efecto del Osy en la pendiente del plot de MHS (log{[n]°} vs. logM) puede verse al

estimar la viscosidad intrinseca a partir de la Ec. (IV.2). Cuando se representa
log{[AI°(V)} vs. logM °(V), la pendiente del plot de MHS (idealmente lineal) debe

coincidir con o; mientras que si dsy se subestima, entonces la pendiente del plot de MHS

se sobrestima, y viceversa. Finalmente, podrdn calcularse dos estimaciones de la DMM
corregida, S5 logM ) y s (logM €); y dos estimaciones de la DMM no corregida,

spr(logM®) y spr(logMy mus)-

IV.3.a. Medicion de Estandares Angostos de PS

Se utiliz6 un cromatdgrafo Waters-Breeze con un juego completo de 6
columnas Styragel HR(1-6) (30 cm de longitud, 100-10" g/mol), y un detector Viscotek
Modelo 200, con una configuracion en paralelo de los sensores de DR y de SV, ya
comentado en el Capitulo I [seccién I.1.b.iv)]. Se analizaron nueve estiandares de PS
(Tabla IV.4.). Se utiliz6 THF como fase mévil, a 1 mL/min y 25 °C. El volumen de
inyeccién fue 0.2 mL, y la concentracion nominal de los estdndares 1.0 mg/mL. Se
adoptaron los siguientes pardmetros de MHS para PS en THF a 25 °C (Haney et al., 1987):

K =1.279x10* dL/g, y a = 0.712.

Los cromatogramas corregidos por linea de base y normalizados se
representan por spr(V) y ssv.m(V) en la Fig. IV.7. Tales cromatogramas son funciones
discretas, con puntos a intervalos de volumen regulares AV =0.03 mL. Este intervalo
relativamente grande fue seleccionado para tener un nimero moderado de puntos de los
cromatogramas, permitiendo una mejora en la performance del algoritmo. La calibracion

de masa molar (lineal) resulté: logM* = 13.0773 — 0.1913 V, (Fig. IV.7.).



CAPITULO V. Estimacion de la Funcion de E.I: Aplicaciones ... 147

Tabla I'V.4. Caracteristicas de los estandares de PS utilizados. Deteccion DR + SV.

Estandar Proveedor M, M, M, M,IM,
[g/mol] [g/mol] [g/mol]
PS1 Perkin Elmer 51200 50400 52100
PS2 Perkin Elmer 78600 75300 82100
PS3 Polyscience 118000 @ 120000 1.03
PS4 Polyscience 226000 ® 233000 1.06
PS5 Waters 240000 217600
PS6 Waters 340000 243000
PS7 Polyscience 589700 @ 610000 1.07
PS8 Polyscience 858000 @ 900000 1.10
PS9 Polyscience 1720000 ® 1800000 1.10

(a) Calculado como: Mp = MWMH .

Figura IV.7. Deteccion DR + SV. Cromatogramas medidos (corregidos por linea de

base y normalizados), y calibracién de masa molar, logM*(V).
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En la Fig. IV.7., se observa que todos los spr(V) preceden a sus
correspondientes ssy m(V); y las formas de los cromatogramas de masa y de masa molar de
los estdndares angostos son bastante similares entre si, indicando una baja polidispersidad.
Claramente, el IDV es negativo en todos los casos. Los cromatogramas de masa molar

finales corregidos por IDV son representados por ssy(V) en la Fig. IV.7.

IV.3.b. Obtencidon de la Funcién de E.I.

Se considera la aplicacion del algoritmo propuesto para estimar
simultdneamente el IDV y los pardmetros de la funcién de E.I. EMG { o, 7}. El rango de V
de la region media del cromatograma que se requiere en el paso (v) se selecciond con el
mismo criterio utilizado para el caso de deteccion DR + LS. Se describird el método
aplicado para el estandar PS5, y se mostraran las soluciones para todos los estandares. En
la Fig. IV.8. se muestra el efecto que produce el IDV sobre las calibraciones ad hoc
logM, mus, correspondientes al estdandar PS5. Cuando no se corrige por IDV (dsy = 0),
logM, mus exhibe un pendiente positiva, lo que es inadmisible. Como se vio en el Capitulo
II, la pendiente de logM, mus deberia ser subestimada por efecto del E.L, y el IDV se
puede utilizar para compensar este error. La seleccion inicial del IDV se realiza tomando
como limite superior un valor de IDV que genere una logM, yps cuya pendiente sea
similar a la de logM®; mientras que como limite inferior se selecciona el volumen
correspondiente a la separacion entre los picos de los cromatogramas de SV y de DR. Para
ello, se seleccionaron tres valores: 6, = — 0.14 mL (IDV minimo), & =—0.15 mL (IDV
méximo), y & =—0.16 mL. La pendiente de logM,uns obtenida con & resulta
subestimada, mientras que con 0; resulta sobrestimada. Utilizando el IDV méximo &, se

obtiene una logM, mus cuya pendiente es similar a logM®.
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Figura IV.8. Efecto del IDV sobre logM, mus, para 6; =— 0.14 mL (IDV minimo),
0 =—0.15 mL (IDV méximo), y & = — 0.16 mL.

Para estimar simultdneamente el IDV y los pardmetros de la funcién de E.IL
{o, 1}, se aplico el algoritmo descripto en la seccién IV.3. El algoritmo se inicializé con
Osy =—0.10 mL, dando una primera estimacion a < 0. Los valores sucesivos de dsy en el
paso (vi) se obtuvieron reduciendo continuamente el dltimo valor en 0.01 mL. Debido a
que el intervalo de discretizacion de volumen fue AV =0.03 mL, entonces cada
cromatograma ssy(V) se obtuvo interpolando el ssym(V) con 0.01 mL antes de aplicar la

Ec. (IV.1.b), y luego se rediscretiz6 el cromatograma resultante con AV = 0.03 mL.

Para sy < —0.13 mL, se alcanz6 la convergencia en el paso (iii) con errores
inaceptablemente altos en la Ec. (IIL.7.b). Los errores mds bajos en & se obtuvieron para
valores de sy en el rango [-0.18,—0.13] mL; y en este caso las EMGs estimadas
resultaron casi independientes de dsy. Después de varias iteraciones, dsy = —0.16 mL dio
la pendiente de MHS correcta & =0.712; y los pardmetros de la EMG resultaron:

6 =022mLy 7 =0.16 mL.



CAPITULO V. Estimacion de la Funcion de E.I: Aplicaciones ...

150

L5 |

0.10

0.05 1

0.00 1

-0.05 1

-0.10

g(V)

~

A\
\

—__35,=-0.16mLa
—8y=-0.15mL

sy |40
spr (V) /./ﬂ
dgy=-0.15 mL 27
Sg=-0.16 mL wa
Pgy=-0.17 mLY
e
//////
|(/' it |
r =logK +alogM €|
{( rango de ajuste |
5.35 5.40 5.45 log M

Figura IV.9. Estimacién de g(V) (EMG) para PS5 (resultados intermedios para 3

IDV’s). a) EMG estimada, g(V), cromatogramas DR y SV corregidos

por IDV, spr(V) y ssy(V); b) Cromatogramas DR y SV corregidos por

EL, §5. (V) y §& (V); c) Plot de MHS.

Para Osy=-0.15,-0.16, y—-0.17 mL, la Fig. IV.9.a) muestra los

cromatogramas normalizados de DR y de SV del paso (ii), y las funciones de E.L
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estimadas resultantes del paso (iii). Los pardmetros de las EMGs correspondientes
difirieron en menos del 10%, y se obtuvieron funciones de E.I. estimadas similares

[representada por g(V) en la Fig. IV.9.a)]. Los cromatogramas corregidos por E.I. se

representan en la Fig. IV.9.b). La Figura IV.9.c) compara el plot de MHS simulado con los

pardmetros de la literatura, log[n]® ; (V), con el plot equivalente obtenido a partir de las
1t.

sefiales corregidas estimadas, log [ Sgy (V)/spr (V) 1. Se seleccioné el dsy (=—0.16 mL)
final por comparacién de la pendiente estimada con el valor & de literatura.

Para los nueve estdndares investigados, la Fig. IV.10. ilustra los pares {dsv,

a } obtenidos con las iteraciones sucesivas, hasta & =0.712. Se observa una correlacién
muy lineal, que permite acelerar la convergencia del algoritmo iterativo como sigue: 1)
después de resolver algunas iteraciones (por ejemplo, 4), se determina la correlacion lineal
a vs. Oy, y ii) se calcula el sy final a partir de la interseccion de la correlacién lineal con
el valor verdadero «. Es de notar que todas las correlaciones lineales de la Fig. IV.10.
exhiben pendientes negativas, pero con magnitudes e intersecciones diferentes. No se
observa ninguna tendencia clara con la masa molar. La Tabla IV.5 resume los resultados
globales de los pardmetros de E.L., los IDV, y las dimensiones n, p, y m para los nueve
estandares investigados. El IDV se informé con una precision superior a 0.01 mL, porque

sus valores se obtuvieron a través de la interseccion comentada arriba.

El algoritmo fue también aplicado asumiendo g(V)’s de forma arbitraria
(Capitulo III). La Fig. IV.11 compara las nuevas estimaciones con las EMGs anteriores.
Se observa que: i) las estimaciones son suaves y similares a las obtenidas con EMGs; b)
para los estdndares PS2 —PS7, las EMGs son ligeramente mds anchas, y lo contrario
ocurre con PS1; y c) los estdndares de masa molar mds alta (PS8 y PS9) no pueden

ajustarse adecuadamente con una EMG, como fuera observado por Busnel ef al. (2001).
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Figura IV.10. Pendientes de MHS estimadas, ¢& [paso (v) del algoritmo] (en

puntos), y sus correspondientes regresiones lineales (en lineas llenas).

Tabla IV.S. Estimacion simultdnea de la funcién de E.I. EMG y del IDV.

Estdndar [nch] [nfL] [glsl\:] 7 p i)
PS1 0.23 0.17 —0.146 100 131 230
PS2 0.24 0.19 -0.133 100 64 163
PS3 0.28 0.21 -0.161 100 110 209
PS4 0.28 0.17 -0.232 100 84 183
PS5 0.22 0.16 —0.160 100 31 130
PS6 0.27 0.15 -0.169 100 34 133
PS7 0.30 0.17 -0.216 120 64 183
PS8 0.30 0.18 -0.244 120 74 193

PS9 0.25 0.20 —-0.230 100 194 293
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Figura IV.11. Funciones de E.L. finales estimadas para cada estindar, asumiendo

funciones EMGs (lineas llenas) y arbitrarias (lineas de trazos).

IV.3.c. Estimacion de las DMMs de los Estdndares de PS
La estimacion final resultante ¢(V) para el estdandar PS5 junto con los
cromatogramas de DR medido y corregido se presentan en la Fig. IV.12.a). Las pequeias
oscilaciones espuireas en las colas del cromatograma de spg (V) no se muestran. La Fig.
IV.12.b) compara la DMM calculada sin correccién por E.IL, spr(logM®), con la DMM
corregida por E.L, spy (logM ©), donde efectivamente spr(logM®) resulta ensanchada por

efecto del E.I. Las masas molares medias de las DMMs de todos los estandares se resumen

en la Tabla IV.6. En todos los casos, las masas molares medias estan cerca de los valores
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nominales informados por los proveedores (Tabla IV.4.). Salvo el estindar PS1, todas las
DMMs corregidas por E.L, E]C)R(log]\;l °), son mdas angostas que las dadas por
st logM ©). También, para el estindar PS9, las polidispersidades obtenidas de
SPR (logMC) fueron ligeramente menores que los valores informados por los

proveedores. Errores mayores y polidispersidades sobrestimadas se obtuvieron de

spr log M | \iys) » probablemente debido a la amplificacion de errores en los Jgy

estimados, que pueden sobrestimar drasticamente la pendiente de logM, mus(V).

« logM ( 6.0

a)

, A
" §v) // =or (V)
\

1.0 |
N Spr(Y)
DR L 5.5

0.5 1

0.0

5.2 54 5.6 logM
Figura IV.12. DMMs estimadas para el estindar PS5. (a) Funcién de E.I. final
g(V), calibracién de masa molar, logM“(V), y cromatogramas de DR
ensanchado y corregido por E.I, spr(V) y Spr(V). (b) DMMs

ensanchada y corregida por E.L, spr(logM®) y S5 (logM ©).
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Tabla IV.6. Masas molares medias para los estandares PS1 — PSO.

M M
DMM M, M, My DMM M, M,
[g/mol] [g/mol] M, [g/mol] [g/mol] M,

spr (logM ) 47700 51200 1.07 sy (logM , \us) 48300 50400 1.045

Sor (logM©) 48900 51600 1.05 55, (logM®) 48800 52100 1.07

spr(log M) 73400 76200 1.04 sy (logM ) 75400 76300 1.013
Sir(logM©) 75010 76440 1.02 5 (logM®) 76370 77630 1.02

spr (log M ©) 109200 115500 1.06  spp, (logM ,ys) 108600 115500 1.06
Shr log M ©) 113600 116000 1.02 55, (logM©) 114500 116500 1.02

spr (log M €) 221900 234800 1.06 s, (logM ,yus) 223400 233100 1.04
Sor (logM©) 226100 231800 1.03 55, (logM®) 245000 249700 1.02

spr (10g M ©) 249100 255500 1.03  spp (logM ) 251000 254000 1.04
S5 (logM©) 252100 255100 1.01 55, (logM©) 253500 256000 1.01

spr 1og M€) 354100 365100 1.03  spp (logM, ys) 359000 363000 1.013
Sir (log M ©) 365300 369400 1.01 55 (logM*©) 374000 376800 1.01

spr 10gM€) 470100 499300 1.06  spp (log M, ps) 476300 500700 1.05
Sor (logM©) 520600 534700 1.03 55, (logM®) 547700 559000 1.02

spr (log M €) 692800 748800 1.08 sy, (logM pus) 701400 741800 1.06
S5 (logM©) 769100 808900 1.05 55, (logM®) 814600 845200 1.04

spg (10g M ©) 1233000 1562000 127 spp (log M, ) 1327000 1568000 1.18
§Sr (log M ©) 1353000 1681000 1.24 5. (logM ) 1370000 1693000 1.24

IV.4. Conclusiones

El algoritmo tedrico presentado en el Capitulo III fue extendido para calcular
simultdneamente la funcién de E.L. y el IDV, en base a recuperar la pendiente de logM*(V),
en el caso DR+LS; y el exponente & de MHS, a priori conocido, en el caso DR+SV. Se
analizaron por SEC/(DR+LS) tres estandares angostos de PS, y sus respectivas fracciones
obtenidas por TGIC, con polidispersidades entre 1.010 y 1.019; y nueve estdndares

angostos de PS, con polidispersidades entre 1.03 y 1.10. En todos los casos, las funciones
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de E.I. estimadas resultaron levemente asimétricas, con sus colas hacia altos V’s; excepto
para los estandares de mayor masa molar (mds cercano al limite de exclusién), donde la
asimetria fue mayor, en concordancia con las observaciones de Busnel et al. (2001). En la

zona central del rango de fraccionamiento, la tendencia de la funcién de E.L es incierta.

El algoritmo result6 robusto frente a las incertidumbres en las ganancias de
los sensores, en el pardimetro K de MHS, y en la concentracién de la muestra inyectada,
porque tales errores no afectan ni las pendientes de la calibracién logM (V) ni la del plot
de MHS estimado. Las funciones de E.I. estimadas con formas arbitrarias, resultaron muy
similares a las estimaciones logradas con EMGs. Cerca de la convergencia del algoritmo,
las funciones de E.I estimadas resultaron poco afectadas por pequefios errores en el IDV;

en cambio, el algoritmo diverge para errores elevados en el IDV.

En el caso analizado de DR+LS, donde los detectores estan conectados en
serie, se puede asumir un valor de IDV unico. Por el contrario, en el caso de DR+SV con
los detectores en paralelo, la estimacion del IDV resulta mds compleja, ya que depende de
las masas molares de la muestra analizada. La seleccién apropiada del IDV es crucial para
estimar aceptablemente las DMMs. En el tratamiento de datos cominmente realizado por
los softwares comerciales, donde el IDV se corrige alineando los picos, la polidispersidad
de las muestras angostas resulta subestimada. Ese valor del IDV s6lo deberia ser tomado
como una cota maxima del IDV real; y en tal sentido seria util para chequear los valores

finales provistos por el algoritmo.

El problema de estimacion de la funcién de E.I. no es sencillo, y no surgen
tendencias claras en el comportamiento de dicha funcién en la zona central del rango de
fraccionamiento. En cambio, la asimetria observada a bajos V’s (cercanos a la exclusion)

parece confirmarse con los ejemplos analizados.
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CAPITULO V. Estudio Teorico sobre los Errores Cometidos

en la Caracterizacion por SEC de Copolimeros

Lineales y de Homopolimeros Ramificados

V.1. Introduccidén

Las caracteristicas mds importantes relacionadas con la arquitectura
molecular de un copolimero son: a) la naturaleza de las unidades repetitivas; b) la
distribucién de masas molares (DMM); c) la distribucién de composicién quimica (DCQ);
d) la distribucién de longitudes de secuencia; y e) la distribucidén de estereorregularidad
(Meira et al., 1989). En el caso de un homopolimero ramificado, interesan caracteristicas
tales como: a) la DMM; b) distribuciéon de grados de ramificacion (DGR); c) el nimero
medio de ramas por molécula y su variacion con la masa molar; d) la funcionalidad de los
puntos de ramificacién (tri- o tetrafuncionales); y e) la longitud (cortas o largas) y la
conformacion (estrella, peine, aleatorias) de las ramas (Meira, 1991). Estas caracteristicas
determinan diversas propiedades fisicas y quimicas del material, y por lo tanto sus
propiedades de procesamiento (por ejemplo, los copolimeros con DCQ angostas son
deseables desde el punto de vista de sus propiedades finales). Por tal motivo, interesa
desarrollar técnicas especiales destinadas a caracterizar este tipo de compuestos. La
caracterizacion molecular de copolimeros o de polimeros ramificados por SEC es dificil,
ya que se pierde la relacion uno a uno entre la masa molar (M) y el volumen
hidrodindmico (V},) observada en el caso de los homopolimeros lineales, debido a que a un
mismo V}, eluyen moléculas con diferente masa molar, composiciéon quimica (CQ) o

numero de ramas.

Desde el punto de vista del andlisis por SEC, los copolimeros en bloque son

mads sencillos que los copolimeros estadisticos, debido a que algunas de sus propiedades
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(como por ejemplo el incremento del indice de refraccién especifico, dn/dc, o el Vy) se
pueden estimar simplemente promediando las propiedades de los homopolimeros
correspondientes (Kilz, 2001). Para tratar de resolver el problema de caracterizacién de
copolimeros, suele recurrirse a la cromatografia ortogonal, en donde se combinan dos
formas de separacion: la cromatografia liquida de adsorcién (LAC) y SEC. En LAC, se
separan las macromoléculas segin su CQ; y en SEC, cada fraccién de composicién
quimica uniforme se separa segin su M, permitiendo en principio la estimacién de la

distribucion conjunta de M-CQ (Berek, 2000; Kilz, 2001; Horst et al., 2003).

Existen diversos problemas asociados a SEC de copolimeros (Meira et al.,
1989). En SEC ideal, la separacion se produce de acuerdo a su Vy, por lo que en la celda
del detector existirda una DMM y una DCQ instantdneas. Consecuentemente, la medicién
de cualquier sensor producird una sefial proporcional a algin promedio de la propiedad
medida, convenientemente ponderado por las CQs y Ms de las moléculas presentes en la
celda de deteccion. Por otra parte, la presencia de mecanismos secundarios de
fraccionamiento (como adsorcidn, particién e inclusién/exclusion idnica) originard un
desplazamiento en el tiempo (o en el volumen) de retencion. Otra incertidumbre se debe a
la solvatacion de las moléculas, que resulta agravada cuando dicha solvatacién por unidad
de volumen es diferente para cada comondémero. Estos mecanismos secundarios no seran

considerados en el resto de este Capitulo.

Un copolimero puede ser tratado como un homopolimero desde el punto de
vista de la determinacién de la DMM por SEC, cuando: (1) la DCQ es muy angosta, o (2)
la CQ promedio no cambia con el V;, (Bielsa et al., 1992; Meira y Vega, 2004). En algunos
casos particulares, existen métodos aproximados para determinar la DMM de un
copolimero. Por ejemplo, la DMM de un copolimero dibloque SB (estireno-butadieno)

puede estimarse a partir de los cromatogramas DR y UV. En tal caso, la masa instantdnea
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de copolimero se calcula con la Ec. (1.40); y la calibracién de masas molares ad hoc (para
el copolimero en andlisis), se calcula a partir de alguno de los métodos comentados en el
Capitulo I [Ecs (I1.41) y (1.42)], que a su vez requieren de la fraccién madsica instantanea de
PS en el copolimero, ps(V), derivada por combinacién de las mismas sefiales medidas [Ec.

(1.45)].

En los homopolimeros ramificados, la presencia de ramas cortas afecta las
propiedades del polimero en estado s6lido, mientras que las ramas largas introducen
cambios en sus propiedades viscométricas (Meira, 1991). Las ramas largas reducen el Vj
de las moléculas ramificadas con respecto al de sus homodlogas lineales (de la misma
naturaleza quimica y masa molar). En SEC, y bajo idénticas condiciones cromatograficas,
una molécula ramificada eluye a un V mayor que su homdloga lineal, debido a que la
primera presenta una estructura mds compacta en solucién. Como consecuencia, en la
celda del detector existirin una DMM y una DGR instantdneas; y cualquier sensor
proveera una sefial proporcional a un promedio de la propiedad medida. Como una ventaja
frente al caso de los copolimeros, es més razonable asumir que dn/dc no es afectado por el
numero de ramas, y entonces la sefial del sensor DR serd proporcional a la masa. Sin
embargo, otras propiedades (por ejemplo, la viscosidad especifica instantdnea), dependera
de la DGR presente en la celda. Un homopolimero ramificado puede ser tratado como un
homopolimero lineal desde el punto de vista de la determinacién de su DMM, cuando: (1)
la DMM vy la DGR instantdneas son angostas, o (2) el nimero medio de ramas por

molécula aumenta de forma mondtona con la masa molar (Meira y Vega, 2004a).

