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RESUMEN

Indudsblemente la "Cromstografia de Exclusién" 4 "Cromatogra-
fia por Permeacidn de Geles" (CPG), como tumbién se lg llama, ocupa
un lugar preponderante en el endlisis de pol{mercs en solucidn. Una
evaluacién cuantitetiva de esta téenica no es un hecho inmediato,
sino por el contrario requiere la caracterizscién de los materiales

con que se rellenan las columnas cromatogr&ficas.

En el presente trabajo se describen procedimientos de carsc-
terizacidén de columnas de exclusidn con material de relleno de re-
ciente uso cromatografico, que comprenden desde técnices cualitati-
vas sumarias hasts andlisis cuantitativo. Respecto de este ultimo
se desarrolla un mé todo gue permite obtener simulténeamente los pa-
rame tros de las funciones de caslibracidn y dispersidn en cromstogra-
fie por exclusidn, con reguerimientos experimentales no més grandes

que agquellos necesarios para llevar a cabo una caglibracidn comun.

Se comperan ademss los resultados obtenidos pare distintes
combinaciones de funciones de calibrzcidn y dispersién con los re-
sultados experimentales, cowo asi tawbién las ventajas, inconvenien
tes y posibles aplicaciones de los procedimientos matemdticos pre-

genteados.



CAPITULO I

1) OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO Y RESUMEN TEMATICO DE SUS PARTES

El presente trgbajo describe la fundamentacién y la esplicacidn
de un método de caglibrecién de columnas usadgs en cromatografia de
geles (CPG);). El método permite obtener la relacién entre el volumen
de elucidn (que constituye la varigble experimental inmediats y que
es medides por la cantidad de fase mévil necesarie pars que una sus-
tancie eluys por todas las columnas) y el peso molecular con simul-
tancu consideracidn de la resolucidn (capacided de separar componen-—
tes en ung mezcla) del sistema cromatografico constituido este dlti-

wo por el sistemp de inyeccién, las columnas y el detector.

Ia exposicidn que sigue egté dividide en:

a) Descripcién de la CPG en relacidn con su uso en analitica macro-
molecular, asi como la enumeracién de los factores fundamentales
que la regulen con consideracién de detglles operativos generales

(capitulo II).

b) Exposicidn de los resultados cualitativos y cuentitetivos de na-
turuleza sumaria pare la carscterizacidn de lgs columnas usadas

(capitulo III).

c) Considerscién de los métodos usados en lu literaturas para obtener
la calibracién de las columnas cromatograficas y exposicidn de los
fundsmentos matematicos del wétodo propuesto en este trabajo (ca-

pitulo IV).
d) Descripcibn de la parte experimental (capitulo V).

e) Resefia de los resultzdos obtenidos, as{ como discusidén y conclu-

siones de los misrzos (capftulo VI).

%)

Acerca de la terminologia ver Apéndice I1I



£)

b)

Procedimientos aproximaedos en el caso de necesidad explicita
del conocimiento de la distribucidn de pesoc molecular para

efectuar la calibracibén (Apéndice 1).
Definiciones de términos usados en el texto (Apéndice II).

Relacidn entre peso molecular y volumen de slucién (Apéndice III).



CAPITULO II

2) APLICACION DE LA CRONATOGRAFIA DE EXCLUSION EN EL ANALISIS DE
POLIMEROS

2.1 Introduccidn

La contribucidn de la cromatografis de exclusidn al examen de
polimeros en solucidn, radica en le positilidad de poder separar
muestras de polimeros de acuerdo con su peso molecular.

El conocimiento del peso molecular y su distribucidén en poli-
meros, es uno de los objetivos principales en la analitica de poli-
me r'os, puesto que de estos peridmetros depende la mayoria de las
propiedades fisicoquimicas que carscterizan a las macromoléculss,
aai como muchas propiedades fisicgs y mecédnicas. A diferencie de
las sustancias no polimérices, o de bajo peso wmoleculsr, cuyos pesos
moleculeres son unicos y conocidos con exactitud, en polimeros tene-
z0os una distribucidn de pesos moleculercs por lo cual el peso mole-
cular es de naturasleza promedial. Por ello, puede darse el caso de
muestras que con similares pesos moleculgres promedics, presenten
distribucionres distintas y por 1¢ tanto comportumientos diferentes.

Esta no uniformidad en el peso moleculgr o polidispersidad,
hace necesarie la caracterizacién de los polimeros més glla de los
l1imites impuestos por la aplicacibdn de los métodos comunmente usados
pare medir pesos moleculares promedios. De ghi{ el gran interés que
existe en la cromatografia de exclusién, tuwwmbién llamada cromatogra-
fia por permeacién de geles, (CPG), cowo método analitico pare carac
terizar polimeros.

