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SUMMARY

The elution behaviour of several standardsionic polymers, such as poly (L-glutamic acid) (PGA), sodium
poly(styrene sulfonate) (PSSNa) and poly(acrylic acid) (PAA) has been analyzed by aqueous size exclusion
chromatography (ASEC) as a function of pH and ionic strength (1) of eluent, on both inorganic- and organic-
based packings. Quantitative evaluation of secondary effects, such as ionic contributions, is undertaken taking

into account electric double-layer effects and the effective radius of polyion. A second order dependence of the

v
elution volume on I ? is obtained in fair agreement with experimental results. Suggestions on quantitative
evaluation of hydrophobic effects are also pointed out.

INTRODUCCION

La cromatografia de exclusion en fase organica (SEC) alcanzd un gran auge en la década de los setenta,
guedando bien establecidos tanto | os fundamentos tedricos como |os ef ectos secundarios que podian afectar al
mecanismo de separacion estérica. En este contexto, nuestras contribuciones se centraron en dos puntos
principalmente: prediccion cuantitativa de efectos secundarios y efectos de concentracion, algunos de cuyos
aspectos han sido comentados en las revisiones (1,2). En la década de los ochenta se desarrollaron y
comercializaron nuevos geles hidréfilos de alta resolucién, con lo que la ASEC (cromatografia de exclusion en
fase acuosa) se extendid a la caracterizacion de biomacromoléculas: péptidos, proteinas, polinucleétidos y
agregados tales como virus, liposomas, etc. Sin embargo, en contraste con la SEC organica, se ha constatado
ampliamente quela€elucion delosbiopoliel ectrolitostanto natural es, como sintéticos, no sigue un mecanismo de
exclusién pura, estando siempre presente en cuantia variable efectos secundarios, que segun Barth (3), pueden
dividirse en dos grupos:. los iénicos y los de adsorcién. En el primer grupo se contemplan los efectos de
intercambioidnico, deinclusiéndeidn, deexclusion deiony loselectrostéti cosintermol ecul ares, mientras que
en el segundo se incluyen los efectos hidrofobos y las interacciones por enlaces de hidrégeno.

Parece plausible atribuir los efectos ionicos a interacciones interfaciales entre la atmosfera ionica del

polielectrolito y el campo eléctrico asociado alasuperficie del gel, debido aladisociacién parcial ototal delos
grupos hidréfilos que la constituyen. La supresién de esa carga residual minimizaria o anularia los efectos
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secundarios, aungue desgraciadamente no se ha comercializado ninglin gel con estas prestaciones, a pesar delos
esfuerzos realizados. Es por €ello, que para la supresion o minimizacion de los efectos iGnicos se empleen
frecuentemente eluyentes conteniendo electrolitos. El uso de estos eluyentes ejerce un doble efecto sobre el
volumen de elucion del polielectrolito, ya que, por una parte, afecta a su carga efectiva 'y a su conformacion
disminuyendo la expansion intramolecular del poliion y, por tanto, su viscosidad intrinsecay su tamafio, y por
otro disminuyen la densidad de carga de la superficie del gel y por lo tanto las interacciones con el
polielectralito. En este contexto, se han realizado considerables esfuerzos para cuantificar dichos efectos y
merecen destacarse el modelo de Dubin (4-6), que predice efectos de exclusién de idn basados en la reduccion
del tamafio de poro accesible al i6n, lacorrelacién empiricade Mori (7) entreel volumen derepulsiony lafuerza
ionicadel eluyente, la aproximacion semiempirica de Styring y colaboradores (8,9), que proponen unavariacion
lineal entre el volumen de eluciony lainversadelaraiz cuadradade lafuerzaidnica, y el tratamiento tedrico de
Hoagland (10) sobre las interacciones el ectrostéticas repulsivas de polielectrolitos tipo baston con superficies

cargadas.