En este Capitulo, se proponen modelos representativos del proceso de
fraccionamiento SEC ideal de dos polimeros cromatograficamente complejos (un
copolimero lineal di-bloque, y un homopolimero ramificado, con ramas trifuncionales

largas); y se derivan expresiones para calcular los cromatogramas libres de E.I. provistos
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por diversos sensores (DR, UV, LS, etc). El objetivo final, es cuantificar los errores que se
cometen cuando se estiman la DMM, la DCQ y la DGR por métodos convencionales,
cuando se utiliza SEC con doble deteccion o con deteccion de masa molar. Para ello, se
desarrollan ejemplos sintéticos con distribuciones conocidas a priori, y se analizan los
errores cometidos comparando los valores “reales” de esas distribuciones originales con

los resultados que se obtendrian en la practica, al aplicar los métodos cldsicos.

V.2. Modelo de Fraccionamiento SEC de un Copolimero
Dibloque

En esta seccion, se estudia en forma tedrica el fraccionamiento SEC de un
copolimero dibloque; y se predicen los cromatogramas de indice de refraccion [spr(V)], de
absorcion UV [syy(V)] y de dispersion de luz [sis(V)], cuando se supone conocida la
distribucién conjunta de masas molares y composiciones quimicas. Se considera
exclusivamente el fraccionamiento del copolimero en condiciones de SEC ideal,
descartdndose otras distorsiones producidas tanto por el E.I. como por mecanismos de

fraccionamiento secundario.

V.2.a. Prediccion de Variables asociadas al Fraccionamiento de las

Moléculas del Copolimero Dibloque

Se asumen las siguientes hipétesis: a) validez del concepto de calibracién
universal; b) aditividad de los V} de los bloques que componen el copolimero; y ¢) las
constantes de MHS del copolimero se obtienen interpolando las constantes de los
comondémeros en base a la composicién quimica. La hipdtesis a) es consistente con la
propuesta de SEC ideal, y las hipétesis b) y ¢) son normalmente adoptadas en el caso de

copolimeros dibloque (Kilz, 2001).

Se denominard “molécula (i,j)” a una molécula de copolimero SB que posea
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‘i’ unidades repetitivas de S mas ‘j’ unidades repetitivas de B. Entonces, una molécula (i )

tendrd una masa molar [Msg(i,j)], y una fraccion mésica de S [ps(i,j)], dadas por:
Mg (i, ))=Mg()+Mg(j)=Mgyi+Mg j (V.l.a)

M (i) _ Mgi
Mg@)+Mg(j) Mgoi+Mygy )

ps(i, j) = (V.1.b)

donde Msy (= 104.15 g/mol) y Mgy (= 54.09 g/mol) son las masas molares de los
comondémeros S y B, respectivamente; y Ms(i) y Mp(j) son las masas molares de los
bloques de S y B, respectivamente.

En base a la hipétesis b), el volumen hidrodindmico de la molécula de
copolimero, Vjsp(i,j), se obtiene sumando los volimenes hidrodindmicos aportados

independientemente por cada bloque; es decir:
Vi s ) = Kg MO + Ky My ()1 = [lss(i) Mss(i) =J(V)  (V.1.0)

donde K (= 1.279 10 dL/g), K5 (=2.560 10 dL/g), o (= 0.712) y ag (= 0.740) son las
constantes de MHS de los homopolimeros de S y de B, respectivamente; y [1]sg(i,j) es la
viscosidad intrinseca de la molécula de copolimero. [La igualdad final de la Ec. (V.1.c)

resulta de la hipdtesis a), donde J(V) es la calibraciéon universal, en general no lineal].

Combinando las Ecs (V.1.a) y (V.1.c), resulta:

KsMs ()™ Ky My ()"

[, 7)) = V.1.d
brks . M)+ My () Mg(i)+My(j) (V.14
Combinando las Ecs (V.1.b) y (V.1.c), resulta:
ks (i, ) = s (i, DKM () +[1— pg (i, HIK g Mg (j)®
(V.1l.e)

= ps (i, Plnls () +[1= ps @, NDIlnlg ()

donde [7n]s(i), [M]s(j) son las viscosidades intrinsecas correspondientes a cada bloque. La
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Ec. (V.1.e) indica que [n]sg(i,j) resulta de la suma de las viscosidades intrinsecas de cada

bloque ponderadas con sus respectivas fracciones masicas.

Cuando la calibracién universal J(V) es conocida, las Ecs (V.1.a) y (V.1.c)
permiten calcular el volumen Vg al que eluye cualquier molécula (i, j). Por ejemplo, en el

caso particular de una calibracién universal lineal, logJ(V) = A — B V, resulta:
.. A1 ~(a N
Van (i) =" —Blog[KSMS(z)( s LK M ()] (V.1.0)

Las Ecs (V.1.a-f) son funciones (bivariables) representativas de propiedades
asociadas a una molécula (i,j) aislada; y en tal sentido, son independientes de la DMM y/o
de la DCQ del copolimero analizado. Asi, la masa molar [Ec. (V.1.a)] y la fraccién mésica
de S [Ec. (V.1.b)], dependen exclusivamente de los comondémeros intervinientes; el
volumen hidrodindmico [Ec. (V.1.c)] y la viscosidad intrinseca [Ecs (V.1.d,e)], dependen
del comportamiento de la molécula en solucién (a través de las constantes de MHS); y el
volumen de retencién al que finalmente eluye la molécula [Ec. (V.1.f)], depende también

del sistema cromatografico, caracterizado por la calibracion universal, J(V).

A efectos de visualizar graficamente estas expresiones, se selecciond un
rango arbitrario de longitudes de cadena de bloque (i,j), resultando un rango de masas
molares Mgsg < 900000 g/mol. En la Fig. V.1. se representan las funciones (bivariables)
ps(Ms, M) y Vi sg(Ms, My), calculadas con las Ecs (V.1.a-c). La funcién pg [Fig. (V.1.a)]
exhibe un esperado aumento con Ms (a My fijo); y una moderada disminucién con Mg (a
M fijo). La funcién Vy s [Fig. (V.1.b)] predice una razonable monotonia creciente con las
masas molares de cada bloque; pero no asi con la masa molar del copolimero, como se
analizard mas adelante. Ambas funciones exhiben una mayor sensibilidad con respecto a
Ms (que con respecto a Mpg), debido a su masa molar mds elevada (Ms=2 Msp).

Claramente, estas tendencias observadas podrian revertirse para otros polimeros.
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psMs, M) : L

0 Qo

06

0.3

il
x10 2 "n..,?ﬂiizgﬁ%%}:ﬁ%%ﬁmﬂ} _ . 3 5 X1605
Mg [g/mol] 1 1] 3
Mg [g/mol]

Vh.se(Ms, M)

3 4
Mg [g/mol]

x10° 2
1

x10°
My [g/mol] 1

Figura V.1. Fraccién mésica de S (a) y volumen hidrodindmico (b) de las moléculas

(i,j) de un copolimero dibloque SB.

En la Fig. V.2.a) se representa la funcién (bivariable) [n]sg(Ms, Mp),
calculada con las Ecs (V.l.a,d,e). A bajas masas molares, la funcién [7]sg exhibe un
comportamiento algo inesperado a priori, dado que evidencia una leve disminucién al
incrementarse las unidades de S ligadas al copolimero (en base a la ecuacion de MHS, la
[17] de un homopolimero siempre aumenta con M). Este comportamiento depende de los
parametros de MHS asociados a cada bloque del copolimero, y por lo tanto podria variar

considerablemente para moléculas formadas por otros comondémeros. Para una mejor
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comprension, en la Fig. V.2.b) se muestran algunas “curvas de nivel” de [n]sg(Ms, Mp).
La recta horizontal correspondiente a Mg = 150000 g/mol permite visualizar que [7]sp
disminuye desde 1.72 dL/g (a Ms bajos) hasta aproximadamente 1.28 dL/g (a Mg =
325000 g/mol), para después aumentar mondtonamente a Ms mas elevados. Las dos rectas
(paralelas) representan moléculas de copolimero de masa molar constante (Msg = 330000
g/mol, y Msg = 535000 g/mol). La interseccion de cada recta con las distintas curvas de
nivel indican la existencia de moléculas de copolimero de igual masa molar y diferente
viscosidad intrinseca, que por lo tanto eluirdn a diferentes volimenes de retencion.

[N]ss(Ms, Mz) o

e

3 4 5 %10’
Mg [g/mol]

3 : — : .
Mg [g/mol] lsp =2.28 fp 55 = 1-68 (b)

2.5} '1!!!!!!;“ ; :

5
x10 2L

1.5 e e N R e

[TI]SB =0.68
0.5

[1]ss = 0.28 :
™ . NS .
1 2 3 4 5406 Ms[g/moll

Figura V.2. (a) Viscosidad intrinseca del copolimero {[n]sg(i,j)}; (b) Curvas de

nivel para [1] sp(i,j).
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La Fig. V.3.a) representa el volumen Vsg(i,j) [Ec. (V.1.f)] al que eluye cada
molécula (i,j) de copolimero (los ejes Mg y Mg se seleccionaron en sentido decreciente
para permitir una mejor visualizacién del grifico). Esta funcién vincula longitudes de
cadena (o equivalentemente masas molares) con volimenes de retencidn, y en tal sentido
constituye una “superficie de calibraciéon de masas molares”. Como era de esperar, los
valores mas elevados de Vsg(i,j) corresponden a las moléculas mds pequefias (de menor

Vih.sB), que invierten mayor tiempo en su transito por las columnas.

501

40

x10° 1 ; 10’
M [g/mol
s [g/mol] 36 3 Ms [g/mol]
3
M3y [g/mol]

2.5}

2_
x10°
1.5¢

4 5 x10° & Ms [g/mol]

Figura V.3. (a) Volumen de retencién del copolimero [Vsg(i,j)]; (b) Curvas de nivel

para Vsg(i,j).
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Como se preveia, Vsg(i,j) resulta una funcién no-biyectiva; es decir, a un Vsg
fijo, existe una diversidad de pares {Ms(i), Mp(j)} [representados como curvas de nivel en
la Fig. V.3.b)] que satisfacen la Ec. (V.1.f). Cada una de estas curvas representa la
presencia de moléculas (i,j) de distintas masas molares eluyendo a un Vsg fijo, y por lo
tanto justifican la existencia (a ese Vsg) de una DMM instantdnea. Ademads, esos mismos
pares {Ms(i), Mg(j)} se corresponden con diferentes valores de ps(i,j) [como lo predicen la
Ec. (V.1.b) y la Fig. V.1.a)]. Entonces, cada punto de una curva de nivel estd también
asociado con una fraccién madsica diferente, justificando la existencia adicional de una
DCAQ instantdnea al Vsg correspondiente. La determinacion precisa de esas DMM y DCQ

instantdneas serd posible s6lo cuando se conozca la masa asociada a cada molécula (i )).

Para el cédlculo de los cromatogramas del copolimero dibloque (presentado en
una seccion posterior de este capitulo), resultan de particular interés diversas curvas de
nivel. Dichas curvas permiten definir “dominios” de moléculas (i,j) que satisfacen
determinada condicién. Por ejemplo, la curva de nivel “41.6 mL” de la Fig. V.3.b) permite
evaluar el conjunto de moléculas (i,j) que eluyen a 41.6 mL [0 dominio Dy ¢(i,j)], y que se
calcula igualando la Ec. (V.1.f) al valor 41.6 mL. A continuacién se definen mas

rigurosamente algunos dominios:

Dy, G, j)=1G, j): Vsg G, )=V} (V.2.2)
Dy (i, )={G.j): Mg (i, j)=M} (V.2.b)
D, (i, j)={i.)): psG, j) = p} (V.2.0)

donde el dominio Dy(i,) representa el conjunto de pares (i,j) cuyas correspondientes
moléculas eluyen a Vsg = V; el dominio Dy,(i,j) representa el conjunto de pares (i,j) cuyas
correspondientes moléculas tienen una masa molar Msg=M; y el dominio D,(i.j)

representa el conjunto de pares (i,j) cuyas correspondientes moléculas tienen una fraccién
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masica de S ps = p. El dominio Dy se calcula igualando la Ec. (V.1.f) al valor constante V.
El dominio Dy se calcula igualando la Ec. (V.1.a) al valor constante M. El dominio D, se
calcula igualando la Ec. (V.1.b) al valor constante p. En particular, las curvas de nivel de
la Fig. V.2.b) estdn asociadas a diferentes dominios Dy; y las rectas paralelas de 330000

g/mol y 535000 g/mol de la Fig. V.2., corresponden a dos dominios Dy,.

V.2.b. Calculo de los Cromatogramas (Libres de E.l.) de un Copolimero

Dibloque de SB

Para calcular (simular) cualquier cromatograma de un copolimero, debe
asumirse conocida la distribucién conjunta (en masa) de masas molares y composicion
quimica [representada por W.(Msg,ps)]; o alternativamente, la distribucidn bivariable (en
masa) de masas molares [representada por Wsg(Ms,Mp)]. A su vez, cualquiera de estas dos
distribuciones puede derivarse a partir de la otra, mediante el cambio de las abscisas,
calculado con las Ecs (V.l.a,b), mas una transformacion adecuada de las ordenadas,
similar a la descripta en el Capitulo I. En base a estas consideraciones, se trabajard a
continuaciéon con Wgp(Ms,Mp); o, equivalentemente, con la distribucién bivariable de
masa molar, Wsg(i,j), que describe la masa correspondiente a todas las moléculas de

[3

copolimero formadas por ‘i’ unidades repetitivas de S mas ‘;° unidades repetitivas de B.
La DCQ es una distribucion univariable [representada por wy(ps)], que representa la masa
wp correspondiente a todas las moléculas de copolimero que poseen una fracciéon mdsica
Ps-

El procedimiento para calcular los cromatogramas involucra dos pasos
secuenciales, consistentes en calcular: (i) las DMM y DCQ instantdneas presentes en la
celda; y (i1) la sefial que proveerd un dado sensor (DR, UV, LS), en presencia de las

distribuciones mencionadas. El paso (i) resulta de combinar la DMM bivariable Wsg(i,))

con el fraccionamiento sufrido por las moléculas (i,j), segin lo calculado en el punto
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V.2.a). La sefial final asociada al paso (ii) depende de las caracteristicas del sensor. A

continuacion se describen en detalle cada uno de estos pasos.

V.2.b.i) Calculo de las Distribuciones Instantaneas

La DMM bivariable instantdnea, Wy(ij), representa la masa de aquellas

moléculas (i,j) que eluyen a cada volumen de retencién V; y se calcula como:

Wo (i, 1) = We (i, j
V(l J) SB(l ])DV('

i) (V.3)

El segundo miembro de la Ec. (5.3) debe entenderse como la suma de las masas de la
DMM bivariable Wsg(i,j) restringida a la linea de contorno definida por el dominio Dy(i,j).
De la misma forma, la funcién bivariable My(i,j) representa las masas molares de aquellas

moléculas (i,j) que eluyen a V; y se calcula como:

M, j)=M(,]J
v( J) SB( J)DV(‘

i) (V4)

También, la funcién bivariable py(i,j) representa la fraccion masica de S en aquellas

moléculas (i,j) que eluyen a V; y se calcula como:
Py ) =ps Dy (V.5)

La DMM univariable instantdnea, wy(M), representa la masa de las diversas
moléculas de copolimero con masa molar M que eluyen a V; y se calcula sumando las
masas de todas las moléculas de la distribucién instantdnea Wy(i,j), que ademads

pertenezcan al dominio D),. Esta suma se representa por la siguiente expresion:

wy (M) =Y W, (. )) (V.6)

Dy

En forma similar, la DCQ univariable instantdnea, wy(p), representa la masa

de las diversas moléculas de copolimero con fraccién madsica ps que eluyen a V; y se
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calcula sumando las masas de todas las moléculas de la distribucién instantinea Wy(i,j),

que ademads pertenezcan al dominio D,,; es decir:

wy (p) =Y Wy (i, ) V.7

D,

La masa de copolimero instantdnea, w(V), la fracciébn masica media de S

instantdnea, ps(V), y la masa molar media (en peso) instantdnea, M,(V), se calculan como:

w(V) =Y W, @, )) (V.8.2)
Dy

Y [py G ) Wy G )]
_ Dy (V.8.b)
ps(V) o)

Y My G, )Wy G, )]
M, v)y="" (V.8.0)
w(V)

Finalmente, la DMM univariable global, w(M), y la DCQ univariable global,

w(p), pueden calcularse a partir de las distribuciones instantdneas, segun:

w(M)=Y w, (M) (V.9.2)
\%

w(p)=Y wy(p) (V.9.b)
\%

Estas distribuciones deben coincidir con los valores calculados directamente a partir de la

DMM bivariable original, Wsg(i,j), segun:

w(M) =Y W (i, j) (V.10.2)
Dy

w(p) =Y Weg (. j) (V.10.b)
D

P
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V.2.b.ii) Calculo de los Cromatogramas

Debido a la variedad de masas molares y composiciones quimicas existentes
en la celda de deteccion a cada V, cualquier sensor sélo podrd medir algin valor medio o
global de las distribuciones instantdneas. Por ejemplo, un DR, un LS y un UV generarén

los cromatogramas spr(V), suv(V) y s1s(V), dados por las Ecs (1.24), (1.27) y (1.29):

spr V) =K prs Ps (V) + K g [1= ps (V1 Jw(V) (V.11.a)
suv (V) = Kyys ps(VIw(V) (V.11.b)
sis(V) =K M, (V)w(V) (V.1l.c)

En la Ec. (V.11.b), se despreci6 la absorbancia UV del PB. Las Ecs (V.11) también
pueden escribirse en funcién de las distribuciones instantdneas, reemplazando w(V), ps(V)

y M,,(V), por sus expresiones en las Ecs. (V.8), segun:

spr V) =Kprs Y Lpy G, ) Wy, (i, )]+

Dy
(V.12.)
+Kors| YWy G )= Y Ipy G ) Wy G, )]
by Dy
suv(V) =Koy Y Ipy G ) Wy G, )] (V.12.0)
Dy
sis(V)=Kig Y [My G ) Wy (. )] (V.12.b)
Dy

V.2.c. Ejemplo de Simulacién
Para construir la DMM bivariable del copolimero, se procedi6 de la siguiente
manera: 1) se generé una DMM (angosta) de Poisson (A = 100, Apéndice I) para el bloque
PB; 2) se gener6 una DMM (ancha) de Schulz-Flory (a = 0.05, Apéndice I), para el bloque

PS; y 3) se formaron las moléculas de copolimero SB de manera tal que toda molécula de
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PS tenga la misma probabilidad de unirse con cualquiera de las moléculas de PB. En la
Figura V.4. se muestran las DMMs univariables de los bloques PS y PB [ws(Ms),
wg(M3p)], y la DMM bivariable del copolimero [Wsg(i,j)]. En la Tabla V.1. se indican las
masas molares medias y las polidispersidades de ws(Ms), wg(Mg) y Wsg(i,j). La fraccién

masica global de S en Wgg(i,j) resultd: ps = 0.28.

Tabla V.1. Valores medios y polidispersidades de las DMMs de los bloques PS y
PB, y de la distribucién bivariable

M, M, M,/M,
Bloque PS 2076 4008 1.93
Bloque PB 5046 5460 1.01
WG 7480 8060 108

A efectos de simular el fraccionamiento SEC y los cromatogramas DR y UV,
se adoptaron la calibracién universal: logJ(V)=18.09-0.3041V, y las siguientes

constantes para los sensores: Kprs=272300, Kprp=223500, Kyys=25800, vy

Krs =0.2.
(a)
4t 1 Wsg (i)
wg (Mp) 0.24-
3_
0.1
2,
M
|| ws ( \s) ] 0 _
6000 1 1011'5
o ‘ 0.5 X
0 6000 12000 Mg [g/mol] 4000 Ms [g/mol]

M [g/mol]

Figura V.4. a) DMMs univariables de los homopolimeros PS y PB [wgs(My),
wg(M3z)]; b) DMM bivariables del copolimero, Wsg(i,j).
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En la Fig. V.5. se muestran cuatro DMMs bivariables instantdneas, Wy(i,j)
[Ec.(V.3)], para los 2 V extremos (donde las DMM son angostas), y 2 V intermedios
(donde las DMM son maés anchas). El aspecto ruidoso observado en algunas DMMs se
debe a las aproximaciones numéricas por discretizacion. La base de cada DMM (su
interseccion con el plano Ms-Mp de ordenadas nulas), representa el dominio Dy
correspondiente (o curvas de nivel de la Fig. V.3.).

x 107 )

Wag so (}J)

6000 1 X 104 i « 1102
Mg [g/mol] 4000 0.5 Mz [g/mol] 4000 0.5
Mg [g/mol] Mg [g/mol]
Wi Gy x10* WsgsG)

0.02
0.01 0.5+
0-lq .
1 4 1 1'2
Mg [g/mol] 4000 7 05 x 10 Mjg [g/mol] 4000 0.5 x 10
Mg [g/mol] Ms [g/mol]

Figura V.5. DMM bivariables instantdneas Wy(i,j), para 4 V diferentes: (a)
V=47.86 mL; (b) V=48.59 mL; (¢) V=29.41 mL; (d) V=51.05 mL.

En la Fig. V.6.a) se muestran las DMMs univariables instantdneas [wy(M),
Ec. (V.6)] y la DMM global [w(M), Ec. (V.9.a)]. En la Fig. V.6.b) se muestran las DCQs
univariables instantdneas [wy(p), Ec. (V.7)] y la DCQ global [w(ps), Ec. (V.9.b)]. Ambas
distribuciones globales fueron chequeadas con las Ecs. (V.10). En las distribuciones de la

Fig. V.6. se observa que la mayor masa eluye a V=49.82 mL. En general, las DCQs
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instantdneas son muy anchas, verificindose entonces un fraccionamiento practicamente

nulo por composicién quimica.