El fendmeno de exclusibén o permeacidn aprovecha el hecho que
distintas moléculas de soluto en solucibn, de diferentes pesos mole=-
culares, ocupen diferentes volumenes wolaeres, y por lo tanto se di-
ferenciardn en luy posibilided de acceso a los poros internos de una
columna de relleno inerte.

Las woléculas pequefias podran difundir dentro de los poros del



gel, mientras que las mads grandes son excluidges; y les de tamafio in-
termedio podran penetrar en aquellos poros mis grendes. Por lo tanto,
en las molécules completsmente excluidas, el volumen de eluciébn (Ve),
es igusl al volumen intersticial o volumen muerto de la columng (Vo).
Pars las woléculas pequefas, las cuales penetrsn en todos los poros

del gel, el volumen de elucibn sera igual al volumen total del l{iqui-
do en la columna, es decir el volumen muerto mgs el volumen interno

(Vi). Para moléculas de tamafio intermedio el Ve seré:

Ve = Vo + Kj.Vi (1)
donde KD es el coeficiente de particidn y resulta ser igual a la re-

lacibn entre el volumen de porc accesible y el volumen total de poro.

Vi,acc,

K, = (2)

Vi

La ecuacidn (1) se mantendri para todos los casos involucrados
en esta téenica, tomando KD valores extremos como cero y uno para una
complete exclusién o una total permeacidn respectivemente. Segin es-
to, es posibtle (a trevés de esta técnica) poder determinar una corre-
lacibn entre el peso wmolecular y el volumen al cual eluye el soluto,
Ve. En una representacién gréfica, tomendo como ordensda el logaritmo
del peso moleculsr y como abscisa el volumen de elucidn, se obtiene
er la mayoria de los cesos usa curva similer a la de la Fig. 1

Si bien la explicacidn anterior es valida, también es cierto que
no son muy bien conocidos los fenbumenos fisicos gue ccurren en le in-
terfase polimero solucidén-polimero sustrato. Las teorias que se for-
mulun al respecto, suponen la condicién de equilibrio termodindmico
en lag interfase polimero - sustrato, facilitanto de este modo el de-
garrollo de las miswmas, 81 bien suponer un equilibrio de feses no es
eslrictamente correctc.

Una de lgs teories gue se hkan formulado41), supone yue en gusen-
cia de 1nteracciones especificas soluto - sustrato, el tendmeno de
permeacidn se debe dnicamente s los cembios conformacionales de lus
macromoléculas al pasar de un medio donde poseen un volumen tctalmen-

t. asequible (todas lgs conforusciones que la molécula puede adoptar
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Fig. 1 Representacibn gréfica de la relscién tipice entre
el peso molecular y el volumen de elucidén en cro-
matografia de exclusién.

son reaglizables) a un medio de volumen restringido (donde sdélo elgu-
nas conformaciones, ver Apéndice II, son realizables).

Esta teoria, en su forma mas simple, pars soluciones diluidas y
cadenas poliméricas lineales flexibles, supone que para un estado de
equilibrio soluto - gel, la unica contribucidén & los cambios de ener-
€{a litre se deten a los cambios de entropis conformacioral al pasar

de un medio a otro. K, definido en la ecuacién (2) dependerd por un

D
ledo de los csmbios conformacionales de la molécula sl pasar de un

wedio a otro y por otro de la geometria de la cavidad del material de
relleno.

Al no haber contribucidn entdlpica, K,  ,resulta ser proporcional

D’
a loc cambios de entropisa.

- AG/RT AS/R

K.~ g ~ e (3)

donde AS =S5, - S. .
f 1



A partir de esta ecuascidn se puede ver que suceders con KD con
los cambios de entropfs: si la molécula es de dimensiones mayores
que la cavided del gel, la entropfa dentro del poro (Sf), sera mucho
més pequefia que fuera de ella (Si) (tendrd mayor nimero de conforma-
ciones en la interfase), por lo tento AS es fuertemente negativo y
KD tenderd a cero. Para moléculas de dimensiones menores a la cavidad
del gel, tendrén estadisticamente la misme posibilidad de realizer
sus conformaciones adentro o afuera, por lo tanto S, = §, y K, resul-

f i D
tard ser igusl a uno. Para moléculas de dimensiones intermedies K

oscilaréd entre cero y uno. g
Segin lo expresado es posible hallar la relacibn tedrics entre
lgs dimensiones moleculares R, redio de giro (definido en el apéndice
1I) y K., para una longitud ceracteristice de poro E, de geometria de
terminada (para mds detalles ver ref. 41 y 42).
Le rerresentacién gréfica que se obtiene cuando representsmos

R/8 versus K_ o en su defecto Ve (ver ec. (1)) para distintes geome-

D
triss de poro (esferas, cilindros, en capas) se aprecia en la Fig. 2.

i

Ra)

1 -
| ¢ 1
| «— FnCapas | 2:Cormesponde alg
04 ‘distancia media en-
| “re los planos ).
dros
{
UﬂT
t
UDOL~60 ' {0 .
: Kp ‘

Fig. 2 Representacibn grafica obtenida pera la relacién
tedrica R/a vs. K, (ref. 41,53).