En lo que sigue se presenta en forma condensada nuestra aportacion al estudio de | os efectos secundarios
en ASEC. Por una parte, se ha adquirido informacion experimental precisa sobre el comportamiento de elucion
de varios polimeros en diversos gelesy como influyen en él las condiciones del eluyente (pH, fuerzaionica, etc)
y las variables cromatograficas operacionales (caudal, volumen de inyeccion, etc.). Los geles estudiados con
diferentes grupos ionizables han sido Ultrahydrogel(UHG-250).y Spherogel TSK PW4000 de naturaleza
organica,y Protein-l 250, detipo inorganico. Lospoliiones estudiados, también diferentesen su caracter iénicoy
en flexibilidad de la cadena, han sido poli(estirensulfonato sddico), PSSNa, poli(4cido acrilico), PAA, y
poli(acido L-glutdmico), PGA. En segundo lugar, se interpretan cuantitativamente las desviaciones que los
polimeros cargados muestran respecto de los neutros en los diferentes €l uyentes. Concretamente, sin olvidar las
interacciones hidréfobas, se deducen expresiones que evallian cuantitativamente los efectos i6nicos, que se

considera se deben alas contribuciones de:
a Lacargadd poliidn que sélo se contempla de formaaislada en €l modelo de Styring, y

b) Lacargadel gel, que setiene en cuenta en formatambién aislada en su modelo por Dubiny col.

PARTE EXPERIM ENTAL

Los detales experimentales de reactivos, eluyentes, determinacién de viscosidades y medidas
cromatogréficas son los usuales en ASEC y han sido publicados previamente (11-14). Baste indicar que los
poliiones fueron muestras comerciales de diversos pesos moleculares, con baja polidispersidad, que como
polimeros no cargados se emplearon muestras patrones de POE y dextrano, que los eluyentes de diferentes
fuerzasionicas fueron tamponesfosfato parapH = 7,0y acético-acetato parapHs4,0y 5,0y, pordltimo, quelos

volumenes de exclusion delas columnas, V , y losvolimenestotal es, V., se determinaron, respectivamente, con

-1
una muestra de Blue Dextran de M = 2,0.10° g.mol ~ y con D.O.
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RESULTADOSY DISCUS ON

La aproximacion seguida més frecuentemente para analizar efectos secundarios en ASEC de
polielectrolitos es comparar los calibrados del poliion bajo estudio con los de polimeros sin carga obtenidos
ambos en igualdad de condiciones experimentales. En este contexto, hay alguna controversia sobre qué magnitud
representa €l volumen hidrodinamico del poliién, aunque Potscha (15) ha mostrado que cualquier
macromol écula eluye seglin un pardmetro universal, el Ry, (radio de viscosidad), con independenciade su forma:
esferarigida, madejaexpandida, bastén mas o menosflexible, ... Dado que R, estadirectamenterel acionado con
M[h], seréeste producto el representativo del tamafio delamacromolécula, sea o no polielectrolito, de acuerdo
con el concepto de calibrado universal. EnlaFigura 1 se recogen atitulo de ggemplo algunos de los calibrados
obtenidos a diferentes fuerzas iénicas. Una discusion cualitativa de | os resultados podria resumirse en:

a) El aumento de la fuerza idnica actlia, por una parte, disminuyendo la expansion intramolecular del
poliién (disminuyendo su tamafio) y, por otra, minimizando larepulsion existente entre la superficiedel gel y el
polielectrolito. En consecuencia, los volimenes de el ucién se desplazan hacia mayores valores.

b) El efecto del pH esta relacionado con el grado de ionizacién de los grupos ionizables de |a superficie
del gel y delosgrupos|aterales del polielectrolito. Cuando el pH esinferior al pK,dedichosgrupos, disminuye

su grado de ionizacién y disminuyen, por tanto, las interacciones electrostéticas, que son maximas a pH

superiores a los pK ; correspondientes. En general, los calibrados de polielectrolitos se aproximan a los del

mecanismo de exclusion estérica pura cuando disminuye € pH de lafase movil.