- 12 3f 415
b
w(M) () (b)
2_ 4
W9 82(M) < | I
1y Wag.41(M) i . Wa9.00(P) |
\'\/ W49,00(M) .y Wag.50(P)
4 W48.5}(1V0
Y05 T 15 L2 " o . 5 o8 "
M [g/mol] X 10 pPs

Figura V.6. Distribuciones del copolimero SB: (a) DMMs univariables instantdneas

y global; (b) DCQs univariables instantdneas y global.

En la Fig. V.7.a) se representan los cromatogramas spr(V), sis(V) y suv(V),
simulados con las Ecs (V.12). Tanto sy s(V) como syy(V) resultan levemente desplazados
hacia menores V’s con respecto a spr(V). Ademds, se representa la masa de copolimero
instantdnea w(V) [Ec. (V.8.a)] que resulta intermedia entre los cromatogramas spr(V) y
suv(V), debido a que los dltimos son funciones de w(V) pesadas por ps(V) [Ecs (V.11)]. En
la Fig. V.7.b) se muestran las calibraciones de masas molares logMs(V) y logMg(V),
correspondientes a los homopolimeros [Ec. (I.37)] log Ms(V) = (o + 1)'1 [log J(V) —
logKs] y log Mg(V)=(a + 1) [log J(V) —1logKg]; y las siguientes calibraciones
alternativas del copolimero: (i) la “exacta”, logM,(V), calculada con la Ec. (V.8.c); y (ii)
las “aproximadas” (calculadas por los métodos convencionales), logM (V) [Ec. (1.41),
(Runyon et al., 1969)], y logM,(V) [Ec. (1.42), (Chang, 1971)]. Como se esperaba, la
calibracion de (i) se superpone totalmente con su estimacion a partir de los cromatogramas

DR y LS [Ec. (1.38)].
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log My(V)

48 49 50 v [mL]Sl

3.67

48 49 SOV [mL] 51
Figura V.7. a) Cromatogramas medidos; b) calibraciones de PS y PB [logMs(V),
logMg(V)] y del copolimero [logM,,(V), logM (V) y logM,(V)]; ¢) masa

instantdnea [w(V)], y fraccién masica de S instantdnea [ps(V)].

Todas las calibraciones del copolimero son no lineales. Las calibraciones
logM (V) y logM»(V) son muy similares entre si, y se encuentran incluidas dentro del
rango de M’s impuestos por las calibraciones de los homopolimeros. La calibracién
logM (V) es apreciablemente diferente a logM (V) [o logM,(V)]; y para V <49.1 mL

predice masas molares superiores a las del PS. Este comportamiento singular se debe a la
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elevada variedad de moléculas diferentes presentes a un mismo V; y particularmente a la
existencia de DCQs instantdneas muy anchas. Si las DCQs instantdneas fuesen angostas,
logM,(V) caeria dentro de las calibraciones de los homopolimeros. Esta hip6tesis subyace
en los planteos convencionales de Runyon et al. (1969) y Chang (1971), y origina
entonces masas molares medias estimadas inferiores a las reales.

En la Fig. V.7.c) se muestran la masa instantdnea de copolimero [w(V), Ec.
(V.8.a)] y la fraccién madsica instantdnea de S [ps(V), Ec. (V.8.b)]. Como se esperaba,
ambas funciones se superponen perfectamente con sus estimaciones a partir de los

cromatogramas DR y UV [Ec. (1.40) y Ec. (1.45)].

V.2.d. Analisis de los Errores Cometidos en la DMM y en la DCQ

Estimadas

En este punto se analizan los errores que se cometerian al estimar la DMM
univariable, w(M), y la DCQ, w(ps), del copolimero dibloque SB, a partir de las sefiales
medidas. Las distribuciones ‘“verdaderas” se calculan con las Ecs. (V.10), dado que por

tratarse de un ejemplo simulado se conoce la distribucion bivariable W(i,j).

La DCQ estimada del copolimero SB, w(pg), se obtiene combinando w(V)
con ps(V) calculadas a partir de las sefiales de DR y UV [Ecs (V.11.a,b)]. Cuando se
dispone ademds de la sefial de LS, es posible estimar la DMM, w(M ), combinando w(V)
con M,(V) [Ecs (V.11)]. Si en lugar de la sefial de LS sélo se dispone de las calibraciones
directas de ambos homopolimeros, Ms(V) y Mpg(V), entonces pueden calcularse dos
DMMs aproximadas (con los métodos clésicos), w(M,) y w(M,), combinando w(V) con
M;(V) y con M,(V), obtenidos a partir de las expresiones (1.41, 1.42), respectivamente.

Las distribuciones verdaderas y estimadas se representan en la Fig. V.8.; y

los valores medios se resumen en la Tabla V.2. Las fracciones masicas medias en nimero
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(ps.n) y en peso (ps.w), se calcularon a través de las siguientes expresiones discretas:

Y ps(ywk) /M (k)
Psn = (V.13.a)
> Y w(k)/ M (k)
Y ps(yw(k)
Psw = (V.13.b)
R W0

donde “k” (1, 2, ...) representa el indice de la discretizacion de los ejes M y ps de la DCQ.
En todos los casos analizados, el M, y la polidispersion (M /M)
resultaron inferiores a los valores verdaderos. La DMM w(M w) €s la mas proxima a la

distribucién real, aunque levemente mads angosta. Las masas molares medias de las DMMs

aproximadas [ w(M ), w(M ,) ], resultaron claramente subestimadas.

La DCQ estimada difiere notablemente de la DCQ real. Este resultado es
razonable debido a que las DCQs instantdneas son extremadamente anchas (ver Fig.

V.6.b). Si bien el valor estimado de pg, es similar al real, el valor estimado de pg, es
sensiblemente menor al real; y en consecuencia la relacién pg, /pg, resultd

subestimada.

X 10¢ :
§ (b)

0.5 1 1.5 % 104 2 0 0.2 0.4 0.6 0.8
M [g/mol] Ps

Figura V.8. Comparacién entre distintas distribuciones reales y estimadas del

copolimero dibloque SB. a) DMMs; b) DCQs.
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Tabla V.2. Valores medios de las DMMs y DCQs reales y estimadas.

DMM M, M, M,/M,

w(M) 7481 8057 1.08
oMy 570 7993 06

W(M ) 6728 6982 1.04

W(M,) 6576 6814 1.04

DCQ Psan Ps.w Psw ! Psn

w(ps) 0.11 0.28 2.62
""""" Wps) 02 02 115

V.3. SEC de Homopolimeros Ramificados

En esta seccidn, se estudia en forma tedrica el fraccionamiento SEC de un
homopolimero ramificado; y se predicen los cromatogramas DR y SV [spr(V) y ssv(V)],
cuando se supone conocida la distribucién conjunta en masa, W(M,r), de masas molares M
y grados de ramificacién r. Como en la seccion anterior, se considera exclusivamente el

fraccionamiento en condiciones de SEC ideal.

V.3.a. Prediccién de Variables asociadas al Fraccionamiento de las

Moléculas del Homopolimero Ramificado

Se asumen las siguientes hipétesis: a) validez del concepto de calibracién
universal; b) existencia solamente de ramas (tri- o tetrafuncionales) largas; y c) validez de
las ecuaciones de Zimm-Stockmayer (1949) para describir el volumen de las moléculas en
solucién. Bajo estas hipétesis, el fraccionamiento SEC de un homopolimero ramificado se
modelard en términos de los V}, que exhiben las moléculas ramificadas en solucién [Ecs

(I.14-1.19)].

Se denominara “molécula (M,r)” a una molécula de homopolimero que posea
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masa molar M y r ramas. A partir de las Ecs (I.12, .18, 1.19), la viscosidad intrinseca de la

molécula (M,r), [n](M,r), es:
MM,r)=g'(NKM*=g*(r)KM"* (V.14.a)

donde K y « son las constantes de MHS de la molécula lineal, {M,0}. Entonces, el

volumen hidrodindmico de la molécula (M,r) resulta:
Vo(M,r)=g“(r)\V,(M,0)=g°(nKM*" =J(V) (V.14.b)
Dado que g° < 1, entonces una molécula ramificada {M,r} en solucién presentard V;, y [1]

inferiores a los de su lineal homdloga {M,0}.

Cuando la calibraciéon universal J(V) es conocida, la Ec. (V.14.b) permite
calcular el volumen V al que eluye cualquier molécula (M,r). En el caso de una calibracién
universal lineal, logJ(V) = A — B V, resulta:

A-loglg*(n K M1}
B

V(M,r)= (V.14.0)

Las Ecs (V.14) son funciones (bivariables) representativas de propiedades
asociadas a una molécula (M,r) aislada; y en tal sentido, son independientes de la DMM
y/o de la DGR del homopolimero ramificado analizado. La viscosidad intrinseca [Ec.
(V.14.a)] y el volumen hidrodindmico [Ec. (V.14.b)] dependen del comportamiento de la
molécula en solucién (a través de las constantes de MHS) y del exponente empirico €; y el
volumen de retenciéon al que finalmente eluye la molécula [Ecs (V.14.c)], depende

también del sistema cromatografico, caracterizado por la calibracion universal, J(V).

A efectos de visualizar graficamente el comportamiento de las Ecs (V.14), se
simulé el fraccionamiento SEC de un homopolimero ramificado de poliacetato de vinilo

(PVAc) en THF, a 25 °C. Los pardmetros utilizados fueron: Kyac = 1.60x10™ dL/g,
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avac=0.7, y €= 1.2 (Park y Graessley, 1977). La calibracién universal seleccionada fue:
logJ(V) = 13.6-0.290 V. En la Fig. V.9. se representan las funciones bivariables [1n](M,r) y
V(M,r). La funcién [n](M,r) [Fig. V.9.a)] exhibe un comportamiento bastante monétono,
con un aumento para valores crecientes de M y decrecientes de r. Los incrementos de [7]
con M son algo mds pronunciados cuando las moléculas son poco ramificadas (r
pequefios). Para valores constantes de M, [n] disminuye con r debido a la contraccién

volumétrica.

La Fig.V.9.b) representa la “superficie de calibracién” del polimero complejo
analizado. Se observa una apreciable variaciéon de V con M, principalmente para M
pequeios, donde la resoluciéon cromatografica es mas elevada. Sin embargo, la variacién
de V con r es muy baja, indicando una pobre capacidad de SEC para fraccionar por ramas.
A un dado V constante, existird una diversidad de moléculas {M,r} en las celdas de
deteccién [que pueden calcularse como las curvas de nivel de la superficie V(M,r)]; es
decir, coexisten moléculas ramificadas con otras menos ramificadas (o lineales) de menor

M, desarrollandose asi una DMM y una DGR instantineas.

? e vigry
I[85 TR 35,
104 304 -
25
10 g 10 e -
6 10
2 0 2 .0
0 M [g/mol] 0 M [g/mol]

Figura V.9. Homopolimero ramificado de PVAc. Viscosidad intrinseca (a) y

volumen de retencién (b) de las moléculas {M,r}.

Las funciones de la Fig. V.9. podrian analizarse también a través de las
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correspondientes curvas de nivel, como se hizo en las Figs V.2. y V.3. para el copolimero
dibloque. Alternativamente, puede efectuarse una representacion de estas superficies
paramétrica con el nimero de ramas r. A tales efectos, las formas logaritmicas de las Ecs

(V.14.a,c) resultan:

log{[n] (M, r)}= elog[g(r)]+1logK +alogM (V.15.a)
V(M,r)= 113{A —[elog g(r) +logK + (e + Dlog M [} (V.15.b)

A cada r fijo, ambas expresiones exhiben una dependencia lineal con logM.
Las Ecs. (V.15) se representan graficamente en la Fig. V.10., para r =0, 1, ..., 9. La Fig.
V.10.a) indica que moléculas de igual masa molar tienen una viscosidad intrinseca menor
cuando son mads ramificadas. La Fig. V.10.b) puede ser interpretada como curvas de
calibracion independientes, asociadas a cada nimero de ramas. Una vez mds se observa la
escasa resolucién de SEC para fraccionar por ramas. Cualquier horizontal a un V constante
intersecta a las rectas en puntos de diferente M y de diferente r; sugiriendo entonces la

existencia de DMMs y DGRs instantaneas.

Se estudié la sensibilidad de [n](M,r) y V(M,r) con K, o y & Valores
menores de K y @ y mayores de €, producen la disminucién de [1](M,r) y el aumento de
V(M,r) para iguales (M,r); siendo mucho mds notorio el efecto de las constantes de MHS.
El comportamiento inverso se observa para K y « mayores y € menores. Ademads la
magnitud de los desplazamientos de [n](M,r) y V(M,r) con la variacién de € es mayor
cuando r aumenta para un mismo M.

Para moléculas con puntos de ramificacion tetrafuncionales, se observo que
[n](M,r) disminuye y V(M,r) aumenta respecto de las mismas variables para moléculas

con ramas trifuncionales [a iguales (M,r)]; lo que resulta 16gico ya que en el primer caso
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las moléculas son mds compactas, presentando un menor V} y por lo tanto una menor
viscosidad y un mayor V de retencién en las columnas. Finalmente, se puede decir que Ky
a bajos y € elevados producen un efecto similar al de contraccién volumétrica observado

en las moléculas con ramas tetrafuncionales respecto de las trifuncionales.

Clog{[mIM,)) ()

—_—

5 6 7
log M

Figura V.10. Homopolimero ramificado de PVAc. Viscosidad intrinseca (a) y
volumen de retencién (b) de las moléculas {M,r}. Curvas paramétricas

der.

V.3.b. Célculo de los Cromatogramas (Libres de E.l) de un

Homopolimero Ramificado de PVAc

A efectos de simular los cromatogramas de un homopolimero ramificado, se
debe asumir conocida la distribucién conjunta W(M,r). El procedimiento para calcular los
cromatogramas involucra dos pasos secuenciales, consistentes en calcular: (i) las DMM y
DGR instantdneas presentes en la celda; y (ii) la sefial que proveerd un dado sensor (DR,
SV), en presencia de las distribuciones mencionadas. El paso (i) resulta de combinar la
distribucién conjunta W(M,r) con el fraccionamiento sufrido por las moléculas (M,r),
segtn lo calculado en el punto V.3.a). La sefal final asociada al paso (ii) depende de las

caracteristicas del sensor. A continuacién se describen en detalle cada uno de estos pasos.
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V.3.b.i) Calculo de las Distribuciones Instantaneas

La distribucion instantdnea Wy(M,r) describe la masa de aquellas moléculas

{M,r} que eluyen a V, y se calcula como:
W, (M,r) :W(M,r)\DV(MJ) (V.16)

donde Dy(M,r) representa el dominio de moléculas (M,r) que eluyen a V [curva de nivel de

V(M,r)]; es decir:

Dy(M,ry={M,r):V(M,r)=V} (V.17)

De la misma manera, la funcién bivariable [n]y(M,r) representa las viscosidades

intrinsecas de aquellas moléculas que eluyen a V; y se calcula como:

Alternativamente, pueden definirse distribuciones bivariables a M fijo o a r

fijo, como sigue:

Wy (r,V)=WM. ), (V.19.2)
W, (M. V)=W(M.r), ., (V.19.b)
con:
Dy (r,V)={(r,V): M(r,V)=M} (V.20.a)
D.(M,V)={M,V): r(M,V)=r} (V.20.b)

Todos estos dominios se derivan de V(M,r) [Fig. V.9.b)]. Por ejemplo, D,(M,V) son las

rectas de la Fig. V.10.b).

A partir de Wy(M,r) pueden calcularse la DMM y la DGR univariables

instantdneas [wy(M) y wy(r), respectivamente], como sigue:
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wy (M)=Y W, (M.r) (V.21.2)

wy (1) =Y W, (M,r) (V.21.b)
M

La masa de homopolimero instantdnea, w(V), y la viscosidad intrinseca media

en peso instantinea, [1],(V), se calculan como:

w(V) =Y W, (M,r) (V.22.2)
M.,r

Y W, (M, r) [n], (M)
[77] V) = M.r (V.22.b)
Y w(V)

Finalmente, la DMM univariable global, w(M), y la DGR univariable global,

w(r), se calculan a partir de las distribuciones instantdneas como:

wM)=Y w,(M)=Y W, (M,r) (V.23.2)
vV r,v

w(ry=Y wy (r)="Y W, (M,r) (V.23.b)
1% M)V

Estas distribuciones deben coincidir con los valores calculados directamente a partir de la

distribucion original W(M,r), segin:

w(M) =Y WM,r) (V.24.2)

w(r) = %‘,W(M .7) (V.24.b)

Los mismos desarrollos pueden aplicarse a las distribuciones bivariables
definidas por las Ecs (V.19, 20). Por ejemplo, los “cromatogramas” de las moléculas con

nimero de ramas r fijos, w,(V), y con masa molar M fija, wy(V), son:



CAPITULO V. Estudio Tedrico sobre los Errores Cometidos en la Caracterizacién por SEC ... 184

w,(V)=Y W.(M.,V) (V.25.2)
M

wy (V) =Y Wy, (r,V) (V.25.b)

V.3.b.ii) Calculo de los Cromatogramas

Debido a la existencia de una DMM y una DGR instantdneas, los detectores
DR y SV medirdn un valor medio de esas distribuciones. Los cromatogramas spr(V) y

ssv(V) resultan [Ecs (1.23), (1.32) y (1.33)]:
Spr (V) =Kprw(V) (V.26.a)
ssy (V) =Kgy [1],, VIw(V) (V.26.b)

Estas ecuaciones deben combinarse con los calculos de w(V) y [n]w(V) de las

Ecs. (V.22).

V.3.c. Ejemplo de Simulacién

Se simul6 el fraccionamiento SEC de poliacetato de vinilo (PVAc) en THF a
25 C, con los siguientes pardmetros: K = 1.60x10™ dL/g, o¢=0.7 (Brandrup e Immergut,
1989), €¢=12 (Park y Graessley, 1977). La distribucién conjunta W(M,r) del
homopolimero ramificado es la suma de distribuciones independientes, cada una con
diferente nimero de ramas y masa. Para cada nimero de ramas r = [0, 1, ...,9], se generd
una WCLD de Schulz-Flory, w,(M) [Apéndice I], con el pardmetro (a,) y las masas (m,)
decrecientes con r (Grcev et al., 2004) [TablaV.3.]. Las masas molares medias

correspondientes a w,(M) se calcularon como:
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o YW(M,r) - YWM,r)M
M . _M
MO =cwornm’ MO swonn (vV.27)
M M

En la Fig. V.11. se muestran las DMM, w,M), y la distribucién conjunta,

W(M,r), obtenida combinando las w,(M).

5 L
wA(M)
4

]
=

5 x10
00
% 10° M [g/mol]

M [g/mol]

Figura V.11. a) DMMs individuales (por rama), w.M); b) Distribucién conjunta de

masas molares y grados de ramificacion, W(M,r).

Tabla V.3. Caracteristicas de las DMM Schulz-Flory correspondientes a cada r.

r a m, M (7) M, (r) M, /M, ()
0 1.5%x10° 0.5282 676000 1333000 1.973
1 1.4 x10° 0.3000 723000 1429000 1.975
2 1.3x10° 0.2208 778000 1538000 1.977
3 12x10° 0.1672 842000 1666000 1.978
4 1.1x10° 0.1217 918000 1817000 1.979
5 1.0x 10°® 0.0906 1009000 1998000 1.980
6 0.9x10° 0.0619 1120000 2216000 1.980
7 0.8x10° 0.0453 1257000 2484000 1.976
8 0.7x10° 0.0267 1432000 2815000 1.966
9 0.6 x 10°® 0.0226 1659000 3225000 1.944

A efectos de simular el fraccionamiento SEC y los cromatogramas DR y SV,



CAPITULO V. Estudio Teérico sobre los Errores Cometidos en la Caracterizacion por SEC ... 186

se adoptaron la calibracién universal: logJ(V)=A-B=13.6-0.290V, y la siguiente
ganancia constante para el DR: Kpr=4. En las Figs V.12.a) se representan 4
distribuciones instantdneas, Wy(M,r) [Ec. (V.16)], para V=21, 23.5, 26 y 28.5 mL
(asociadas cada una a un intervalo de discretizacion AV=0.5 mL), junto con la DMM
global univariable, w(M) [Ec. (V.23.a)]. A cada V, se indican las DMM correspondientes a
cada rama (las curvas de mayor masa corresponden a moléculas menos ramificadas). A un
mismo V existen moléculas con distinto nimero de ramas, originando las DGRs
instantdneas, wy(r) [Ec. (V.21.b)]. En la Fig. V.12.b) se representan las DMMs
instantdneas, wy(M) [Ec.(V.21.a)]. El aspecto ruidoso observado en algunas DMMs se
debe a las aproximaciones numéricas de la discretizacion. Se observa que las
polidispersiones disminuyen con el incremento de V [a mayor V eluyen las moléculas con

menor masa molar y menor numero de ramas].

(b
0.012 0.012} w(M) ]
Wzs.s(M)
0.008 " 0.008}
Wag.o(M)
0.004 0.004 Wz s(M)
W21.0(M)
% 3 6 10° % 3 6 ]
M [g/mol] X M [g/mol] x 10

Figura V.12. a) Distribuciones instantaneas, Wy(M,r), y DMM global, w(M); b)
DMM instantaneas, wy(M), y DMM global, w(M).

En las Figs. V.13.a-d) se muestran las DGRs univariables instantdneas
discretas, wy(r) [Ec. (V.21.b)], s6lo para los mismos 4 V previamente considerados. En la
Fig V.13.e), se representa la DGR discreta global, w(r) [Ec. (V.23.b)], obtenida por suma

de todas las DGRs instantdneas. En la Fig. V.13.f) se muestran las masas instantdneas de
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las moléculas con nimero de ramas r fijos, wV) [Ec. (V.25.a)]. A un V fijo, estan
presentes moléculas con distinto nimero de ramas, verificindose que el fraccionamiento

por ramas es practicamente nulo.