Estes curvas tedricas han sido comparedas con diferentes relle-

(53)

nos de columnas encontrandose una buena concordancia entre ellas.
Ademps, 81 expresdramos las dimensiones moleculares en términos de
peso moleculsr y compardrsmos con las curvas experimentasles (Fig. 1),
confirmar{amos la validez de la teorie. Por otra paerte, recordando
que experimentalmente R? oL Ml+b y donde M es el peso molecular y b
una constante levemente superior a cero, se obtienen curvas similares
a las de la figura 2 cuando ln R se reemplgza por ln M que es experi-
mentslmente mds fécil de determinar. En esta forma la teoris es -cuali
tativemente- ampliasmente confirmada por la experiencia en todo caso
que el fendmeno cromatografico sea dominado por la exclusién. Se pue-
de usegurar que se trata de la mejor forma de revelar el fendmeno de
exclusidn.

Una forma algo mds general de probar la teoria fue propueste por
Grubisic y colaboradoresS/), quienes usaron cowo pargametro de caracte
rizecidn molecular al producto de la viscosidad intrinseca y el peso

(%)

roleculear DQ]. N cuyo logaritmo representaron en funcidén del volumen
de elucidn. Tal procedimiento permite poner aproximademente en una sc-
la funcién los datos experimentales para polimeros de distinta composi
cién quimice y hssta de distintas estructuras catensrias. La razén de
la universsglidad de ests representacién (en la literature pertinente
se conoce como curva de calibracidén universal), redice en gque el pro-
ducto ﬁﬁ. M es proporcionsl al velumen molar del polfmero en solucidn
(segin las teorias hidrodindmicas de soluciones de polimeros). Esta
circunstancia recalcp que el factor volumétrico es la caracteristics
fundamentsl en el fendmeno de cromatografis de exclusiédn. Una compro-
bacién més cuantitetiva de la teoria, estd fuers de los limites expe-
rimentales, ya que dada lg menifieste influencia no sélo de las dimen-
siones, 8ino tsmbién de la forma de poro, implicarie un conocimiento
previo de lag distribucidn de forma y tamafio del materigl de relleno,
metes ale jada de lus posibilidades actuales de los estudios de porosi-
retria.

Las macromoléculas, salvo algunas excepciones teles como aquellos

polimeros naturales no degradados que constituyen espec{ficamente pro-

(3) Ver definicibn de (M] en la secc. 2.2.1.



teinss, DNA, celulosa, etc., son en general mezclas de moldculas de
diferente peso molecular y eventualmente de constituciédén quimica dis-

tinta. Por lo tanto, como se mencioné al principio del capfitulo,

D

8
de sumo intards evaluar pesos moleculares y divtribucién de pesos mo-
leculares con buena precisidn, 8i se quiere establecer correlaciones
entre propiedad, procesabilidad y estructura, o bien determinar meca-
nismos de polimerizacidén. Con este propésito se han desarrolledo téc-
nicas de fraccionamiento, algunas de las cuales son tan antiguas como
le ciencia de polimeros misma.

Hoy en d{a probablemente, la técnica de fracclonamiento mas de-
sarrollada sea la cromatografia de exclusiébdn, adn cuendo otras técni-
cas puedan ser importantes y se sigan utilizando, como por ejeamplo:
métodos de precipitacidén o solucidén fraeccionada, wétodos de transpor-
te que emplean ultracentrifugas, etc.

El método de procipitacién fraccionada se vale de la dependencia
de la solubilidad ¢on el tamafio molecular, obteniéndose en caso de po
limeros dos fases liquidas: una fase mdvil (fase sol) que contiene las
fracciones de pequefio peso molecular (mds solubles) y otra fase visco-
sa (fase gel) que contiene las fracciones de peso molecular mayor (me-
nos solubles. A travds de gradientes de solventss, cada vez mds ricos
en precipitante, o mediante gradientes de temperstura, o ambas cosas
a la vez, se separan primero las fracciones de peso molecular mas ele-
vado, y por Ultimo las de menor peso mplecular. Esta es sin lugar a du
das, la técnica més antigua para determinar le distribucidn de pesos
moleculares, pero aun hoy es muy utilizada por la simplicidad de pro-
cediziento y por la instrumentacidn sencills que requiere.