¢) En cuanto a la naturaleza de los polimeros se observa que los de tipo vinilico, PSSy PAA, muestran
mayores volimenes de elucién que € poliaminoacido, PGA, debido, probablemente, ala mayor flexibilidad de
los enlaces G-C-C de la cadena frente al enlace peptidico o a que PSS y PAA poseen una densidad de zonas
apolares por unidad de longitud superior ala del PGA, pudiendo interaccionar hidrofébicamente con € gel y

retardandose su elucion.

d) Respecto alos geles, el Protein | -250 exhibe tinicamente ef ectos de exclusién idnica, mientras quelos
organicos TSK PW4000 y UHG-250 muestran ademés de interacciones ionicas, interacciones hidréfobas, més

acentuadas en € primero.

Como corolario delos apuntes anteriores se debe resefiar que las condiciones experimental es dptimas (pH
y fuerzaionica) en ASEC de polielectrolitos sintéticos o biol gicos dependen del sistema soluto/columna bajo
estudio. Cada problema especifico requiere una seleccion adecuada de la columnay una blsqueda rigurosa del
eluyente aemplear.
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Figural. Curvasde calibrado delos sistemas poliion/pH/columnaalas fuerzasionicas arriba enmarcadas:
a) PSSapH 7 en columna TSK PW; b) PGA apH 7 en columna HG 250; ¢) PAA apH 5 en columna TSK PW,;
d) PSS apH 4 en columna Protein [-250.

A lahoradeinterpretar cuantitativamentelos resultados anteriores, convienerecordar larelacion entrelos
volUmenes de €l ucién de solutos como |os polimeros neutros, que se separan Unicamente por exclusion, y los de
aquellos como los polielectrolitos en que intervienen ademas efectos secundarios, como se muestra

esquematicamente en la Figura 2, en la que se definen geométricamente los volimenes intersticiales, Vo, de

poros, V, y total, V..

p

Los volumenes de elucion de un polimero neutro pueden expresarse, en términos cromatograficos,

mediante:

Ve=Vot KV, (1)
y el de un polielectrolito en las formas:
Vo=V, + KKV, (29
V.=V, +K .V, (2b)

laprimera, genera y en analogia con (1) la segunda. K_es €l coeficiente de exclusién por tamafios y Kp un
coeficiente que da cuenta de | os procesos de separaci én secundarios. En nuestro caso, valores de Kp< lindican

efectosidnicosy valoresde Kp > 1 contribuciones de adsorcion.
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Figura 2. Definiciones geométricas de volUmenes intersticial, de poro y total y calibrados universales

parasolutos con K, < 1 (efectosionicos), K, = 1 (sin efectos secundarios y K, > 1 (efectos de adsorcion).

En ausencia de procesos secundarios, en SEC de polimeros neutros, |a prediccién tedrica de

K_.se establece através de los tamarfios de poro de la columnay del tamafio del soluto mediante la ecuacion de

calibrado universal:
logM [h]=a- bV, ®3)

donde a es la ordenada en el origen de |a representacion M[h] en funcion de V,, y la pendiente b, o su inversa

k, -, serelacionacon las caracteristicas de la columna, esquematizadas en la Figura 2, mediante:

uc’

_ a _1
V0+Vp+Va kUC

(4)
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Figure 3. Representacion de la ecuacion (10) para algunas muestras de |os sistemas PGA/pH = 7/TSK

PW 4000 y PSSNa/pH = 7/UHG250.