(b)
0.012}
0.08}
0.008}
0.004+ 0041
0 0
01 23 456 7839 01 23 456 7839
r r
(c) (d)
0.06! 0.016}
0.03} 0.008
0 0
01 23456 789 0123456 789
r r
<
(©) 0.15}
0.4t
w(r) 0.1t
0.2} 0.051
0

0

1

2 3 45 6 7 8 9

r

0.12

Figura V.13. a-d) DGRs discretas instantdneas, wy(r), para 4 V’s arbitrarios; e)
DGR global, w(r); f) masas instantdneas de las moléculas con nimero de

ramas r fijos, w(V), y global, w(V).
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En la Fig. V.14.a) se muestran los cromatogramas spr(V) y ssy(V) simulados
con las Ecs (V.26), y la calibracién universal logJ(V) asumida. El comatograma ssy(V)
resulta levemente desplazado hacia menores V’s con respecto a spr(V). En la Fig. V.14.b)
se representa (en lineas de trazos) la calibracién “ad hoc” de masas molares logM, ;(V)
para el homopolimero ramificado, calculada combinando log/(V) con las sefiales spr(V) y
ssv(V) [Ec. (1.39.b)]. Esta calibracion presenta algunas oscilaciones en sus extremos
(debido probablemente a problemas de discretizacion), que serian potenciadas en las colas
de los cromatogramas por la presencia de ruidos de medicién. En la préctica, deben
eliminarse dichas oscilaciones, y por la tendencia observada en la curva calculada, se
selecciond un ajuste lineal en el rango V = [21 — 32] mL (indicado por las lineas de puntos

verticales), luego extrapolado a todo el rango de medicidn.

(2) N K
028 logM, AV) } 6
\
0.186} } L
| spr(V) }
0.095) | } b
”(V)‘
‘ a . ‘
20 26 32 "0 24 28 3z ¢
V [mL] V [mL]

Figura V.14. a) Cromatogramas medidos [spr(V), ssv(V)] y calibraciéon universal
logJ(V); b) Cromatograma DR [spr(V)] y calibraciones ad hoc de masa
molar [logM, (V)] y de ramas [r(V)].

Por otra parte, también se calcul6 la “calibracién” ad hoc de ramas, r(V) [Fig.
V.14.b)], a partir del siguiente procedimiento: 1) se calcul6 la viscosidad intrinseca a partir
de la Ec. (I1.33); 2) se calcul6 g(V) combinando las Ecs. (I.18) y (I.19); y 3) se calcul6 r(V)
combinando g(V) con logM, (V) y con la expresion de Zimm y Stockmayer [Ec. (1.16)],

asumiendo que r = b,. Esta calibracién resulta practicamente plana en la zona central del
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cromatograma, y s6lo predice valores inferiores a 4 ramas (muy por debajo de las 9 ramas
existentes en la distribucion verdadera); consecuentemente, la técnica SEC subestimara el

numero de ramas.

V.3.d. Anadlisis de los Errores Cometidos en la DMM y en la DGR
Estimadas

Se analizan los errores que se cometerian al estimar la DMM univariable,

w(M), y la DGR, w(r), del polimero ramificado, a partir de las sefiales medidas. Las

distribuciones “verdaderas” se calculan con las Ecs (V.24), dado que por tratarse de un

ejemplo simulado se conoce la distribucién conjunta, W(M.r).
La DMM estimada por SEC, w(M ), se obtiene combinando w(V) [0 spr(V)]

con M(V). La DGR estimada por SEC, w(r), se obtiene combinando w(V) [0 spr(V)] con
r(V). Por otra parte, si en lugar de la sefial SV se dispusiera de la calibracion universal y
las constantes de MHS, podria estimarse la DMM w(M) combinando w(V) con M(V)
obtenida a partir de la Ec. (I.37). Las distribuciones verdaderas y estimadas se representan
en la Fig. V.15.; y los valores medios se resumen en la Tabla V.4. Los nimeros de ramas

medios en nimero, r,, y en peso, r,,, se calcularon a través de las siguientes expresiones:

s I'no s Two

Y rM)WM)IM

ry = Y (M) M (V.28.2)
- M)YW(M
Iy _ L (M)W (V.28.b)

Y w(M)



CAPITULO V. Estudio Teérico sobre los Errores Cometidos en la Caracterizacion por SEC ... 190

M) @ ()
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Figura V.15. a) DMMs verdadera, w(M), y estimada por SEC /DR, w(M), y por
SEC /(DR + SV), w(M v); b) DGRs verdadera, w(r), y estimada por

SEC/ (DR + SV), w(r).

Tabla V.4. Valores medios de las DMMs y DGRs reales y estimadas.

DMM M, M, M,/M,
w(M) 783000 1609000 2.06
e 718000 1430000 199
w(M ) 778000 1674000 2.15
DGR A r, r T,
w(r) 1.683 2.073 1.232
"""""" Wy o726 0877 1200

Las DMMs estimadas resultaron en general aceptables. En SEC / (DR + SV),

el M, vy la polidispersién (M ,/M ) resultaron levemente sobrestimados, pero la DMM
estimada, w(M +), es la mds proxima a la distribucidn real. Las masas molares medias y la

polidispersién de la DMM estimada por SEC /DR, w(M), resultaron levemente

subestimadas. En cambio, la DGR estimada por SEC / (DR + SV) difiere notablemente de
la DGR real, con nimeros medios de ramas claramente subestimados, aunque la relacién

r,,/r, no difiere considerablemente de la real. El resultado es razonable debido a la
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incapacidad de la técnica para detectar nimero de ramas elevados, como lo prueba la

“calibracién” r(V) de la Fig. V.14.b).

V.4. Conclusiones

Se desarrollaron modelos matematicos para describir el fraccionamiento SEC
ideal de algunos polimeros cromatograficamente complejos. Estos modelos podrian ser
utilizados para ayudar a interpretar los complicados procesos de fraccionamiento en SEC,
que conducen a la existencia de distribuciones instantdneas en las celdas de deteccion. Por
ejemplo, en este Capitulo, esos modelos permitieron evaluar los errores que se cometen
cuando se pretende determinar la DMM y la DCQ de un copolimero (lineal) dibloque; y la
DMM vy la DGR de un homopolimero ramificado, utilizando los procedimientos de la

practica SEC habitual.

Los dos modelos de fraccionamiento propuestos son muy similares en su
desarrollo, aunque se presentd con un mayor detalle en el caso del copolimero dibloque. A
su vez, dicho modelo podria haberse planteado en términos de la distribucién conjunta
Wsg(M,ps) en lugar de la distribucion (equivalente) bivariable Wggp(i,j). En este planteo
alternativo, los desarrollos se tornarian totalmente equivalentes a los vistos para el caso del

homopolimero ramificado.

Las caracteristicas de “mezcla” originadas por la naturaleza compleja de los
polimeros es —en principio— asemejable a la mezcla debida al E.I. En tal sentido, un
objetivo posterior seria tratar de utilizar estos modelos en su forma “inversa”, para poder
inferir propiedades de polimeros cromatograficamente complejos. Esta alternativa no

parece obvia, particularmente si se dispone de pocas sehales medidas.

En el andlisis de copolimeros dibloque SB por SEC / (DR + UV), las masas

molares calculadas con los métodos cldsicos de interpolacién con la composicién quimica
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(Runyon et al., 1969; Chang, 1971), resultan subestimadas. La razén fundamental es la
existencia de distribuciones instantdneas muy anchas originadas en la escasa capacidad de
fraccionamiento por masa molar y especialmente por composiciéon quimica, y que
inhabilitan la interpolacion de las masas molares de cada homopolimero con una dnica
fracciéon masica media. Las estimaciones mds exactas de la DMM se logran cuando se
agrega un tercer sensor LS; sin embargo, este sensor no contribuye a mejorar la DCQ
estimada. Los apartamientos observados en las masas molares medias y en la DMM
podrian ain ser mayores, dependiendo del tipo de polimero y de la relacién polimero-
solvente (constantes de MHS), dado que influirian directamente sobre los V} de las

macromoléculas en solucion.

En el andlisis de homopolimeros ramificados por SEC /DR, las masas
molares calculadas con los métodos clasicos de utilizacion de la calibracién universal y
constantes de MHS, resultan subestimadas. Este efecto se debe a la existencia de
distribuciones instantdneas muy anchas originadas en la escasa capacidad de
fraccionamiento por ramas. Una estimacion mas exacta de la DMM se logra cuando se
utiliza el sensor SV. La estimacién de la DGR sdélo es posible cuando se utilizan ambos
sensores (DR + SV); sin embargo, los nimeros de ramas resultan claramente
subestimados. Los errores observados se deben a la naturaleza compleja (efecto mezcla)
del homopolimero ramificado, que impide lograr un fraccionamiento adecuado por
numero de ramas. Al igual que en el caso de copolimeros, los apartamientos observados en
las masas molares medias y en la DMM podrian ain ser mayores, dependiendo del tipo de
polimero (coeficiente € y presencia de ramas tetrafuncionales) y de la interaccién
polimero-solvente (constantes de MHS), ya que influirfan directamente sobre los V}, de las

macromoléculas en solucion.
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CAPITULO VI. SEC de Fase Acuosa: Analisis de Algunos

Polielectrolitos y Biopolimeros

VI.1. Introduccion

La DMM de los polimeros solubles en agua afecta algunas propiedades
fisicas, tales como la viscosidad de las soluciones, la resistencia a la traccion, al agua y a
los solventes, la fuerza adhesiva y el poder dispersante (Nagy, 1995, 1999; Wu, 1995,
1999). La estimacion de la DMM de un polimero hidrosoluble por SEC, incluye dos
desafios importantes: (1) asegurar el mecanismo de exclusion por tamafios, y (ii) disponer

de la calibracién de masas molares adecuada.

Para analizar poli(4acido acrilico) [PAA] por SEC, se recomiendan buffers de
fosfatos como fase movil (FM), con el agregado de sales de nitrato de sodio (para
controlar la fuerza i6nica), y columnas con rellenos a base de polimetacrilato hidroxilado
(Bender, 1999; Myers, 2002). Myers (2002) caracterizé muestras de PAA utilizando FMs
de fosfatos a dos pH distintos: 4.5 y 7.0. A pH =7.0, las masas molares medias por
SEC /DR (determinadas en base a una calibracién con dextranos) resultaron un 80%
mayores que los valores obtenidos a pH = 4.5, debido a los cambios de conformacién de
las moléculas. Las masas molares medias determinadas por SEC/MALLS resultaron
menos influenciadas por el cambio de pH, determindndose ademés que el dn/dc en la FM a
pH =7.0 es mayor al valor correspondiente a pH =4.5. La [n] y las constantes de MHS
determinadas por SEC / MALLS sugieren una expansion del PAA a mayor pH, explicado
por un incremento de la densidad de carga superficial sobre las moléculas. La variacion de
logM,, vs. V resulté lineal y decreciente a pH = 7.0, mientras que a pH =4.5, logM,,
aument6 con V. En definitiva, a pH = 7.0 se acepta el fraccionamiento por exclusién pura,

mientras que a pH =4.5 algunas moléculas de mayor M parecen ser retenidas en las
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columnas por la interaccion electrostética.

El anélisis de quitosanos por SEC /LS sugiere que se trata de polimeros
lineales, de conformacién random coil (Ortega, 2000), tipicamente con masas molares
inferiores a 5x10° g/mol (Brugnerotto et al., 2001). Los coeficientes de MHS pueden
determinarse por viscometria (Ottgy et al., 1996; Brugnerotto et al., 2001), pero su uso
debe ser cuidadoso debido a que la presencia de cargas superficiales en las moléculas de
quitosanos en solventes acidos le confieren la capacidad de formar agregados. Brugnerotto
et al. (2001) caracterizaron quitosanos de igual masa molar y diferente grado de
deacetilacion (DD) por SEC / LALLS, utilizando como FM un buffer de acetato de sodio
[CH3;COOH / CH3COONa] de pH = 4.5, y columnas con un relleno catiénico. Se encontrd
que el DD no influye sobre dn/dc ni sobre V), pero afecta levemente a las constantes de
MHS (K disminuye y o aumenta, a medida que el DD disminuye). Ottgy et al. (1996)
analizaron dos muestras de quitosanos con distintos DD por SEC / LALLS, utilizando
como FM un buffer de acetato de amonio [CH3COOH / CH;COONH4] de pH=4.5y
columnas con un relleno hidrofilico a base de poli(hidroximetacrilato). Las curvas [n]M
vs. V exhibieron distintas pendientes y ordenadas; y la muestra con mayor DD (mayor
densidad de cargas) se desplaz6 hacia V mayores, debido a la interaccion i6nica con la fase

estacionaria.

La concentracién de las soluciones de quitosanos influye sobre la formacién
de agregados, origindndose sefiales de LS bimodales para concentraciones superiores a 1
mg/mL. Comparando muestras con M y concentraciones similares, se observd que los
agregados detectados por LS fueron mayores para los quitosanos con menor DD; es decir,
la asociacién de las moléculas de quitosano aumenta con el contenido de grupos acetilo
(< DD), debido a interacciones hidrofébicas. Ademas el porcentaje de estos agregados es

mayor a medida que se incrementa la masa molar de las muestras (Ottgy et al., 1996).
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Recientemente, se han analizado por SEC /DR muestras de quitosanos obtenidos por
radiaciéon gamma (R-y), utilizando como FM un buffer de CH;COOH/CH;COONa y
columnas con un relleno a base de poli(hidroximetacrilato); y se observé que las masas
molares de los quitosanos disminuyen con la dosis de R-y (Choi et al., 2002; Wasikiewicz

et al., 2005).

La caracterizacion de almidones por SEC involucra idealmente estimar la
DMM de las fracciones de amilopectina y de amilosa, y la DGR de la amilopectina. La
SEC presenta varias limitaciones: (1) es incapaz de separar las fracciones; (2) las
moléculas de amilopectina exceden el rango de fraccionamiento de las columnas y pueden
degradarse; y (3) no se dispone de estdndares de calibracion especificos. Los trabajos de
investigacion ponen énfasis en la preparacion de la muestra y en las técnicas de
aislamiento de las fracciones. La calibraciéon SEC/DR suele efectuarse con amilopectina
desramificada con pululanasa, con estdndares de dextranos, o con pululanos (que tienen un
comportamiento similar en un sistema acuoso al almidén desramificado) (Blennow, 2001;
Mizukami, 1999, Ramesh, 1999). Alternativamente, se ha utilizado SEC / (DR + LS) para
estimar las DMMs (Jackson et al., 1988, 1989, 1990; Bradbury y Bello, 1993; Klucinec y
Thompson, 1998; Suortti ef al., 1991, 1998; Nagy, 1999; Striegel et al., 1995, 1996; Van
Dijk et al., 1976), y los niveles de ramificacion (Yoo y Jane, 2002; You y Lim, 2000; Yu y

Rollings, 1987, 1988; Huber y Praznik, 1996; Striegel y Timpa, 1995, 1996).

Algunos dextranos han sido caracterizados por SEC empleando columnas
con soportes de silice (Chmelik et al., 1997), de divinilbenceno entrecruzado con glucosa
(Merienne et al, 2000), y de poli(hidroximetacrilato) (Volet y Lesec, 1994), y distintos
detectores (DR, LS, fluorescencia). La aplicacién clinica de los dextranos depende de sus
masas molares, segin se especifica en las Farmacopeas de Gran Bretafia y de EE.UU; y la

técnica de caracterizacion recomendada es SEC/DR. Los principales inconvenientes para



CAPITULO VI. SEC de Fase Acuosa: Andlisis de Algunos Polielectrolitos y Biopolimeros 196

caracterizar dextranos son la falta de estdndares monodispersos, y la necesidad de hallar
condiciones de baja interaccion polimero / solvente / fase estacionaria, que aseguren el
fraccionamiento por tamafios (los dextranos forman puentes de hidrégeno con la FM o con

la fase estacionaria, originando fraccionamientos secundarios).

En este Capitulo se presenta la caracterizacion por SEC de algunos polimeros
solubles en agua. Esta tarea es totalmente novedosa para el Grupo de Polimeros donde se
desarrollé esta tesis, ya que por primera vez se trabajard en SEC de fase acuosa.
Inicialmente, se evalian las caracteristicas de fraccionamiento de las columnas (nimero de
platos tedricos); y se ataca el problema de la calibracion del sistema acuoso con diferentes
estdndares cromatogréficos, tratando de verificar las condiciones de fraccionamiento por
exclusién pura. Finalmente, se caracterizan polimeros solubles en agua tanto de origen

sintético (PAA) como natural (polisacaridos: quitosanos, almidones y dextranos).

VI.2. Sistema Cromatografico en Fase Acuosa

Se utilizé un cromatdgrafo liquido Waters—Breeze, compuesto por una
bomba isocritica (modelo 1515), un inyector manual Rheodyne y un DR Waters 2414,
modelo 410, a una temperatura de 30 °C. El caudal de trabajo fue de 0.8 mL/min. Se
utilizaron 5 columnas UltraHydrogel (UH), Waters (7.8 mm x 300 mm), con tamafios de
poro de [120, 250, 500, 1000, 2000] A y limites de fraccionamiento: [5x10°, 8x10%,

4x 105, 1x 106, Tx 106] g/mol, respectivamente.

Las columnas contienen un relleno de polimetacrilato altamente hidroxilado,
recomendado para analizar polimeros solubles en agua (tales como polisacdridos y
polielectrolitos), con FMs acuosas; y a veces hasta con un 50% de solventes orgénicos,
compatibles con este tipo de fase estacionaria. La interaccién de analitos polares con la

fase estacionaria es bastante débil, debido a las funciones hidrofilicas polihidroxi sobre la
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superficie del relleno. Probablemente, sobre la superficie, existan pequefas cantidades de
grupos acidicos, que pueden ser suprimidos por el agregado de sales a la FM. La
compatibilidad de la matriz con 4cidos y bases es bastante buena. Las columnas UH se
pueden emplear con FMs de pH 2 a 12 por largos periodos de tiempo. Tanto las
interacciones idnicas polimero / relleno, como las interacciones entre las moléculas de
polimero se pueden suprimir aumentando la fuerza idnica del medio. Generalmente, las
soluciones acuosas de nitrato de sodio (NaNOj3) 0.1 mol/L resultan un buen solvente para
muchos polimeros. Las interacciones hidrofébicas se pueden reducir agregando pequeiias

cantidades de solventes organicos (tipicamente, un 20% de acetonitrilo) [Neue, 1999].

VI.2.a. Evaluacién de las Columnas de Fraccionamiento. Calculo del

NUmero de Platos Teoricos

En cada columna se inyectaron (por duplicado) 20 pL de etilenglicol diluido
[0.0025 mL/mL de FM (agua deionizada)], a temperatura ambiente. Los platos tedricos, N,
se calcularon con una de las posibles variantes de la Ec. (I.21), sugerida por el fabricante

de la columnas (Waters), como sigue:

v 2
N:5.54[ : } (VLD

1/2

donde V,, es el volumen de retencion del pico, y Wiy es el ancho del pico medido a la
mitad de las alturas de las ordenadas de cada cromatograma DR.

Los cromatogramas DR (corregidos por linea de base y normalizados) se
muestran en la Fig. VI.1. El intervalo de discretizacién fue AV =0.01 mL. Los valores de
N calculado con la Ec. (VI.1) se indican en la Tabla VI.1. Las columnas UH 120 a 1000
muestran un nimero de platos tedricos aceptable (N > 10000; Quatrocchi et al., 1992). La

columna UH 2000 tiene menor resolucién, debido al mayor tamaiio de poro de las
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particulas del relleno, como se explicé en el Capitulo L.

4
UH 120 UH 250
3 | UH 500
UH 1000

2 UH 2000
1 i
0 ‘ :

14 16 V[mL] 18

Figura VI.1. Cromatogramas de DR para etilenglicol (M = 62.07 g/mol).

Tabla VI.1. Nimero de platos tedricos (N) para las columnas UltraHydrogel.

Columna N
UH 120 12800
UH 250 17700
UH 500 11400

UH 1000 10300

UH 2000 5300

Los cromatogramas obtenidos con las columnas UH 120 — 500 son bastante
angostos y simétricos, debido quizds a su menor tamafio de poro. En contraste, los
cromatogramas correspondientes a las columnas UH 1000 — 2000, son mds anchos y
asimétricos. Estas observaciones concuerdan con lo sugerido por algunos autores cuando
indican que: (i) tanto la amplitud como la asimetria de los picos se incrementan con el
aumento del didmetro de poro de la fase estacionaria (Busnel et al., 2001; Schnoll-Bitai,
2005); y (ii) las moléculas con igual M permanecen mas tiempo en las columnas de mayor
tamano de poro, produciéndose una mayor dispersion axial y por lo tanto un

ensanchamiento de los picos (Dondi et al., 2002).
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VI.2.b. Calibraciones con Estandares de Pululanos y Dextranos

En esta seccién se obtienen las calibraciones con estdndares de pululanos y
dextranos, en distintas FMs. Estos polisacdridos son biopolimeros neutros, ya que no
presentan cargas superficiales en su estructura. Los pululanos son homopolimeros lineales
de maltotriosa unidas por enlaces a-(1—6) glucosidicos; mientras que los dextranos son
homopolimeros ramificados de glucosa unidas por enlaces a-(1—6), y las ramas son

formadas por la presencia de enlaces a-(1—-2), a-(1-3), a-(1—4).

Tabla VI.2. SEC/DR de estandares de Pululanos en las tres FMs.

, M, M, MM, Vp [mL]
Estandar "
[g/mol] [g/mol] [-] FM1 FM2 FM3
44.2232

Pl 5650 5900 1.09 46.0536 46.4664
44.2136
42.5008

P2 11200 11800  1.10 44.2136 44.5464
42.6264
40.7008

P3 22000 22800  1.07 42.0936 42.6536
40.7072
38.1448

P4 45900 47300  1.06 39.4264 39.8536
38.0112
35.2936

P5 105800 112000  1.12 36.7336 37.2000
35.2776
33.0232

P6 173500 212000 1.13 34.3976 34.7600
32.9048
31.2064

P7 380000 404000  1.13 32.5280 32.7336
31.2080
29.6272

PS 710500 788000  1.23 30.8000 30.8136
29.4776

* Se efectuaron inyecciones por duplicado de cada estandar.