Sustituyendo €l valor de b de la ecuacion.(4) en la ecuacion (3) y despejando la diferencia (VVy) se

obtiene la nueva ecuacion de calibrado:

V.- V=V, +V, - kclogM[h]

(%)

y analogamente parael calibrado de un polianién en unas condiciones dadas de pH y fuerzaidnical del eluyente,

se podra escribir:
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V.- V.=V, +V, - k. logM[h], (6)

siendo V. €l volumen de elucion del polielectralito, [h] su viscosidad intrinsecaen el eluyente defuerzaionical

y K b la inversa de la pendiente del calibrado log M[h] en funcion de V’ g obtenido con muestras de

polielectrolito de diversas masas molecul ares.

Como se observaen la Figura 1, los voliumenes de elucion de polielectrolitos varian con lafuerzaionica

-2
I

del medio. En este contexto, Styring (8,9) ha propuesto unavariacion lineal de V' Jooni™, mientras que otros

autores (14,16) han propuesto una dependencia de segundo orden, expresada como:
V.=V, - K12 (78)
V.=V, - K "2 +K (7h)

donde Kel €s una constante que contiene parametros eléctricos y geométricos, V; es el volumen de elucion del

polielectrolitoal ® ¥, encuyascondicionesel polielectrolito se comportariacomo un polimero neutroy enla

constante K" se incluyen las caracteristicas del sistema cromatogréfico. De hecho, para valores de | lo
suficientemente el evados ambas ecuaciones coinciden.

Ladiferencia (V. — V') define lamagnitud de los efectos secundarios en ASEC. Su evaluacién la hemos
realizado eliminando V,, entre las ecuaciones (1) y (2b) y sustituyendo el valor de V' . dado por laecuacion (7b),
lo que permite obtener la siguiente relacidn entre los vol imenes ef ectivos de poro que presenta una columnaen

presencia de un polimero neutro, Vo, y de uno cargado, V' ,, en un eluyente de fuerzaionical:

e K
V. - 1=V, - Y2 (8)

p
SEC SEC

Sumando V,; y restando kyc.log M[h] a ambos miembros de la ecuacion anterior, expresando K. en

términos de vol imenes, teniendo en cuenta las relaciones de vol imenes indicadas en la Figura 2 y despreciando
ladiferencia (V,— V' o) se obtiene finalmente para la relacion entre los volmenes de elucién de un polimero

cargado y su correspondiente polimero neutro:

(M) ,
Ve+ |Og—c+(Vp- Vp):Ve (9)

ku
(m[n,)
Como se observa, dos términos contribuyen a los efectos secundarios. El primero es el definido por

A Kyc Kyc p
IoggM [h]l) /(M [h]¥) a y da cuenta de la atmésfera idnica del polielectrolito, la cual define su

tamafio y su forma, es decir, su volumen hidrodindmico. De hecho, cuando | ® ¥, [h],® [h]y, K yc® kycy €
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término seanula. El segundo término (V, — V', ) se puede considerar como el volumen de porosimpenetrableal
poliion debido al potencial electrostatico de lasuperficie delafase estacionariay adquiereel valor V,— V', =V,

=C,, Siendo A el areadelasuperficiedel gel y c, laalturadelabarreraelectrostética creada por €l potencial de
superficie. Yaque c_es proporciona alalongitud de Debye, cuando | ® ¥, c.® O, y e término seanula. Asi

pues, resumiendo, la ecuacion (9) contiene dos contribuciones alos ef ectos i 6nicos de polimeros cargados a) su
carga, sdlo considerada en forma aislada en el modelo de Styring et al. (8,9) y b) lacargadel gel, tenidaen
cuenta de forma aislada también por Dubin y col.(4,5) en su modelo.

La ecuacion (9) puede también utilizarse en laforma:
V,+DV =V, - k. logM[h], (10)

La representacion del primer miembro frente a k' yclog Mh], dara rectas de pendiente » 1, cuyas
ordenadas en el origen seran los valores de V, es decir |os volumenes de elucion de | os polimeros neutros que
resultarian delaneutralizacion delos polielectrolitos. En laFigura3 se muestralarepresentaci dn delaecuacion.
anterior para tres muestras de PGA de masas moleculares 13.600, 43.000 y 77.800 g/mol en el sistema
PGA/TSK PW4000 y eluyentes de diversas fuerzas iénicas a pH 7,0 y para diversas muestras de PSSNa del
sistema PSSNa/pH = 7/UHG250. Como puede observarse en todos los casos |as pendientes son cercanas a la

unidad confirméandose la validez de la ecuacion. De las ordenadas en el origen de dichas representaciones se
deduce V,, el volumen de elucion que corresponde a volumen hidrodinamico M[h]y de un polimero sin carga
de masa M. Como se vera posteriormente, efectivamente, los calibradostedricos obtenidos delarepresentacion

log M[h]y en funcion de V, coinciden con | os experimental es de pol imeros neutros.

Sin embargo, aunque la ecuacion (10) tiene unaimportancia formal indiscutible, carece de ella desde un
punto de vista préctico ya que en su utilizacién son necesarios previamente todos | os datos, cuando son algunos
deellos, comok .y V, los que se pretenden predecir. La sustitucion de (V, —V',,) dado por laecuacion (8) en

la ecuacion (9) y expresando K. en funcion de las caracteristicas de las columnas ecuacion (1), con las

suposiciones aproximadask’ ;- » K, y (V1 =V'1) » (V,—V';,), permite obtener:
. N K K™~
V +DV =V, - & [V — |t (12)
SEC SEC

en laque Dv* = ki;c log {h]/[h]¥) y que predice una variacion de segundo orden de V' . con respecto al ™2, en

contraposicion alavariacion lineal propuesta por Styring:

, h
ve+kUC|ogQ:ve- Kyl (12)

[hl,
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En lafigura4 se comparan las ecuaciones (11) y (12) paralos sistemas de la Figura 3. Como se observa,
los resul tados experimental es se gjustan mejor alos polinomios de segundo grado. Finalmente, en laFigura5 se
representan los calibrados universal es tedricos obtenidos con los valores de M[h]yy los de Ve obtenidos de las
ordenadas en € origen de las ecuaciones (10) - (12) y se comparan con €l calibrado universal de polimeros
neutros (dextrano). Como se puede observar en lafigura, los volimenes de el ucion derivados de la ecuacion (10)
reproducen exactamenteel calibrado de polimeros neutros. Asimismo, se puede comprobar como los calibrados

construidos con los V,, deducidos de |a ecuacion (11), aqui propuesta, se desvian menos, en general, que los

construidos con los deducidos de la ecuacion (12).
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Figura 4. Comparacion entre las ecuaciones (11) y (12) paralos sistemas de laFigura 3.
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Figura 5. Comparacion entre los calibrados universal es de polimeros neutros y |os deducidos de las

ecuaciones (10), (11) y (12) paralos sistemas de laFigura 3.

La ecuacion propuesta evallia pues la contribucién de los efectos i6nicos, pero no da cuenta de otros
efectos secundarios, como los de adsorcion, también presentes en algunos de nuestros sistemas como se observa
en la Figura 1, en que en agunos de ellos los volimenes de elucion de los poliiones a moderadas fuerzas
ionicas se desplazan a valores superiores a los de los correspondientes polimeros neutros. En este contexto,
eliminadas o minimizadas las interacciones idnicas, para un mismo volumen hidrodindmico, se puede evaluar

experimentalmente el valor de Kp a travésde

K=—¢&_ 0 (13)
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y se estan realizando estudios para su evaluacion cuantitativa por medio de su relacion con los parametros de

interaccion disolvente-polimero, g°,, y disolvente-gel g°;5, propuesta por Hortaet al (17):
InK,=- m2f3(1- g, - gfa) (14)

enlaquem , €S larelacion entre los volimenes molares de polimero y disolvente. Como V ,€8 proporcional aM,

InK o debe seguir unavariacion lined con M, como se ha observado experimentalmente.
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