Las caracteristicas moleculares de los estiandares de pululanos (Shodex

Standard P-82, Lote N° 30901, Showa Denko) y dextranos (Polymer Standards Service —
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USA, Inc.) se indican en las Tablas VI.2. y VL.3., respectivamente. Se ensayaron tres FMs:
(i) FM1: agua + azida sédica (NaNs3), 0.05 % p/v; (i) FM2: agua + sulfato de sodio
(Na,S0y), 50 mM; (iii) FM3: buffer CH;COOH/CH3;COONa, 50 mM, pH = 4.50; con las
condiciones de medicion descriptas al inicio de la seccion VI.2. Los estiandares fueron
pesados y disueltos en las FMs (concentracién aproximada 1 mg/mL). Las soluciones
fueron filtradas con un filtro de 0.45 um de didmetro de poro previo a su inyeccién. En
todos los casos, el volumen inyectado fue de 200 pL. Las constantes de MHS de los

estandares en las distintas FMs se indican en la Tabla V1.4.

Tabla V1.3. SEC/DR de estandares de Dextranos en la FM1.

Estandar M, M, M, M. /My Yo
[g/mol] [g/mol] [g/mol] [-] [mL]
Dl 4400 5200 3300 1.60 46.7310
D2 9900 11600 8100 1.43 44.8112
D3 21400 23800 18300 1.30 41.7817
D4 43500 48600 35600 1.36 39.7157
D5 124000 148000 100000 1.47 36.4622
D6 196000 273000 164000 1.66 34.7703
D7 277000 410000 236000 1.73 33.9027
D8 401000 668000 333000 2.01 33.0100

Tabla VI.4. Constantes de MHS de Pululanos y Dextranos.

o K

Estandar L] [dL/g] FM Referencia
0.67+£0.01 (1.91%+0.02) x 10* H,0, 25°C (=FM1) Kato et al. (1982)
Pululanos
0.665 2.01x10™ FM2 Showa Denko
0.50 9.78 x 10™ H-0, 25 °C (= FM1)
Dextranos Showa Denko
0.50 9.0 x 10™ FM2

Los cromatogramas DR corregidos por linea de base de los pululanos en las

distintas FMs y de los dextranos en la FM1, se muestran en las Figs VI.2. y VL.3. Los
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cromatogramas de los pululanos en la FM2, se encuentran desplazados a un V levemente
superior con respecto a la FM1. En cambio, en la FM3, los estdndares eluyen a un V
claramente inferior con respecto a las FM1 y FM2. Este efecto puede deberse a la
naturaleza dcida de la FM3, que induce cierta cantidad de cargas superficiales sobre la fase
estacionaria y las cadenas de pululanos, provocando una competencia entre el mecanismo
de exclusion pura y la exclusiéon por interaccion electrostitica. La repulsion podria
reducirse agregando Na,SO,4 a la FM, para disminuir las interacciones electrostaticas. Un
detalle importante al realizar mediciones con dextranos es el tiempo de preparacién de las
soluciones. Se observé que pasado un dia de preparadas las muestras, el V de retencién de
los cromatogramas disminuye, probablemente debido a la capacidad de formar dimeros.
Estas observaciones también fueron realizadas por Merienne et al. (2000) quienes

analizaron por SEC soluciones de dextranos en dimetilsulféxido (DMSO).

Las calibraciones directas, logM(V) =a—Db V, se obtuvieron combinando M,
con V, (Tablas V1.2 y VIL.3), y ajustando un polinomio de orden 1 (Figs VI.3 y V14, y
Tabla VIL.5). Las calibraciones universales, log/,(V) = A — B V, se obtuvieron combinando
M,, las constantes de MHS (Tabla V1.4), y V, en las FM1 y FM2 (Tablas V1.2 y VL.3),
segin la Ec. (1.37); y ajustando un polinomio de orden 1 [Fig. V1.5.a) y Tabla VL5].
Debido a la moderada diferencia existente entre las distintas logJy(V), se efectué una
regresion lineal de todos los puntos experimentales, observandose que se ubican
razonablemente cerca de la recta, independientemente de la FM empleada (Fig. VL.5.b).
Los puntos asociados a los pululanos en la FM3 no se incluyeron, por no disponerse de las

correspondientes constantes de MHS.
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Figura VIL.2. Cromatogramas DR de estdndares de Pululanos en las tres FMs.

0.3

log Mp(V) L6
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D2
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0.1 1 L4
0.0

30 35 40 45 50 V[mL]
Figura VL3. Cromatogramas DR de estdndares de Dextranos, y calibracion directa,

logM,(V), en la FM1.
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log M (V) e FMI
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Figura VI.4. Calibraciones directas de estdndares de Pululanos en las tres FMs.

—e—Pululanos, FM1
37 —o——Pululanos, FM2
—v — Dextranos, FM1

2 : :
30 35 40 45 V[mL]
log J (V) =12.5788 - 0.2157V b)
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4
® Pylulanos, FM1 N

3 1o Pululanos, FM2
¥ Dextranos, FM1

30 35 40 45 V[mL]

Figura VLS. Calibraciones universales: a) individuales, para Pululanos y Dextranos

en las FM1 y FM2; b) tnica para todos los estandares.
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Tabla VLS. Coeficientes de las calibraciones lineales directas [logMy(V)], y

universales [logJy(V)], para estandares de Pululanos y Dextranos.

Estdndar M logM,(V) =a—-bV log/,(V) =A-BV
a b A B
FM1 9.8890 0.1326 12.7957 0.2215
Pululanos FM2 9.8333 0.1300 12.6757 0.2164
FM3 9.8318 0.1363 - -
 Dextranos  FMI 101346 01383 121922 02074

Las curvas de calibracion directa de los pululanos en las FM1 y FM2 son
cercanas (Fig. VI.4). En cambio, logM,(V) en la FM3 se encuentra claramente desplazada
hacia menores V. Las logM,(V) en FM1 y FM2 se encuentran desplazadas entre 0.18 mL y
0.50 mL, mientras que las desviaciones correspondientes a logMpy(V) en la FM3 son
superiores a 1.25 mL. En definitiva, las FM1 y FM2, serdn consideradas adecuadas para
SEC de almidones y dextranos, dado sus similares caracteristicas de interaccién polimero /
solvente / fase estacionaria con respecto a los pululanos. En cambio, la FM3 se utilizara
para analizar quitosanos, para la cual se han reportado condiciones de fraccionamiento por

exclusion pura (Choi et al., 2002).

VI1.3. SEC de Polimeros Hidrosolubles

A continuacién se analizardn muestras de cuatro polimeros hidrosolubles. En
primer lugar, el PAA: un homopolimero lineal que presenta cargas negativas en solucién
(polielectrolito), y del cual no se dispone de estidndares cromatograficos. En segundo
lugar, algunos quitosanos: polisacdridos que en solucién acuosa se comportan como
policationes por la presencia de grupos amino en sus cadenas; y que debido a su
solubilidad s6lo en medio acido, seran caracterizados utilizando la FM3. Por dltimo, dos

polisacéridos neutros: almidones y dextranos. La dificultad de los almidones reside en la
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separacion y andlisis de sus fracciones: la amilosa (practicamente lineal) y la amilopectina
(altamente ramificada). Los dextranos son homopolimeros ramificados, pero para ellos se

dispone de estandares cromatograficos.

VI.3.a. Analisis de Polielectrolitos Anidnicos: Estimacion de la DMM de

PAA Comercial por SEC/DR

Se analizaron por SEC/DR dos muestras comerciales de PAA (M1 y M2)
provistas por una empresa nacional productora de polimeros especiales para la industria.
Los andlisis se efectuaron bajo las condiciones descriptas en la Secciéon VI.2, utilizando

una nueva FM (FM4): un buffer de fosfatos NaHZPO 4/Na2HPO » 50mM, pH="7.00 +

NaNO;3; 50 mM (30 °C). En esta FM4 se aseguran condiciones de exclusién pura para el

PAA con las columnas utilizadas, y las constantes de MHS son: « AA=O.59O, y

P
Kpaa = 2.30x107° dL/g (Myers, 2002). Como no se dispone de estidndares de PAA, se
exploré la posibilidad de utilizar la “calibracion universal” del sistema cromatografico en
la FM2: logJ,(V)=A-B V,=12.6757-0.2164 V (Tabla VL5). A tales efectos, debe

verificarse que el PAA se fraccione segtin SEC ideal en la FM2.

Ambas muestras fueron facilmente disueltas en FM2 y FM4 (a temperatura
ambiente), y filtradas con un filtro de 0.45 um. Las concentraciones aproximadas fueron
de 2 mg/mL. Los cromatogramas DR en FM4 (medidos por duplicado, corregidos por
linea de base y normalizados) se muestran en la Fig. V1.6, observdndose una buena
repetitividad de las mediciones. En la Fig. VI.7 se muestran los cromatogramas DR en la
FM4 (lineas llenas) y en la FM2 (lineas de trazos), observiandose sélo pequefios
desplazamientos (inferiores a 0.37 mL) en M1 a V elevados. Estos desplazamientos son
menores a los observados en las calibraciones directas de pululanos entre las FM1 y FM2
(Fig. VIL.4). La aceptable reproducibilidad de los cromatogramas en ambas FMs permite

aceptar que en la FM2, el PAA se fracciona por exclusion pura. Entonces, las masas
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molares del PAA se calculan en base a la Ec. (1.37.):
logMpaa = [A —1og(Kpaa) — B V] / (0pan + 1) (VL.2)

Las DMMs se indican en la Fig. VL.8; y las masas molares medias y la polidispersidad se
resumen en la Tabla VI.6. Ambas muestras exhiben una forma similar. En la FM2, las
masas molares medias resultan levemente inferiores (7%), debido al pequefio

desplazamiento hacia V mayores observado en los cromatogramas (Fig. V1.7).

0.10

0.05 1

0.00 ‘ ‘ ‘ ‘
30 35 40 45 V[mL]

Figura VL.6. Cromatogramas DR de PAA en la FM4, y calibraciéon universal

obtenida en la FM2.
6
0.10 -
-5
0.05 - L4
0.00 ‘ ‘ \ ' = 3
30 35 40 45 V[mL]

Figura VL.7. Cromatogramas DR de PAA en la FM4 (linea llena) y en la FM2

(linea de trazos).
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Figura VL.8. DMMs estimadas para las dos muestras de PAA: M1 y M2. En lineas

de trazos se indican las DMMs correspondientes a las repeticiones.

Tabla VI.6. Masas molares medias de las muestras de PAA.

Muestra Fase mévil  Repeticion M, M, M, I M,

1 14400 47200 3.27
M1 FM4

2 14100 48900 3.48

1 18100 58400 3.22
M2 FM4

2 18200 58300 3.20
M1 FM2 1 13200 45100 342
M2 FM2 1 17000 58800 3.46

V1.3.b. Andlisis de Biopolimeros Catidnicos: Estimacion de la DMM de

Quitosanos Irradiados por SEC /DRy SEC / (DR + LS)

Los quitosanos fueron obtenidos en el Laboratorio de Investigaciones Basicas
y Aplicadas de Quitina (LIBAQ, Departamento de Quimica, Univ. Nacional del Sur), a
partir de quitina extraida de residuos de la industria camaronera del puerto de Ingeniero
White (Bahia Blanca, Argentina). La deacetilacién de la quitina se efectué empleando
NaOH al 45%, a diferentes temperaturas y tiempos de reaccién, obteniéndose tres grupos
de quitosanos (A, B, C) indicados en la Tabla VI.7. A pesar de las diferentes condiciones

de reaccion, los grados de deacetilacion resultaron similares (cercanos al 80%).
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Tabla V1.7. Caracteristicas de la obtencion de los tres grupos de Quitosanos.

Condiciones Quitosano
de reaccion A B C
Temperatura 135°C 90 °C 35°C
Tiempo 60 min 90 min 72 hs
Grado de deacetilacidon 83 % 80 % 82 %

Cada muestra fue irradiada con la finalidad de obtener quitosanos de menor
masa molar. La irradiacién se efectué con rayos gamma (R-y) de ®Co, en el Centro
Atémico de Ezeiza, con un amplio rango de dosis de radiacién (entre 7 y 200 kGy), en
estado sélido, en aire y a temperatura ambiente. La unidad de dosis de radiacion,
expresada como energia absorbida por unidad de masa irradiada, es el Gray (Gy):
1 Gy =1 Joule/Kg. La velocidad de dosis de radiaciéon fue de 10 kGy/h. Finalmente, en
cada grupo de quitosanos se dispone tanto de las muestras sin irradiar como de las

irradiadas (oligoquitosanos) con distintas dosis de R-y, como se indica en la Tabla VL.8.

El grado de deacetilacion se determind con un espectrofotometro Shimadzu
1063, utilizando el método de la primera y segunda derivada del espectro UV de patrones
de N-acetilglucosamina y del quitosano (Tan ef al., 1998). La evaluacién de posibles
cambios en la estructura quimica de los quitosanos inducidos por la R-y (por e;j.
oxidacién), se realizé por FTIR de films (Peniche-Convas et al., 1992; Wasikiewicz et al.,
2005), empleando un equipo Nicolet 520 (Depto. de Quimica, Univ. Nacional del Sur).
Los espectros FTIR de los tres grupos de polimeros irradiados y sin irradiar, presentaron
las mismas bandas caracteristicas del quitosano: 3445 cm™ (grupo —OH), 1622 cm’
(grupo -NH,) y 1154 cm™ (puente C-O-C), con distinta intensidad de acuerdo a la dosis
aplicada. La ausencia de otras bandas indica la inexistencia de cambios estructurales de
importancia. Tampoco hubo variaciéon en el grado de deacetilaciéon entre materiales

irradiados y sin irradiar.
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Tabla VL.8. Dosis de R-y y masas molares medias (por SEC/DR) de los

quitosanos.
b R_Y Mn MW Mwlﬂn
t
Quitosano [kGy] [g/mol] [¢/mol] -]
GTUpO A
Ql 0 65600 320000 4.88
34600 118000 3.40
Q2 40 35900 123000 3.42
28100 90000 3.20
Q3 100 26500 86200 3.25
20400 61700 3.03
Q4 200 19700 63000 3.20
GTUDO B e
HEE 0 173000 587000 3.39
- . 209000 454000 2.17
205000 436000 2.12
169900 375000 221
EI0 10 162000 356000 2.20
69900 179000 2.55
E45 45 77990 178000 2.28
46100 124000 2.68
E60 60 49500 129000 2.62
32600 91300 2.80
E90 20 33300 90700 273
25800 72600 2.81
E100 100 25500 73100 2.86
Grupo C
HO 0 359000 766000 2.13
o7 . 218000 455000 2.09
211000 473000 2.24
122000 287000 2.36
O15 15 130000 302000 2.33
99800 215000 2.15
030 30 90400 241000 2.66
68100 168000 2.46
045 45 63900 155000 242
46700 118000 2.52
060 60 49900 119000 2.38
33300 88000 2.64
090 20 34400 88500 2.57
27300 69900 2.56
0100 100 26700 69600 2.61
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V1.3.b.i) Estimacion de la DMM de Quitosanos por SEC / DR. Efecto de

la R-y sobre las Masas Molares Medias del Quitosano Irradiado

Todas las muestras de quitosanos se analizaron por SEC /DR, bajo las
condiciones descriptas en la secciéon VI.2. y utilizando la FM3. Se utiliza esta FM porque
los quitosanos sélo son solubles en medio 4cido; y con las columnas empleadas se logran
condiciones de fraccionamiento por tamaiio (Brugnerotto et al., 2001; Choi et al., 2002).
Las muestras se disolvieron en acido acético glacial, y se trataron en bafio Maria durante
30 min; luego, se las llevé a volumen con la FM3, hasta una concentracion aproximada de

1 mg/mL. Las soluciones fueron filtradas con un filtro de 0.45 wm previo a su inyeccidn.

Los cromatogramas DR (corregidos por linea de base y normalizados) se
muestran en la Fig. VIL9. Las masas molares medias se estimaron combinando los
cromatogramas DR con la calibracién directa de pululanos en la FM3 (Tabla VL.5), y se
indican en la Tabla VI.8. (Como no se dispone de estindares de quitosanos, se utilizé la
calibracion de los pululanos por tratarse también de polisacdridos lineales.) El quitosano
QI presenta mayor polidispersiéon y menor masa molar inicial con respecto a las otras dos
muestras (HEE y HO), debido a su obtencién bajo condiciones més severas de temperatura
(135 C), dando lugar a una posible degradacién. Con menor temperatura y mayor tiempo
de reaccion, los quitosanos originales exhiben mayor masa molar y menor polidispersion,
como ya fuera reportado por Agullo (2004).

Las muestras irradiadas se analizaron por duplicado. Se observa la reduccion
de las masas molares con el aumento de la dosis de R-y, confirmando la escisién de las
cadenas por efecto de la radiacién ionizante (Choi et al., 2002). En la Fig. VL.10 se
grafican las masas molares medias (el promedio de los valores en las muestras analizadas
por duplicado); observandose su disminucién con la dosis de R-y. Dicha disminucién es

mas pronunciada para dosis menores a 60 kGy, en concordancia con lo reportado por otros
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autores (Wasikiewicz et al., 2005).
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Figura VL.9. Cromatogramas DR de quitosanos en la FM3: a) Grupo A; b) Grupo

B; ¢) Grupo C. (Las lineas de trazos indican repeticiones).
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Figura VI.10. SEC/DR de quitosanos. Efecto de la dosis de R-y sobre las masas

molares medias.
El proceso de degradacién por efecto de la R-y se puede describir por los
cambios en las masas molares, mediante la ecuacién de Charlesby—Pinner (IAEA, 2002):

11
Mn Mn,()

=1.04x107 D G, (VL3)

donde M, es la masa molar media en nimero de la muestra sin irradiar; D es la dosis de
radiacion; y G, es la radiosensibilidad del quitosano, expresada como el nimero de
escisiones inducidas por cada 100 eV de energia radiante. Esta correlacion se representa

en la Fig. VI.11.

1/ M., _3
_ —
4x107°]
2x107—
® —e——(Quitosanos A
y —o——Quitosanos B
T/Q/ —=-— Quitosanos C
0 50 100 150 200 R-y [kGy]

Figura VIL.11. Correlacion de Charlesby—Pinner con la dosis de R-y [Ec. (VL.3)].
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Las regresiones indicadas en la Fig. VI.11 permitieron estimar G = 1.6, para
el quitosano A; y G, = 3.1, para los quitosanos B y C. El quitosano A presenté una menor
eficiencia en la formacién de oligoquitosanos por R-y, debido posiblemente a la
degradacion en el procedimiento de deacetilacion de la quitina. Los valores de G

encontrados para los quitosanos B y C resultaron similares a los reportados por otros

autores [G, = 3.5, Wasikiewicz et al. (2005); y G, = 3.4, Ulanski et al. (2000)].

VI.3.b.ii) Andlisis de Quitosanos por SEC / (DR + LS)

Se utiliz6 una configuracién serie de detectores DR + LS, con un detector LS
(DAWN DSP, Wyatt Technology Corp.) que permite medir la luz dispersada a 18
angulos. A efectos de determinar tanto el IDV como la constante K'W’P = Kpr/Kis
asociada a la Ec. (I1.30), se utiliz6 un estdndar angosto de pululanos (P4, Tabla VI.2) en la
FM1, con una concentracién aproximada de 1.5 mg/mL. El IDV se estim6 con el criterio
comentado en el Capitulo IV, ajustando la pendiente de loghM,,(V) obtenida con estdndares
de pululanos en la FM1 (Tabla VIL5), con el cociente de las sefiales medidas,

log[sis(V)/spr(V)]. El IDV resulté de 0.19 mL. La ganancia correspondiente a los
pululanos, K'W,P, se obtuvo a partir de la Ec. (1.30), reproduciendo la masa molar del
estandar en el rango de V’s de mayor relacion sefial-a-ruido. La ganancia correspondiente

a los quitosanos, K'W’Q, se obtuvo utilizando la relacién con los dn/dc, derivada a partir de

las Ecs (1.23, 1.28.c, 1.29, 1.30):

(On/dc)p

K. =K. , %P
M Qn/de)g

(VIL4)

donde (dn/dc)p (= 0.146 mL/g) corresponde a los pululanos (Beer et al., 1999); y (dn/dc)q
(=0.190 mL/g) corresponde a los quitosanos (Brugnerotto et al., 2001). En definitiva, la

Ec. (1.30) para estimar las masas molares instantdneas de los quitosanos, resulto:
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sps(V)

M, (V)=17.18x10°
spr (V)

(VL5)

Todos los quitosanos se analizaron bajo las condiciones descriptas en la
seccion VI.2, y utilizando la fase mévil FM3. Las condiciones de preparacion e inyeccion
de las muestras fueron descriptas en la seccion VI.3.b.i). Los cromatogramas (corregidos
por linea de base y por IDV) se representan en la Fig. VI.12, observandose un V medio
que aumenta con la dosis de R-y. Las ordenadas de los cromatogramas LS decrecen con la
dosis de R-y, debido a la reduccion de la masa molar. Varios cromatogramas LS resultaron
bimodales, detectindose picos angostos a bajos V’s, donde la sefial de DR es en general
baja, indicando la probable presencia de pequefios agregados de elevada masa molar. La
formacion de agregados por interacciones hidrofébicas entre las moléculas suele atribuirse

a una excesiva concentracion de las soluciones utilizadas (Ottgy et al., 1996).

Se calculé el M de cada quitosano en base a la integracién de la sefal de

LS [Ec. (I.33)], evitdndose asi los errores introducidos por el cociente de sefiales. Los

resultados se indican en la Tabla VL.9. En general, los MW’S de las muestras con

cromatogramas LS unimodales, resultaron levemente inferiores a los valores predichos por
SEC/DR (Tabla VI1.8), excepto para los M s més elevados de los quitosanos C; mientras

que los M .’s de las muestras con cromatogramas LS bimodales [indicados con una (B)
en la Tabla V1.9], resultaron claramente superiores. En definitiva, si bien las masas
molares medias determinadas por SEC / DR pueden estar algo sobreestimadas, el efecto
no se aprecia en el caso de los cromatogramas bimodales por la insensibilidad del DR a la

pequena masa exhibida por el agregado.
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Figura VIL.12. Cromatogramas DR y LS de los quitosanos: a), b) Grupo A; c), d)
Grupo B; e), f) Grupo C.

A continuacion, se presenta el procesamiento de los cromatogramas en base
al cociente de sefiales de la Ec. (VL.5). En la Fig. VI.13 se muestra como ejemplo el
tratamiento de datos en la muestra HEE. Debido a las notorias oscilaciones exhibidas por

logM (V) en los extremos de los cromatogramas, se adopto el criterio de ajustar logM(V)
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con una recta en el rango de V’s indicado por las lineas de trazos verticales. De esta forma,
se reduce notoriamente el efecto de las fracciones de alta masa molar correspondientes a
los agregados. La DMM, spr(logMy,), se obtiene combinando spr(V) con la calibracién
lineal ajustada [Fig. VI.13.b)]. En la misma figura, se representa también la DMM
spr(logMpyr) obtenida combinando el cromatograma DR de HEE [seccion VI.3.b.i)] con

la calibracion directa de pululanos en la FM3 (Tabla VL5). La DMM obtenida por

SEC / (DR + LS) resulta mas angosta y con menores valores de M.

0.05} ajustada

} ss(V) :
0 i . . i
25 30 35
0.15¢ b)'
SDR(long)
01r
spr(logMpyr)
0.05r
0 1 L L
4 5 6 logM

Figura VI.13. Estimacién de la DMM del quitosano HEE por SEC /(DR + LS):
a) Cromatogramas DR y LS, y calibraciones ad hoc; b) DMM estimada,
comparada con la obtenida por SEC/DR (base pululanos).

En la Tabla V1.9 se resumen las masas molares medias y podispersidades de

todos los quitosanos. En general, los M, resultan mayores y los M, menores a los
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obtenidos por SEC/DR utilizando la calibracién directa de pululanos (Tabla VI.8). A pesar
de estas diferencias, se mantiene la misma tendencia observada anteriormente, donde las

masas molares medias decrecen con la dosis de R-y [Fig. VI.14].

Tabla VI.9. Masas molares medias de quitosanos por SEC / (DR + LS).

Ec. (1.33) SEC/ (DR +LS)
Quitosano M. M. M. Mo/M,
[g/mol] [g/mol] [g/mol] [-]
Grupo A
Q ® 348000 170000 309000  1.82
Q2 110000 33200 97000 292
Q3 (B) 136000 33800 58200 1.72
Q4 (B) 126000 25100 45100 1.79
Grupo B
"HEE 401000 248000 391000 157
E7 (B) 451000 212000 368000 1.74
E10 300000 158000 281000 1.78
E45 120000 58300 122000 2.09
E60 105000 51000 100000 1.96
E90 76600 34600 72800 2.10
E100 65500 33200 56000 1.69
Grupo C
w0 813000 568000 769000 136
o7 510000 319000 457000 1.43
O15 B) 346000 139000 259000 1.87
030 (B) 266000 110000 221000 2.01
045 (B) 285000 79300 163000 2.05
060 (B) 211000 59500 125000 2.11
090 (B) 170000 44900 91000 2.03
0100 (B) 129000 44400 74100 1.67

(B): El cromatograma LS exhibe una bimodalidad
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Figura VI.14. SEC / (DR + LS) de quitosanos. Efecto de la dosis de R-y sobre las

masas molares medias.

V1.3.c. Andlisis de Biopolimeros Neutros: Dextranos y Almidones

V1.3.c.i) DMM de una Muestra de Dextrano Comercial por SEC / DR

Se analizé una muestra comercial de dextrano (Dextran, MW = 60000 —
90000. Grado Clinico. Lote N°: 4717A. Cat. N°: 101513. ICN Biomedicals Inc.) por SEC
con deteccion DR, bajo las mismas condiciones descriptas en la Secciéon VIL2., y
utilizando la fase mévil FM1. La muestra de dextrano se prepar6 por pesada y disolucion
en la FM1 (concentracién aproximada, 1mg/mL), fue filtrada con un filtro de 0.45 pum de

didmetro de poro previo a su inyeccion, y el volumen inyectado fue de 200 pL.

A partir del cromatograma spr(V) [Fig. VI.15.a)] y de la calibracion directa
de dextranos [Seccién VI.2.b), Tabla VL5], se estim6é la DMM que se muestra en la Fig.
VIL.15.b) y sus masas molares medias se resumen en la Tabla VI.10. En la misma tabla, se
muestran las masas molares medias estimadas cuando se utilizan: (i) la calibracion directa
de pululanos en la FM1 (Tabla VIL.5.), (ii) las calibraciones universales individuales de
pululanos y de dextranos en la FM1 (Tabla VLS5.), y (iii) la calibracién universal dnica

para todos los estdndares [Fig. VI.5.b)]. En (i1) y (iii), las masas molares se obtuvieron por
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combinacién de log/,(V) con las constantes de MHS de dextranos en la FM1 (Tabla V1.4).
En todos los casos, las masa molares medias estimadas se ubican dentro del rango

informado por el fabricante. Como se menciond en la secciéon VI.2.b), la calibracién de
pululanos (lineales) produce valores de M Y M w» menores a los calculados con la

calibracion de dextranos, debido a la contraccién volumétrica de los dextranos por sus
ramas. Con la calibracion universal de dextranos se obtuvieron valores medios iguales a

los de la calibracion directa. Las calibraciones universales que consideran a los estdndares
de pululanos proveen valores de M, y M, algo mayores a los calculados con la

calibracion directa, debido también al efecto de las ramas.

0.2

log M (V) a)
SDR(V)
-5
0.1 1
0.0 ‘ ‘ g 4
35 40 VI[mL] 45
b)
0.03 | s, o (log M)
0.02 1
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4.0 4.5 5.0 5.5 log M

Figura VL.15. Andlisis de una muestra comercial de Dextrano. a) Cromatograma
madsico corregido por linea de base, y calibracién directa obtenida con

estandares de dextranos; b) DMM estimada, spr(logM).
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Tabla VI.10. Masas molares medias de dextranos por SEC / DR.

Calibracién Estandares M, M, M, /M,
Dextranos 51100 68500 1.34
logM (V)
Pululanos 48900 63900 1.31
Dextranos 51000 68300 1.34
logJ(V) Pululanos 54500 76000 1.39
Dextranos y 62300 85500 138
Pululanos

VI1.3.c.ii) Muestras de Almidon de Mandioca. Descripcién de la Técnica

de Extraccion y Separaciéon de Amilosa y Amilopectina

En esta seccion se analiza una muestra de almidén de mandioca provista por
el grupo de investigacion del drea de Cereales y Oleaginosos del Instituto de Tecnologia
de Alimentos (ITA, UNL). Se desea caracterizar al almidén y a las fracciones individuales
de amilosa y amilopectina. Para ello, se dispersa el almidén en agua y se lo somete a
distintas temperaturas hasta lograr una disolucién adecuada. Luego, cada muestra
correspondiente a una temperatura distinta es tratada con n-butanol. El agregado de n-
butanol a los sobrenadantes acuosos de las muestras de almidon produce un precipitado,
debido a la capacidad de la amilosa de formar un complejo insoluble en solucidn acuosa a
temperatura ambiente. De esta manera es factible separar las fracciones de amilosa
(precipitado) y amilopectina (solucién). Luego, el complejo amilosa—butanol puede ser
redisuelto aumentando la temperatura, y logrando la disolucién de la amilosa. Asi, se
podrdn obtener cromatogramas del almidén tratado a distintas temperaturas (previo al
fraccionamiento con n-butanol), de las fracciones de amilosa (por redisoluciéon del

precipitado), y de la amilopectina (remanente en la solucion).
El procedimiento utilizado fue el siguiente (Banks y Greenwood, 1975):

a) Se dispers6 aproximadamente 1 g de muestra en 100 mL de agua.
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b) Se tomaron alicuotas de 10 mL de la dispersién anterior, y se sometieron
durante 30 min. a las siguientes temperaturas en bafio Maria con agitacién continua: 70,
75, 80, 90, y 95 °C.

¢) Cada alicuota fue centrifugada a 3400 rpm (2000 unidades de aceleracion
gravitatoria), durante 30 min. a temperatura ambiente. Se recogieron los sobrenadantes

para su posterior procesamiento.

d) Los sobrenadantes del punto c¢) se trataron con n-butanol durante 30 min.
con agitaciéon continua. Se obtuvieron soluciones acuosas opalescentes que se
centrifugaron a 3400 rpm, durante 30 min. a temperatura ambiente. Resultaron dos
fracciones, sobrenadante y precipitado (redisuelto en agua a 60 °C), que se conservaron
para su posterior analisis.

Tanto los sobrenadantes del punto c) como los precipitados redisueltos del

punto d) deben inyectarse inmediatamente, ya que la amilosa retrodegrada en solucion

acuosa, formando precipitados insolubles con el transcurso del tiempo.

VI.3.c.iii) Andlisis de Amilosa y Amilopectina por SEC / DR

Las muestras obtenidas segun el procedimiento anterior se analizaron con el
mismo equipamiento de la Seccién VI.2, en la FMI1. El caudal de trabajo fue de 0.8
mL/min y el volumen de muestra inyectado fue de 200 uL. Las muestras obtenidas en las
etapas c) y d) de la técnica de extraccion fueron filtradas con filtro de 0.45 pm previo a su
inyeccidn en el sistema cromatografico.

Los sobrenadantes filtrados de la etapa c) de la técnica de extraccidn, se
inyectaron obteniéndose los cromatogramas DR de la Fig. VI.16. A bajos volimenes de
retencion, la resolucién cromatogréfica para las muestras tratadas a 90 y 95 °C podria ser

baja, y cercana a la zona no lineal de fraccionamiento préxima a la exclusion. Las formas
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de los cromatogramas cambian con la temperatura (T) debido al diferente contenido de
amilopectina. Los cromatogramas de las muestras tratadas a mayor T se desplazan hacia
menores V, debido a la presencia de mayor cantidad de amilopectina. Para T < 80 °C, se
observa un dnico pico ancho en el rango de [27 —40] mL que podria corresponder a las
fracciones de amilosa, ya que a estas T la amilopectina permanece todavia concentrada
dentro de los granulos de almidén (Banks y Greenwood, 1975). Para T >75°C, la
amilopectina es liberada de los granulos de almidén, pasando a la solucién y aumentando
su viscosidad. Los sobrepicos mds angostos observados a V=27 mL, podrian corresponder
a fracciones de amilopectina. Las muestras tratadas a 70 y 75°C se inyectaron por
duplicado, observdndose una buena repetitividad de los cromatogramas (Fig. VI.16),
mientras que el resto de las muestras se inyectd una tnica vez debido a que por la elevada

viscosidad de las soluciones, se recuperé muy poca cantidad de solucién luego del filtrado.
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Figura VI.16. Cromatogramas DR de las muestras de almidén, correspondientes a

los sobrenadantes [etapa c) de la técnica de extraccion].

El drea de los cromatogramas aumenta con T dado que en tales condiciones
se extrae mayor cantidad de masa (tanto de amilosa como de amilopectina). Para
corroborar esa tendencia, se midié (por duplicado) la concentracién de amilosa en los

sobrenadantes sin filtrar, con una técnica colorimétrica por espectrofotometria UV—Vis
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(Knutson, 1986). En la Fig. VI.17 se grafican la absorbancia (circulos y lineas llenas) y el
area de los cromatogramas (circulos vacios y lineas de trazos), en funcién de la T. La
absorbancia aumenta con la T de tratamiento (hasta 80°C), y luego permanece

aproximadamente constante indicando que la mayor masa de amilosa se libera a T>80 °C).
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Figura VI.17. Absorbancia y drea de los cromatogramas DR correspondientes a los

sobrenadantes [etapa c) de la técnica de extraccidn].

Se inyectaron también los sobrenadantes y precipitados obtenidos después
del tratamiento con n-butanol [etapa d) de la técnica de extraccidon]. Los cromatogramas
DR resultantes se muestran en las Figs VI.18 y VI.19, respectivamente. Idealmente, la Fig.
VIL.18 deberia representar los cromatogramas de la amilopectina; mientras que la Fig.
VIL.19 corresponderia a los cromatogramas de la amilosa. Sin embargo, dado que la
separacion no es perfecta, ambos conjuntos de cromatogramas estardn en alguna medida

contaminados por la fraccion complementaria.

Los sobrenadantes de las muestras tratadas a T < 80 °C, originan dos picos
solapados [Fig. VI.18]: uno méas ancho, debido a un exceso de amilosa no complejada con
n-butanol; y otro mds angosto, correspondiente a la amilopectina. Este tltimo pico angosto
no llega a observarse en los cromatogramas de la Fig. VI.16, debido probablemente a que

la mayor concentracién de amilosa produce el enmascaramiento del pico de amilopectina.
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A iguales T, los cromatogramas de la Fig. VI.18 exhiben dreas inferiores a las de los
cromatogramas de la Fig. VI.16, indicando que el efecto complejante del n-butanol
disminuye la cantidad de amilosa en solucién. De todas maneras, el proceso de separacién
no fue totalmente eficiente, o bien la cantidad de alcohol adicionada no fue la suficiente

para complejar toda la amilosa presente.

25 30 35 40 V[mL]

Figura VI.18. Cromatogramas DR de los sobrenadantes de la muestra de almid6n

tratada con n-butanol [etapa d) de la técnica de extraccion].
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Figura VIL.19. Cromatogramas DR de los precipitados de la muestra de almidén

tratada con n-butanol [etapa d) de la técnica de extraccion].

En las muestras correspondientes a T >80°C también se obtienen

cromatogramas con dos picos solapados, pero en este caso el pico principal es el atribuido
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a la amilopectina, mientras que un pico mucho menor se observa en el rango de V’s
atribuido a la amilosa. Ademads, el drea de los picos aumenta con T, debido a la mayor
disolucién de la amilopectina. Los cromatogramas se desplazan hacia menores V’s a
medida que aumenta T, revelando una mayor masa molar de las especies extraidas

(probablemente con mayor nimero de ramificaciones).

Los cromatogramas de la Fig. VI.19 corresponden a los complejos de
amilosa—butanol redisueltos. Para 70 <'T <80 °C, los cromatogramas se ubican en un
mismo rango de V’s, y su drea aumenta con T, indicando mayor masa de amilosa extraida.
Sin embargo, esta tendencia se pierde en los cromatogramas de las muestras tratadas a 90
y 95 °C, que presentan menores dreas y estdn desplazados a menores V’s. Este efecto
puede atribuirse a dos fendmenos que ocurren a elevadas T: 1) la retencion de muestra en
el filtro previo a la inyeccion cromatografica, como consecuencia del incremento de la
viscosidad de la solucién debido a la mayor concentracién de amilosa extraida; y 2) la
tendencia de la amilopectina en soluciéon a formar redes que retienen la amilosa
impidiendo su precipitado. A efectos de corroborar esta presuncion, se midieron las
absorbancias de los precipitados redisueltos y sin filtrar, observandose que la absorbancia
aumenta para las muestras tratadas entre 70 y 80 °C, y luego permanece aproximadamente
constante para el resto de las T’s. En la Fig. V1.20 se muestran la absorbancia (circulos y
lineas llenas) de los precipitados redisueltos [etapa d) de la técnica] sin filtrar, y el drea de
los cromatogramas (circulos vacios y lineas de trazos) de los precipitados redisueltos
filtrados, en funcién de la T. Se observa que mientras la absorbancia aumenta (indicando
mayor concentracion de amilosa); el drea de los cromatogramas disminuye para aquellas
muestras tratadas a T > 80 °C. En consecuencia, los cromatogramas correspondientes a las

muestras tratadas a 90 y 95 °C no son representativos de la totalidad de amilosa presente.
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Figura VIL.20. Absorbancia y drea de los cromatogramas DR correspondientes a los

precipitados redisueltos [etapa d) de la técnica de extraccion].

Tabla VI.11. Masas molares medias de amilopectina y amilosa.

Base Pululanos Base Dextranos

M M M,IM,

n w w

T
Muestra °C] M M M IM

n w w n

[g/mol] [g/mol] [-] [g/mol]  [g/mol] [-]

70 302000 708000 2.34 335000 844000 2.52

75 375000 805000 2.15 419000 964000 2.30

Amilopectina 80 1000000 1200000 1.17 1200000 1420000 1.18

90 1100000 1260000 1.15 1320000 1530000 1.16

95 1600000 1990000 1.24 1950000 2460000 1.27
"""""""""""" 70 156000 370000 238 168000 432000 257

Amilosa 75 129000 305000 2.35 139000 352000 2.53

80 149000 353000 2.38 160000 410000 2.56

Se determinaron las masas molares medias de la amilopectina (a todas las
T’s), y de la amilosa (a T= 70, 75 y 80 °C), utilizando las calibraciones directas de
pululanos y de dextranos (Tabla VI.5), aunque estrictamente ninguna de esas calibraciones
es correcta. Se las adopté sélo a fines comparativos, y con la idea cualitativa de evaluar: 1)
la amilopectina, con la calibraciéon de dextranos (moléculas ramificadas); y 2) la amilosa,
con la calibracion de pululanos (moléculas lineales). Los valores obtenidos se resumen en

la Tabla VI.11. Como era de esperar, las masas molares medias de la fraccién
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correspondiente a la amilopectina son sensiblemente mayores a las de amilosa, y
aumentan con la T de tratamiento de la muestra. En cambio, las masas molares de la
amilosa no muestran ninguna tendencia definida. Las masas molares estimadas para la
amilosa se encuentran en rangos reportados por otros autores (por ejemplo, 10°~10° g/mol,
Roger et al., 1996, Suortti et al., 1998); mientras que las masas molares estimadas para la
amilopectina resultaron apreciablemente menores (hasta 10° g/mol, Roger et al., 1999).
Indudablemente, valores més exactos deberdan obtenerse utilizando sensores que permitan

determinar la masa molar en forma absoluta (particularmente, LS).

VI.4. Conclusiones

Se comenzaron los primeros trabajos de investigacion en el drea de SEC en
fase acuosa en el Grupo de Polimeros del INTEC. Se logré poner en funcionamiento el
sistema cromatogréfico, determinar su performance, explorar diferentes fases moviles y su
compatibilidad con los rellenos de las columnas, evaluar algunas técnicas de preparacion y
separacion de muestras, y analizar algunos polimeros hidrosolubles de caracteristicas muy
diversas (anidnicos, catidnicos y neutros). En tal sentido, si bien las tareas desarrolladas y
comentadas en este Capitulo no conforman una labor cientifica profunda, constituyen un

primer paso necesario para la explotacion futura de la técnica en forma mads intensiva.

Uno de los mayores desafios en SEC de fase acuosa es determinar las
condiciones operativas para lograr un fraccionamiento molecular por exclusion pura. En el
caso de los polimeros neutros analizados (pululanos, dextranos y almidones), las
condiciones se verifican con las FM1 y FM2. En cambio, con la FM3 se observé un efecto
de repulsién idnica revelado por una notable reduccién de los volimenes de retencion. Sin
embargo, con las columnas utilizadas, esta FM3 permite condiciones de exclusién en el
andlisis de quitosanos (biopolimero catidénico). En el caso del PAA (polimero sintético

anionico), la condiciéon de fraccionamiento por exclusion en la FM2 se determiné por
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comparacion con los cromatogramas obtenidos en la FM4, donde normalmente se acepta
el fraccionamiento ideal. El concepto de calibracién universal es equivalente al
fraccionamiento ideal por tamafios, y por lo tanto es una herramienta aconsejable para su
verificacion. En tal sentido, serd de utilidad contar con mediciones independientes de la

viscosidad intrinseca y las constantes de MHS del polimero en las FMs utilizadas.

La segunda limitacion importante en SEC de fase acuosa es la estimacion de
las masas molares absolutas, dado que normalmente no se dispone de los estdndares
cromatograficos especificos, y en muchos casos las moléculas son altamente ramificadas o
de masas molares muy elevadas. En general, deberian utilizarse sensores de masa molar
absoluta (por ejemplo, para analizar la amilopectina). Sin embargo, en algunos casos
particulares puede bastar con un DR cldsico, como se vio en el andlisis del PAA, donde las
masas molares pudieron determinarse en forma confiable gracias a la linealidad de sus
moléculas, a la validez de la calibracion universal, y al conocimiento de las constantes de

MHS en las FMs utilizadas.

La principal dificultad en el andlisis de quitosanos resididé en la
determinacion de sus masas molares absolutas. En una primera aproximacion, se utilizo la
calibracién directa de pululanos en la FM3, asumiendo un comportamiento similar en
solucién de las moléculas involucradas. Alternativamente —y por primera vez— se utilizé el
detector de dispersion de luz multidngulo. Con este detector, los resultados fueron
cualitativamente semejantes en cuanto a las tendencias observadas por las muestras
irradiadas. Por ejemplo, se pudo verificar la disminuciéon de las masas molares y de la
polidispersiéon con dosis de radiacion crecientes, y se logré estimar la eficiencia de
formaciéon de oligoquitosanos por acciéon de la R-y. Dos limitaciones importantes
impidieron obtener resultados mds confiables. En primer lugar, la presencia de

cromatogramas bimodales, posiblemente debido a agregados moleculares en las muestras
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preparadas. En segundo lugar, las mediciones LS resultaron excesivamente ruidosas,
fundamentalmente porque al momento de la medicién no se disponia de un filtro
especifico para el fluido carrier recomendado por fabricante del detector para mediciones

en fase acuosa.

Por dltimo, se implementé una técnica de separacion de las fracciones de
amilosa y amilopectina para analizar muestras de almidon de mandioca, y los resultados se
evaluaron por SEC/DR. La separacion no result totalmente eficiente, en el sentido que
subsistieron contaminaciones de las fracciones de amilosa con amilopectina, y viceversa.
Probablemente, se podria optimizar la separacion ensayando otras cantidades de alcohol
agregado, o adicionando concanavalina—A para formar un complejo insoluble con la

amilopectina, y lograr que la amilosa permanezca en solucién.

Las masas molares medias de amilosa y amilopectina se estimaron en base a
pululanos y dextranos, y las tendencias resultaron razonables. Las masas molares de las
fracciones de amilopectina resultaron notablemente inferiores a las reportadas para
almidones de otras fuentes botdnicas. Sin embargo, no se cuenta con informacién
bibliografica acerca de las masas molares de almidén de mandioca. Los resultados deberan
confirmarse optimizando la técnica de extraccidn, y utilizando deteccién de masa molar
para determinar las DMMs en forma absoluta. En tal caso, la suma convenientemente
ponderada de las DMMs de las fracciones deberia reproducir la DMM obtenida para el

almidon sin separar.
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CAPITULO VIL. Conclusiones y Sugerencias para

Trabajos Futuros

Actualmente, SEC es una de las técnicas analiticas mds utilizadas para la
caracterizacion macromolecular de polimeros. Idealmente, la técnica es muy precisa para
estimar la DMM de un homopolimero lineal; y potencialmente apta para estimar la DCQ
de un copolimero y la DGR de polimeros ramificados. Los desarrollos mas recientes, se
han visto potenciados por la aparicion comercial de los sensores de masa molar, que —en
principio— permitirian determinar masas molares instantdneas en forma absoluta. Sin
embargo, en cualquier aplicacién, siguen perdurando diversos errores, que tornan a las

estimaciones inciertas y/o erroneas.

En esta tesis, se ponen de manifiesto varias fuentes de error relacionadas con
la técnica MD-SEC, fundamentalmente en aspectos asociados a las calibraciones, al
ensanchamiento instrumental (E.L.), y a la caracterizacion de polimeros complejos. En
general, la metodologia utilizada combiné desarrollos tedricos, simulaciones numéricas y

aplicaciones experimentales.

Las calibraciones tradicionales de SEC son: 1) la calibracién “directa” que

correlaciona masas molares, M, con volimenes de retencién, V; y 2) la calibracion
“universal”, que correlaciona tamafios de las moléculas en solucién, [1]] M, con V. Ambas

calibraciones sufren incertidumbres tan elevadas que, aun en el caso mds simple de los
homopolimeros lineales, impiden una estimacién exacta de las propiedades moleculares.
En el analisis por SEC / DR, el principal problema reside en la incertidumbre de las masas
molares de los estdndares utilizados para calibrar. Quizds, podrian obtenerse estimaciones
mejores de la calibracién de masa molar si en lugar de utilizar los cromatogramas de masa

medidos, se emplearan los cromatogramas corregidos por E.I.
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En SEC con deteccién de masa molar, la calibracion ad hoc aportada por los
detectores, incluye otro conjunto diferente de errores; entre ellos, los principales son: 1) el
IDV; 2) la concentracién de la muestra inyectada (o la calibracion de los detectores); 3) la
mala relacion sefial-a-ruido en las colas de los cromatogramas; y 4) el E.I. Estas fuentes de
error afectan en forma distinta a la DMM estimada. Por ejemplo, el IDV modifica
fundamentalmente la polidispersion; mientras que la concentracién tiene un efecto directo
sobre las masas molares medias. Con relaciéon a 3), las calibraciones ad hoc deben ser
extrapoladas (con algun criterio) hacia las colas de los cromatogramas. Algunos softwares
comerciales directamente descartan esas colas, lo que origina DMMs con polidispersiones

subestimadas.

El E.I. es importante en el andlisis de polimeros muy angostos (o con
componentes de masa molar que produzcan picos angostos en los cromatogramas),
tipicamente con polidispersiones inferiores a 1.10. En muestras angostas, el E.I. y el IDV
originan errores muy similares, provocando basicamente la “rotaciéon” de las calibraciones,
y consecuentemente la estimacion errénea de la polidispersidad. La elevada correlacion
entre estos factores, permite en algunos casos utilizar al IDV para corregir por E.I. Sin
embargo, esta operacion es estrictamente vdlida sélo en el caso de cromatogramas

Gaussianos.

La correccion por E.. es un problema extensamente estudiado en la
literatura. Existen dos enfoques generales para explicar los fendémenos de dispersion en las
columnas: 1) el enfoque global o “fenomenolégico” de Tung (1966); y 2) los modelos
matemadticos detallados. El enfoque 1) es mds general, en el sentido que también permite
englobar otros fenémenos de dispersidn extra-columnas. Los modelos mateméticos, en
cambio, s6lo se centran en el fraccionamiento intra-columna, e incluyen un nimero de

pardmetros fisico-quimicos de dificil determinacion. Con relacion a 1), la dificultad reside
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en estimar la funcién de E.L., y en tal sentido esta tesis propone un avance novedoso. El
algoritmo de estimacion de funciones arbitrarias desarrollado es muy general, y compensa
la falencia usual de estimar funciones Gaussianas. Ademads, su simplificacién al caso de
estimar una EMG es también ttil, dado su simplicidad y robustez, sumado al hecho que la
mayor parte de las funciones asimétricas angostas pueden ser razonablemente ajustadas
con este tipo de distribuciones. La limitacién se encuentra posiblemente en la zona
proxima a la exclusion total, donde el E.I. parece tornarse excesivamente asimétrico. En

esos extremos, quiza el algoritmo de funciones arbitrarias pueda ser mas promisorio.

La no uniformidad de la funcién de E.I. es un interrogante aun hoy en dia,
encontrandose en la literatura propuestas diversas (y a veces contrapuestas). El ancho de la
funcién de E.I. suele reportarse tanto constante (uniforme) como con tendencias
mondtonas crecientes, decrecientes, o pasando por un minimo en la parte central del rango
de fraccionamiento. Dilucidar este problema no parece una tarea obvia, y posiblemente la
solucion dependa del sistema cromatografico disponible. La multiplicidad de mediciones
de estdndares, la reproducibilidad de masas molares medias independientemente
determinadas (por ejemplo, por MALDI), y el desarrollo de nuevas estrategias de
tratamiento de datos, son las herramientas adecuadas para el avance de las investigaciones
en esta linea. Equipamientos comerciales actuales incorporan tres detectores (un sensor
madsico y dos sensores de masa molar); y permitirian efectuar pruebas de consistencia
entre los cromatogramas medidos, la calibraciéon de masa molar conocida y las funciones

de E.I estimadas.

La estimacion de la funcién de E.L. no es un objetivo final de interés préctico,
sino tan s6lo un paso intermedio en busca de la solucién deseada: la DMM corregida por
E.I. (o verdadera). En el enfoque clésico, conocido el E.L, el paso siguiente consiste en

corregir los cromatogramas medidos a través de procedimientos de inversion numérica,
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que normalmente introducen soluciones oscilatorias espurias. Ante esta situacion, parece
mads razonable encarar metodologias de procesamiento de datos que eviten la estimacion
intermedia de la funcién de E.I, y que en su lugar directamente corrijan la DMM
estimada. Este enfoque ha sido planteado y probado numéricamente en el Capitulo III, y

deberia a continuacién ser verificado experimentalmente.

La metodologia utilizada para el planteo y derivacion de los modelos
matematicos que describen el fraccionamiento SEC ideal de polimeros complejos es
novedosa. La principal hipétesis reside en la validez del concepto de calibracion universal,
y por tal motivo estos modelos s6lo requieren informacién sobre las constantes de MHS
de las especies intervinientes. En los casos particulares analizados, se pusieron en
evidencia falencias de la técnica SEC para determinar la DCQ de un copolimero dibloque
SB, y la DGR de un homopolimero ramificado de PVAc. Estos modelos, sin embargo,
pueden ser utilizados para el andlisis de otros polimeros, y los niveles de errores de
estimacion podrian modificarse notablemente segin las constantes fisico-quimicas
correspondientes, ya sea mejorando o empeorando la capacidad de la técnica. La extension
de estos modelos a casos aun mas complejos (como copolimeros estadisticos, copolimeros

lineales con tres o0 més bloques, terpolimeros de injerto, etc.), parece viable.

El andlisis de polimeros por SEC en fase acuosa constituyé también un
desafio novedoso. Los avances logrados son aun incipientes, pero se ha ganado una
importante experiencia inicial en el manejo de la técnica. La caracterizacion de polimeros
hidrosolubles retne varias de las desventajas y complicaciones de la técnica SEC. En
efecto, se conjugan dificultades tales como: i) la complejidad de preparacion de las
muestras previo a su inyeccion, ii) la busqueda de condiciones adecuadas para asegurar la
exclusién por tamafos, compensando mecanismos de fraccionamiento secundario

inducidos por las moléculas cargadas (polielectrolitos), iii) la necesidad de explorar fases
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moviles alternativas, iv) la imposibilidad de contar con estidndares cromatograficos, v) las
caracteristicas de polimero complejo (ramificado o mezclas), vi) las altas masas molares

posiblemente no fraccionables o degradables, etc.

En definitiva, el andlisis de polimeros hidrosolubles es bastante “artesanal”, y
las soluciones resultan ad hoc para cada problema tratado. Los ejemplos considerados
fueron variados, en el sentido que se analizaron polimeros tanto lineales como
ramificados, puros y compuestos, anionicos, catidnicos y neutros. En efecto, dextranos y
almidones son neutros; pero el almidén estd compuesto por fracciones diferentes (la
amilosa, lineal; y la amilopectina, ramificada); mientras que el dextrano es un
homopolimero ramificado. E1 PAA es un polimero sintético, hidrosoluble y lineal, de
caracteristicas anionicas; y el quitosano es un biopolimero catidnico lineal. Sélo en el caso
de los dextranos se cuenta con estindares cromatogrificos. Los estdndares de pululanos
(neutros) son usualmente utilizados para reportar masas molares medias, por tratarse de
polimeros angostos y lineales. La determinacion de masas molares absolutas confiables
por SEC / DR sélo es posible en casos muy especiales (como lo fue en el caso del PAA).
Por tal motivo, la tendencia actual en el drea de caracterizacion de biopolimeros, es la

utilizacion de sensores de masa molar, y en especial de sensores de dispersion de luz.

Sugerencias para Trabajos Futuros

Se listan a continuacion algunas tareas de interés que quedaron pendientes
y/o que surgen como extension natural de los desarrollos presentados en esta tesis.
1.- Ensanchamiento instrumental.

l.a) Las dificultades para estimar la funciéon de E.L. residen en el escaso contenido de
informacién de las sefiales medidas sobre el proceso de fraccionamiento. En esta linea, se
podria avanzar en la estimacion del E.I. a través del uso de sistemas de triple deteccién

(Capitulo III). El agregado de nuevas sefiales independientes permiten incrementar la
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informacion disponible sobre la dispersion.

1.b) Se deberia continuar explorando las técnicas directas de correccién de los
cromatogramas medidos sin conocimiento explicito del E.I. (Capitulo II). Los
formalismos actuales mds avanzados presentan a la técnica bajo el nombre de
“deconvolucién a ciegas”, para referirse a la estimaciéon de la sefial de entrada
(cromatograma corregido) a partir de las salidas (cromatogramas medidos), sin conocer la

dinamica del sistema (funcién de E.L).

l1.c) En los ultimos afios, estdn perfecciondndose los modelos detallados de
fraccionamiento en las columnas (en particular, la teoria estocdstica). Estos modelos
podrian ayudar a interpretar el proceso de fraccionamiento, y a describir formas mas
adecuadas para la funcién de E.I. El ajuste paramétrico de estos modelos con diferentes
estandares conocidos permitiria en principio caracterizar a las columnas; y la DMM
corregida de una muestra incégnita podria obtenerse por “inversion” del modelo e

informacion sobre las mediciones.
2.- Andlisis de polimeros complejos

2.a) El anélisis por SEC de polimeros bloque SBS, o de terpolimeros de injerto, es de
interés tecnoldgico. La extension de los modelos desarrollados en el Capitulo V a
cualquiera de estos dos casos parece posible. La utilidad de estos modelos reside en su
capacidad para cuantificar errores cometidos en las distribuciones estimadas. Pero también
son potencialmente ttiles para combinarlos con modelos matematicos representativos de

la sintesis de los polimeros, y lograr caracterizaciones moleculares mds confiables.

2.b) Se piensa explorar la posibilidad de utilizar los modelos de fraccionamiento en su
forma “inversa”, para poder inferir propiedades de polimeros cromatograficamente
complejos. Es decir, a partir de las mediciones y del modelo de fraccionamiento, se

pretende determinar caracteristicas moleculares del polimero analizado. Esta alternativa
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seria particularmente viable en la medida que se disponga de un nimero apreciable de

mediciones independientes.
3.- Andlisis de polimeros hidrosolubles

Se planea en lo inmediato perfeccionar la caracterizaciéon molecular de los almidones. En
tal sentido debe inicialmente optimizarse la técnica de extraccion de
amilosa / amilopectina descripta en el Capitulo VI. Ademas, se deben implementar las
mediciones por SEC/LS, a efectos de determinar masas molares absolutas, graficos
conformacionales, etc. Las incertidumbres sobre el fraccionamiento de las altas masas
molares de la amilopectina, podrian eliminarse a partir de mediciones fuera de linea de la
masa molar media en peso, a través de la denominada operatoria batch del detector LS,

donde las muestras se analizan sin ser previamente fraccionadas.
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APENDICE |. Descripcion de las Diferentes Distribuciones

Utilizadas en esta Tesis

En este Apéndice se resumen las principales distribuciones utilizadas en esta

tesis.

l.1. Distribuciones de Longitud de Cadena y de Masas Molares
Tipicas
Las distribuciones de longitud de cadena en peso (WCLD) de un polimero

describen la masa correspondiente a cada longitud de cadena, i. Las WCLDs utilizadas en

esta tesis son:

. A ni-1
i e\
1) WCLD de Poisson wp(i) = Al.l.a
(i) K=o (ALl.a)
) . . ! fimiri)]?
(i1)) WCLD normal-logaritmica WiN() = —=——— exp| — 5 (AL1.b)
A2T O N 201N
(iii) WCLD de Schulz-Flory wse(i) = a” i (1—a)™ (ALl.c)

La distribucién de Poisson tiene como unico pardmetro A, que permite
evaluar directamente tanto la media en nimero (A+1), como la media en peso (A+2). La
distribucién normal-logaritmica posee dos pardmetros: la desviacion estidndar (GEN) y la
media (i ). Por dltimo, la distribucién de Schulz-Flory posee un dnico pardmetro ().

Las WCLDs se transforman en DMMs en eje M lineal cambiando las
abscisas, i, de la WCLD por M, i, donde M, es la masa molar de la unidad repetitiva. Las

DMMs en eje logM se obtienen con la metodologia descripta en el Capitulo I [seccidn:
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L1.a.ii)].

En la Fig. ALl se muestra un ejemplo de cada una de las DMMs presentadas,

para el siguiente conjunto de pardmetros: My = 104.15 g/mol (masa molar del estireno),
A =100, GEN =0.32, i =2100, ya= 2.5><10'3; respectivamente. Las escalas de ordenadas

fueron arbitrarias. Las DMMs son asimétricas, a excepcion de win(logM) que resulta
Gaussiana. La DMM de Poisson es mds angosta (tipicamente, obtenida por sintesis
aniénica); mientras que la DMM de Schulz-Flory exhibe una polidispersidad préxima a 2

(tipicamente, obtenida via polimerizacién por radicales libres).

loeM
a) wp(log M) win(logM) b)

0 200000 400000 M 600000 4 5 logM 6

Figura AlL1. Distribuciones de masas molares: a) en eje M, y b) en eje log M.

|.2. Distribuciones representativas de la Funcién de E.I.

El E.I. se suele representar con una funcién continua y asimétrica, g(V); por
ejemplo, una distribucién Gaussiana modificada exponencialmente (EMG). Una EMG de
primer orden se define por el producto de convolucién entre una funcién Gaussiana y una

funcién exponencial decreciente (Felinger, 1988):

1 V)32 1%
(V)=———exp| - |[*exp| — — Al2.a
8 Rrort P 207 - ( )

donde el simbolo ‘*’ indica “producto de convolucién”, normalmente definido como:
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[fi(V)* £, (V) =J: fi V-=V) o VYdv 1, vV y o representan el volumen medio y la
desviacion estdndar de una funcién Gaussiana, respectivamente; y 7 es la constante de
decaimiento exponencial. En la Ec. (AL2.a), g(V) estd normalizada en el sentido que

I: g(V)dV =1. También, el volumen medio de g(V) resulta: V= I:V g(V)dv = V +7.Si

se asume V =0, entonces V =—7; y en este caso, la Ec. (Al.2.a) se reduce a la siguiente

expresion de dos parametros:

2
o) = _vo? | (

1 \%
—eX expl — — AlL2.Db
Drort P 207 P ] ( )

En el caso particular de asumir una funcién de E.I. simétrica, generalmente se

representa a g(V) con una funcién Gaussiana gg(V), definida como (Felinger, 1998):

_* 2
_V=Ys) ] (Al3.a)

1
V)= ex
fa 27 o p[ 204

donde V; y 05 son la media y la desviacion estindar de la funciéon Gaussiana,

respectivamente. Si se adopta ‘7(3 =0, la Ec. (AL.3.a), se reduce a:

V2
exp.

- AlL3.b
o2 (AL3.b)

1
V= —
gG( ) \/EGG

La funcién Gaussiana es un caso limite de una EMG cuando 7 — O.

En la Fig. AL2. se representan algunas EMG con distintos grados de
asimetria (7/ o), pero todas de medias nulas. A mayor asimetria, la altura de los picos

disminuye y el maximo se desplaza a menores V.



APENDICE I. Descripcién de las Diferentes Distribuciones Utilizadas en esta Tesis 240

0.4 1

0.3 1

0.2 1

0.1 1

0.0

15

Figura AL2. Funciones de E.IL tipicas. EMG de diferentes asimetrias y de medias

nulas.
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APENDICE IlI. Simulacién de los Cromatogramas y de las

Calibraciones Ad Hoc de un Homopolimero Lineal

En este Apéndice, se presenta el procedimiento utilizado en esta tesis para
simular los cromatogramas mdsicos y de masa molar de un homopolimero lineal, a partir
del conocimiento de su DMM, w(logM), y de la calibracién de masas molares, M°(V). El
cromatograma madsico corregido (o verdadero), spg (V), que se obtendria en ausencia de

E.L se calcula como [Ec. (1.4)]:
spr (V) =Kppr WM (V)IM (V) (AIL1)

donde Kpg es la ganancia constante del sensor DR. En M°(V), se introduce el supraindice
‘c’ para resaltar la asuncién de que una calibracién de masa molar obtenida con estandares
angostos no es afectada por E.I. Debido al E.L, en la celda del sensor DR, existe una

DMM instantdnea y el cromatograma de DR “medido”, spr(V), se considera como una

version ensanchada (o filtrada) de spg (V) modelada como (Tung, 1966):
spr (V) =[7 8(V,V) shp (V)dV (AIL2)

donde g(V,V) es la funcién de EI (en general, no uniforme); y V representa un

volumen de retenciéon medio. A cada V , se define una funcién g(V) individual diferente.
Para funciones g(V) simétricas, V se asigna inequivocamente en el mdximo (o moda).

Para funciones g(V) asimétricas, V puede asignarse a la moda, la media, o cualquier otra
medida de tendencia central. Esta ambigiiedad sobre las funciones de E.I. asimétricas es
un problema atn no resuelto en el tratamiento de datos en SEC. Para funciones de E.IL
uniformes (o constantes con el volumen de retencién), la Ec. (AIL2) se reduce a una

simple integral de convolucion.
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Cuando se analizan homopolimeros lineales con sensores perfectos o ideales,
entonces la siguiente expresion relaciona el cromatograma mdsico spg (V) corregido por

E.I. con cualquier cromatograma de masa molar corregido por E.I. s;(V) (k=LS, SV,

OS) (Netopilik, 1982; Hamielec, 1984; Meira 'y Vega, 2005):
st (V)=K, [M (V)% spr (V), (apr = 0; ars = 1; asy = &; aps = —1) (AIL3)

donde K es la ganancia del detector k; y o es el exponente de MHS para una dada
combinacién de polimero-solvente-temperatura. En ausencia de E.L., la DMM instantdnea
resulta estrictamente monodispersa, y con cualquier sensor de masa molar se obtendria la
calibracién de masa molar M“(V) (Baumgarten et al., 2002). Con la Ec. (AIL3) se obtiene
una calibracién de masa molar M(V) independiente de la DMM, que en principio deberia
ser idéntica a la que se obtendria a partir de estdndares uniformes en un cromatégrafo real

con E.L.

Al despreciar los ensanchamientos extras producidos fuera de las columnas
de fraccionamiento (en el inyector, celdas de los detectores, y capilar interdetector),
entonces cualquier cromatograma k genérico se distorsiona por la misma funcién de E.L,

como sigue (Netopilik, 1982; Hamielec, 1984):
s, (V)= j;g(V,V) s$(V)Hdv (k=DR, LS, SV, 0S) (AIL4)

donde sx(V) es el cromatograma medido.
Calculo de las Calibraciones Ad Hoc

A partir de la relacion de sefiales medidas, se pueden obtener las masas
molares medias instantdneas en peso, viscosidad y numero [My(V), M (V) y My(V)]

(Baumgarten et al., 2002; Jackson y Barth, 1995, 2004; Lehmann ef al., 1996):
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1/a

M) =K Y =k | g =k, kYD
spr (V) spr (V) Sos (V) (AILS.2)
[My(V) = M(V) > My(V)]

con Ky, = Kpr / Ky s, Ky = Kpr / K, K, = Kpr / Kos.

A diferencia de M°(V) de la Ec. (AIL3), My(V), M(V) y M(V) dependen de
la DMM; y por tal motivo se las denomina calibraciones ad hoc de masa molar. En el caso
de emplear la combinaciéon DR + SV, se puede obtener una calibracion logM,(V)
alternativa combinando la calibraciéon universal logJ(V) con la relacion de sefiales de

ambos sensores, de la siguiente forma:

(AILS5.b)

logM, (V) =logJ (V) —log[KDR ESV ((Y/)) ]
DR

Para diferenciar ambas calibraciones, llamaremos M, yus(V) a la calibracién

de la Ec. (AIl.5.a) y logM, (V) a la calibracién de la Ec. (AILS5.b).

Los cromatogramas de masa molar calculados asumen la hipétesis de IDV
nulo. Sin embargo el IDV no puede despreciarse e introduce un retardo en las sefiales de

masa molar medidas, spsm(V) y ssv.m(V), que se puede modelar como:

Stsm (V) =515V +8,) (AIL6.2)

Ssvm (V) = sy (V +8gy) (AIL6.b)

donde s (> 0) y dsv (> 0) representan los IDV entre el detector de masa molar y el DR,
que se adopta como referencia (es decir, dpr = 0).
Finalmente, los cromatogramas calculados con las Ecs (AIlL4 y AIL6) se

encuentran libres de ruido; y para simular una situacion mas realista se les suele adicionar

un ruido aleatorio Gaussiano de media nula y varianza constante.



APENDICE II. Simulacion de los Cromatogramas y de las Calibraciones Ad Hoc... 244

En la préctica, la simulacién de los cromatogramas, las calibraciones, y otros
célculos derivados, se implementa computacionalmente. Para ello, se requiere utilizar
versiones discretas de las expresiones anteriores. Las Ecs (AIL3) y (AIl.4) en forma

discreta resultan:
s; =K, [M“]% sty 3 (k=LS, SV, 0S) (AlIL7.a)
s, =Gs} ; (k=DR, LS, SV, OS) (AIL7.b)
donde sx es un vector columna (mXx1) que contiene las ordenadas de si(V) en el rango

[Vi—V.u]; s} es un vector columna (px1) que contiene las ordenadas de s, (V) en el rango

mas angosto [Vlc—VpC ]; M es una matriz diagonal (pxp) que contiene las ordenadas de

M*(V) en el rango [VIC—V;]; y G es una matriz rectangular (mxp) que representa a

g(V,V),con Ven [Vi=V,],y V en [VIC—V; ]. El intervalo de muestreo AV se selecciona

teniendo en cuenta que un AV pequeio produce cromatogramas corregidos con alta
resolucion, y AV mayores mejoran las inversiones numéricas de G. Los valores tipicos de
AV se encuentran en el rango de 0.01-0.03 mL. Los detalles de construcciéon de la matriz

G se presentan en el Apéndice IIL
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APENDICE lll. Construccion de la Matriz de E.l. no Uniforme

En este Apéndice, se considera la construcciéon de la matriz de E.I. no

uniforme, G, a partir de una expresion analitica (conocida y continua) de la funcién de E.L

g(V.V). A cada volumen de retencién discreto, deben calcularse las alturas de todas las

funciones individuales g(V) con volimenes de retenciéon medios en el rango [VIC—V: ]. La

mayoria de las funciones analiticas (por ejemplo, una distribucién Gaussiana) nunca tiende
estrictamente a cero, y esto produciria matrices G “completas”, con la mayoria de sus
elementos cercanos a cero. Esto aumenta la correlacion entre las columnas de G; y por
consiguiente aumenta la naturaleza mal-condicionada de su inversion numérica. Para
mejorar la inversién numérica de G, se propone colocar ceros en todas las componentes
mas pequefios de G (por ejemplo, todas aquellas menores al 1% del maximo). Ademas, se
fija el ndmero total de puntos no nulos de cada funcién g(V) individual como

n(=c+d+1),donde cyd son los nimeros de puntos distintos de cero antes y después de
v, respectivamente.

La G de dimensiones minimas, contiene p columnas que cubren
estrictamente el rango del cromatograma corregido [VIC—V; ], y m filas que cubren
estrictamente el rango del cromatograma medido [V|-V,,]. Para cromatogramas medidos

que contienen m puntos, los cromatogramas corregidos tendrdn p = m — ¢ — d puntos, y la

matriz G de tamafio minimo es:



APENDICE III. Construccién de la Matriz de E.I. no Uniforme. 246

EEUA 0 o ]
: 0 :
g(VC+1"/1C) g(V]’VJC)
: : ) 0
G=|8Weua:V1) §WVerjsVj) gWv,.V,) |5 (m>p) (ANLT)
0 E : :
: gWerjnasV5) gV, V)
0 g :
0 0 o g(V,.V,)

En la Ec. (AIll.1), cualquier j-ésima columna genérica contiene las n alturas distintas de

cero de g(V,V), aV :Vjc.

En un amplio rango de volimenes de retencion, la funcién de E.I. y su
correspondiente matriz G son no-uniformes. En contraste, en el estrecho rango de un
estandar de calibracion, la funcion de E.I. es uniforme y representada por g = [g1, £2,-..,

T, donde el exponente ‘T’ indica la operacién de transposicién. La matriz G

&l
correspondiente también es uniforme, y queda totalmente especificada s6lo por los n
elementos distintos de cero de cualquier funcién g(V). Ademds, dos columnas
consecutivas j y j+1 cualesquiera de G son idénticas, salvo por el hecho que la (j+1)-ésima

columna contiene todos sus elementos distintos de cero corridos una posicion hacia abajo,

con respecto a la j-ésima.
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Nomenclatura

A: Constante asociada con la difusién eddy [Ec. (1.50)].

a: Parametro de una WCLD de Schulz-Flory.

Aj: Segundo coeficiente del virial.

A;: Area del cromatograma.

A(V, ) : Absorbancia.

B: Constante asociada con la difusion longitudinal [Ec. (1.50)].
bn(M): Nimero medio en nimero, de ramas por molécula.
bw(M): Numero medio en peso, de ramas por molécula.

C: Constante asociada con la transferencia de masa [Ec. (I1.50)].

c(V): Cromatograma de concentracion masica continuo.

¢: Nimero de puntos de la funcién de E.L antes de V .
c¢;i: Concentracion de los diferentes grupos que absorben.
C;: Concentracién de soluto en el equilibrio en la fase mévil, en cada plato j.

Cwm: Factor que depende del diametro de las particulas y del coeficiente de

difusion del soluto extraparticula [Ec. (I.51)].

Csm: Factor que depende del didmetro de las particulas y del coeficiente de
difusion del soluto en la fase movil estancada [Ec. (I.51)].

d: Ntmero de puntos de la funcién de E.I. después de V .

D,: Coeficiente de dispersion axial.

dM: Incrementos de masa molar.

dV: Incrementos de volumen de retencion.
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dw®/dM vs. M: DMM diferencial continua en masa en un eje lineal de M.

dw/dlogM vs. logM: DMM diferencial continua en eje M logaritmico.

[dw/ dlogM ] ; vs. logM;: DMM discreta con un eje M logaritmico.
Dy(ij): Dominio que representa el conjunto de pares (i,j) cuyas
correspondientes moléculas eluyen a Vsg = V.

Dy(i,j): Dominio que representa el conjunto de pares (i) cuyas

correspondientes moléculas tienen una masa molar Mgsg = M.

D,(ij): Dominio que representa el conjunto de pares (i,j) cuyas

correspondientes moléculas tienen una fraccién mésica de S ps = p.
Dy(M,r): Dominio que representa a las moléculas (M,r) que eluyen a V.
Dy(r,V): Dominio que representa a las moléculas (r,V) con masa molar M.

D,(M,V): Dominio que representa a las moléculas (M,V) con nimero de

ramas r.
dn/dc: Incremento especifico del indice de refraccion con la concentracion.
An: Variacion del indice de refraccion.

APy: Caida de presion causada por un solvente.

AP: Diferencia de presion.

ARgy: Exceso de Rayleigh.

AV: Intervalos de volumen de retencion.

Aw;: Amplitud media del pico (medida en los puntos de inflexién).

e,: Error cuadratico medio (escalar), en la estimacion de g.

§Sk o - Vector de error de estimacion del cromatograma de masa molar,
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calculado a partir del cromatograma de DR medido.

€, o, . vector de error de estimacion normalizado del cromatograma de

masa molar, calculado a partir del cromatograma de DR medido.

€, b - Funcional escalar asociado con el error cuadratico medio de ey .

F,: Caudal de la fase movil.

g: Parametro de ramificacion.

g’: Segundo pardmetro de ramificacion.

g(V,‘7) : Funcién de E.I. no uniforme y asimétrica.
g(V): Funcién de E.I. simétrica.

g: Vector que contiene las ordenadas de g(V).
G: matriz rectangular (mxp) que representa a g(V,V) con Ven [Vi=V,], y
Ven[VS-V,1.

G'!: Matriz (pxm) que representa una pseudo-inversa regularizada de G.
G,: Radiosensibilidad del quitosano.

H: Altura del plato tedrico.

i : Media de la WCLD normal-logaritmica.

Iy: Intensidad de la luz transmitida a través de las celdas que contienen el

solvente puro.

I;: Intensidad de la luz transmitida a través de las celdas que contienen la

solucién de polimero.
K: Constante de MHS.

Kpr a: Constante de calibracion del sensor DR respecto de A.
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Kpr : Constante de calibracion del sensor DR respecto de B.
Kpr: Ganancia del sensor DR.
Kys: Constante 6ptica del sensor LS.

Ksgc: Coeficiente de distribucidon o particion SEC del soluto entre la fase

movil y la fase estacionaria.

Kyv.a: Constante de calibracion del sensor UV respecto de A.

Kyv s: Constante de calibracién del sensor UV respecto de B.

K,: Logaritmo del cociente de la ganancia del sensor DR y LS y el exponente
ade MHS, [= o ' 1og(Kpr / K)1.

Ky: Logaritmo del cociente de las ganancias de los sensores DR y LS,
[= log(Kpr / Kis)]-

¢: Longitud de la celda.

. : Longitud de un capilar.

L: Longitud de la columna.
log Jyom(V): Calibracién universal que relaciona el M, de estindares de PS
con el V, del cromatograma spr(V).

log Jhom1(V) y log Juom2(V): Calibracién universal que relaciona el Mo, de
estandares de PS con el V,, del cromatograma spr(V), corregida

por concentracion.

log M,(Vp): Calibracion directa que relaciona el M, de estandares de PS con

el Vi, del cromatograma spr(V).

log M,(V,,): Calibracion directa que relaciona el M, de estandares de PS con

el V, del cromatograma spr(V).
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logM » (Vm): Calibracion directa que relaciona el M , de estandares de PS
con el Vy, del cromatograma spr(V).

logM , (Vy): Calibracién directa que relaciona el M, de estindares de PS
con el Vy, del cromatograma spr(V).

log M » (Vp): Calibracion directa que relaciona el M , de estdndares de PS con
el V, del cromatograma spr(V).

log M , (V,): Calibracién directa que relaciona el M, de estdndares de PS con
el V, del cromatograma spr(V).

log[n](V) vs. V: Calibracién de viscosidad intrinseca instantdnea.

log{ns(V) / c¢(V)}: Cociente de sefiales de los cromatogramas DR y SV.

logJ =log([n] M) vs. V: Calibracién universal en eje logaritmico.

log/mus(V): Calibracion universal en base a la Ec. (I.37), con las constantes
de MHS de PS.

logM 1in.(V): Calibracion de masa molar estimada linealizada.

logM(V): Calibracién de masa molar en eje logaritmico.

logM sp(V): Calibracion de masa molar para el copolimero.

logMpa(V) y logMpp(V): Calibraciones de masa molar individuales de

homopolimeros estdndares (PA y PB).

logM, s(V): Calibraciéon ad hoc en deteccion DR + SV empleando Ia

calibracion universal.

logM, mus(V): Calibraciéon ad hoc en deteccion DR + SV empleando las

constante de MHS.

logM,,(V): Calibracién ad hoc en deteccion DR + LS.
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logM (V): Calibracién de masa molar estimada.
log]\;l w (V)i Calibracion ad hoc, logM,, corregida por IDV.

log]\;l wmus (V): Calibracion ad hoc, logM., vus corregida por IDV.

M(V): Calibracién de masa molar.

M: Masa molar.

m: Nimero de puntos de los cromatogramas medidos.
My: Masa molar de un polimero ramificado.

M°: Calibracién de masa molar no afectada por E.L

M°: Matriz diagonal que contiene las ordenadas de la calibracién de masa

molar, M.
m;: Masa inyectada.

M,: Masa molar de un polimero lineal.
M, : Masa molar media en nimero.

M,(V): Masa molar media en niimero instantinea.
M om: Masa molar nominal.

M,: Masa molar de pico.

M, : Masa molar media en viscosidad.

M,(V): Masa molar media instantdnea basada en viscosidad.
M, : Masa molar media en peso.

M,(V): Masa molar media en peso instantdnea.

MW*(V): Masa molar instantdnea aparente.

M , : Masa molar media z.



Nomenclatura 253

Msg(i,j): Masa molar del copolimeor SB.
Ms oy Mg : Masas molares de los comondmeros S y B.
Ms(i) y Mg(j): Masas molares de los bloques de S y B.

My(i,j): Funcién bivariable que representa las masas molares de aquellas

moléculas (i,j) que eluyen a V.
mypic1'y Mpic2: Curvas lineales de calibracién madsica.
N: Numero de platos tedricos.
n: Nimero de puntos de la funcién de E.L
no: Indice de refraccién del solvente.
Nayv: Numero de Abogadro.
P(6): Funciéon de dispersion, que describe la variacion angular de la
intensidad de luz dispersada.
p: Numero de puntos de los cromatogramas corregidos.
pa(V): Fraccién masica instantdnea de A.
ps(V): Fraccién mésica instantdnea de PS en el copolimero.
Pr: Caida total de presion sobre el sensor SV.

pw(ij): Funcidén bivariable que representa la fraccion maésica de S en aquellas

moléculas (i,j) que eluyen a V.
DPsa Y Ps.w: Fracciones mésicas medias en nimero y en peso.
ps(i,j): Fraccion masica de S en el copolimero SB.
q: Caudal.

gi: Concentracion de soluto en el equilibrio en la fase estacionaria, en cada

plato j.



Nomenclatura

254

r: Nimero de terminos “efectivos” en el método de descomposiciéon en

valores singulares Ec. (1.60).
r.: Radio de un capilar.
r(V): Calibracién ad hoc de ramas.

r, y r,,: Nimeros de ramas medios en niimero y en peso.

R.o1: Resolucion de la columna.

R.’: Radio de giro medio cuadritico.

Rg2 » : Radio de giro medio cuadrético de una molécula ramificada.
Rg2 ,+ Radio de giro medio cuadratico de una molécula de polimero lineal.

Rg2Z : Radio de giro z-medio cuadrético.

spr(V): Cromatograma de DR corregido por linea de base.
s1s(V): Cromatograma LS corregido por linea de base.
ssv(V): Cromatograma de viscosidad SV corregido por linea de base.

suv(V): Cromatograma UV corregido por linea de base.

spr (V) : Cromatograma “verdadero”, “corregido” o “no ensanchado”

obtenido con un sensor DR.

sis(V): Cromatograma “verdadero”, “corregido” o “no ensanchado”

obtenido con un sensor LS.

sos(V): Cromatograma “verdadero”, ‘“corregido” o “no ensanchado”

obtenido con un sensor OS.

[13

sy (V): Cromatograma “verdadero”, “corregido” o “no ensanchado”

obtenido con un sensor SV.
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sLs.m(V): Cromatograma LS afectado por IDV.

ssv.m(V): Cromatograma de viscosidad SV corregido por linea de base.

spr(logM): DMM obtenida por combinacién de spr(V) con logM(V).

spr(logM\,): DMM obtenida por combinacién de spr(V) con logM,, (V).

spr(logM, mus): DMM  obtenida por combinaciéon de spr(V) con
logMy mus(V).

spr(logM, j): DMM obtenida por combinacién de spr(V) con logM, (V).

s(V): Cromatograma genérico ensanchado (k = DR, LS, SV, OS).
st (V): Cromatograma genérico corregido (k = DR, LS, SV, OS).
sk: Vector columna (mx1) que contiene las ordenadas de si(V).

s} : Vector columna (px1) que contiene las ordenadas de s (V).

s¥s : Estimacion de s§p .

s¢ : Estimacion de s .

St.or - Estimacion del cromatograma de masa molar, calculado a partir del
cromatograma de DR medido.

T: Temperatura.

u: Velocidad lineal de la fase movil.

u;: Autovector de GG.

V: Volumen de retencion.

Ve: Volumen de exclusion total.

Vh: Volumen hidrodindmico de la molécula de polimero.

Vi: Volumen de permeacion total.
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Vi: Volumen inyectado.
V, : Volumen de retencién medio.

v;: Autovector G'G.

vm: Volumen de fase movil en cada plato tedrico.

Vi Volumen de retencién correspondiente a la mediana del cromatograma.
Vi Volumen total de la fase movil en la columna

Vp: Volumen de poro.

Vp: Volumen de retencion correspondiente al pico del cromatograma.

vs: Volumen de fase estacionaria en cada plato tedrico.

V,: Volumen total de la fase estacionaria.
V : Variable de integracion que representa un volumen de retencién medio.

[Vi=V.]: Eje de V de los cromatogramas medidos.
[Vi°=V, ]: Eje de V de los cromatogramas corregidos.

Vsp(ij): Volumen al que eluye cada molécula (i,j) de copolimero.
Vhsg(i,j): Volumen hidrodindmico de la molécula de copolimero.

Vh(M,r): Volumen hidrodindmico de la molécula de homopolimero

ramificado.
w(b), con b = by, by,: DGR en un homopolimero ramificado.
w(logM): DMM obtenida a partir de la masa y de logM (V).
w(logM;): DMM obtenida a partir de la masa y de logJ(V).
w(logM, mus): DMM obtenida a partir de la masa y de logM,, mys.

w(logM, j): DMM obtenida a partir de la masa y de logM, .



Nomenclatura 257

w(logMy,): DMM obtenida a partir de la masa y de logM,.
W: Masa total de muestra.

wag(pa): DCQ en un copolimero dibloque AB.
win(i): WCLD normal-logaritmica.
win(logM): DMM normal-logaritmica.

wp(i): WCLD de Poisson.

wp(logM): DMM de Poisson.

wsp(i): DMM de Schulz-Flory.

wsr(logM): DMM de Schulz-Flory.

wp(ps): DCQ univariable.

wy(M): DMM univariable instantanea.

wy(p): DCQ univariable instantdnea.

w(V): Masa de copolimero instantanea.

w(M): DMM univariable global.

w(p): DCQ univariable global.

w(pg) : DCQ estimada del copolimero SB.
w(M ) : DMM estimada combinando w(V) con M,(V).

wy(r): DGR univariable instantinea.
w(r): DGR univariable global.

wi(V) y wy(V): “Cromatogramas” de las moléculas con nimero de ramas r

fijos y con masa molar M fija.

W.(Msg,ps): Distribuciéon conjunta (en masa) de masas molares y

composicion quimica.
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Wsg(Ms,Mp): Distribucién bivariable (en masa) de masas molares.
Wy(i,j): DMM bivariable instantdnea.

W(M,r): Distribucién conjunta (en masa) de masas molares M y grados de

ramificacion r.
Wy(r,V) y WAM,V): Distribuciones bivariables a M fijo o a r fijo.
z: Coordenada de longitud de la columna.

Simbolos Griegos

o: Constante de MHS.

’ pe . .-, . . .
o: Parametro de interacciéon que tiene en cuenta las desviaciones con

respecto a la condicién 6.

B: es un factor de peso en ¢ f

6i(A): Absortividad molar de los diferentes grupos que absorben.
OLs: IDV entre los sensores DR y LS.

Osv: IDV entre los sensores DR y SV.

& Pardmetro empirico, que relaciona gy g’ [Ec. (I.19)].

& Porosidad del relleno de las columnas.
() ; : Funcion de filtrado escalar.

®: Pardmetro de la ecuacién de Flory—Fox.

®,: Constante de la ecuacién de Flory—Fox [Ec. (1.13.b)] para M > 10" g/mol
n: Viscosidad absoluta de una solucién polimérica.

No: Viscosidad absoluta del solvente puro.

Nsp: Viscosidad especifica de una solucién polimérica.
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Nsp(V): Viscosidad especifica instantdnea.

[n]: Viscosidad intrinseca de una solucién polimérica.

m: Viscosidad intrinseca media global.
[17],: Viscosidad intrinseca de un polimero ramificado.
[17],: Viscosidad intrinseca de un polimero lineal.

[n](M,r): Viscosidad intrinseca de la molécula (M,r).

[1](V): Viscosidad intrinseca instanténea.

[n]ss(i,j): Viscosidad intrinseca de la molécula de copolimero.
[n]vW(M,r): Viscosidades intrinsecas de aquellas moléculas que eluyen a V.
[n]w(V): Viscosidad intrinseca media en peso instantdnea.

A: Parametro de la WCLD de Poisson.

Ao: Longitud de onda.

Ai: k-ésimo momento de 1a DMM discreta w;(M;).

6: Angulos de deteccion del sensor LS.

0: Condicion theta (termodindmicamente ideal).

O g : Desviacion estandar de una funcién de E.I tipo EMG.

Oy (V) : Variacion con V de la desviacién estdndar de una funcion de E.L

tipo EMG, no uniforme.
2 . . .
0+ Varianza de los capilares.

2

w1 - Varianza de la columna.

o

o2, : Varianza de las conexiones.
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o5, : Varianza de la celda del detector.

0,: Desviacion estdndar de una funcién de E.I. uniforme y Gaussiana.
o,’: Varianza de una funcién de E.I uniforme y Gaussiana.

Jﬁly : Varianza del proceso de inyeccion [volumen de muestra].

o;: Valores singulares de G (o raiz cuadrada de los autovalores de GTG).

oy : Desviacién estindar de la WCLD normal-logaritmica.

asz Varianza total del pico cromatografico.

7 : Constante de decaimiento exponencial de una distribucién EMG.

Tgp : Decaimiento exponencial de una funcién de E.I. tipo EMG.

Tgg (V) : Variacion con V del decaimiento exponencial de una funcién de E.IL
tipo EMG, no uniforme.

Supraindices

‘c’: Corregido.

‘T’: Transpuesta de una matriz.

Simbolos especiales

*. Producto de convolucion.
“A”: Valor estimado.

o], : Norma-1 estandar de un vector.

diag (v): Matriz diagonal de un vector.

conv (v): Matriz de convolucién de un vector v.
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