La técnica conocida como fraccionamiento por columna58), consiate
en depositar ung fina capa o pelicula de polimero sobre un soporte iner
te por evaporacién del solvente. Idealmente cada part{cula del soporte
quedard recubierte de una pelicula uniforwe de polimero. El soporte i-
nerte con 8l polimero, es colocudo en una columna jue contlene como re-
lleno el miswo soporte inerte, luego se hace pasar un gradiente de sol-
vente de tal forms, que priwmero se arrastra el componente més soluble y
por Ultimo el componente menos soluble (de manera opuesta a la técnica
de precipitacidn). Sste comportgmicnto tiene una explicucidn purasumente

termodindmica, basuds en las diferentes solubilidades que presentan las



macromoléculas segln el temafio 0 peso molecular frente a un mismo sol
vente. Por lo tanto, las molédculas més pequefian (mds solubles) se so-
lubilizerén primero y serén arrastrades antes que las de mayor tamafio
(menos solubles). Que se produzcan otros fenémenos dietintos al men-
cionado, como por ejemplo la difusién, estd supeditado sl espesor de
le pelficuls.

la etapas made deliceda del proceso es ls formacibén de la peliculs,
debido a que el tiempo de difusidn es directemente proporcional al cug
dredo de lg distencis que deben recorrer las moléculas (espesor de lsa
pelicula) e inversamente proporcional al coeficiente de difusidbn, que

1 cm2/seg. El espesor de la peliculs

en polimeros es del orden de 10
deberd ser lo suficientemente delgado cowmo para permitir que las molé-
cules lleguen al solvente y sean arrastradas por é€ste sin que hays di-
fusidn. Para analizar estns fracciones, se las pusde inyectar en CPG,
hollandose de esta manera las distribuciones de peso molecular y la
distribucidén total del polimero. Este es un ejemplo de las ventajas

que puede traer el empleo de mas de una técnica de andlisis cuando 38
procesan muestras poliméricas con distribucicnes anchas.

El empleo de la ultracentrifuga paras la evaluaciédn de la polidis-
pzrsidad se funda en que: cuando se le aplica un campo centrifugo a un
soluto de composicién no uniforme como las macromoléculas, se produce

na separacidn parcial, o un fraccionamiento fisico de las partes coa-
ponentes,

Por medio de ung observacién béptica se puede determinar la distri-
bucidn de los coeficientes de sedimentacidn, vara luego hallar la dis=-
tribucidn de pesos molecalares. En tanto que en CPG, medimos la distri
bucién de pesos moleculares para un intervalo de voldmenes de elucifdn,
con esta tdcnica medimos 1la distribucién de peso molecular para un in-
tervalo de coeficiente de sedimentacidn. Esta tdcnica presenta dificul
tades tanto desde el punto de vista experimental como interpretativo,

Y los me jores resultados se han logrado para aquellos sistemas pol{mero-
solvente, donde el solvente se comporta como un solvente theta (ver a-
péndice II, al final), permitiendo asi quc la molécula polimérica estd
en la solucidén en un estado no psarturbado, eliminando toda interaccida
polimero-solvente que introduce orrores en lus mediciones. Desafortu-

nudamente no son muchos log solventes que presentan eatn proplednd a
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las temperaturas experimentalmente accesibles.

La tdcnica de fraccionamiento mds empleada, como se menciond al
principio es la cromatografia por permeacidén de geles. Se presentan
dos ultornativas operacionales dentro de estn técnica: la llamada CPG
"preparativa" y CPG "analitica" 6 CPG de "alta resolucién". La CPG pre
parativa permite obtener fracciones del orden de los miligramos e in-
cluso de gresmos, por el empleo de columnas de grandes dimensiones (és-
tas tienen una longitud aproximada de 90 cm con un digmetro de parti-
cula de relleno promedio de 50 Mm). Adn as{ muchas veces se opta por
combinar las fracciones de corridas repetidas48), 0 bien reciclar las
fracciones para aumentar la resolucibdn de 1la mueatra4g), evitando de
este modo el uso de columnas excesivamente largas, con lg consiguiente
caide de presidén del sistema y aumento del tiempo de andlisis. De to-
dos modosa, los tiempos de andlisis son de horas y pueden lleger inclu-
so nhasta dias.

El desyrrollo de los rellenos de columnas, en lo referonte a com-
posicidén, porosidad y resistencia mecédnica, ha dado origen a la CPG
"enalitica" de alta resolucidn; la misma utiliza columnas mucho wmés
cortas que las anteriorss (son del orden de 40 cm de longitud con re-
llenos de esferas de didmetro promedio de 10 Mm), Los tiempos de and-
lisis con esta tdcnica son mucho menores y presentan desventaja res-
pecto de las columnas grandes pves admiten menorcs cargas de muestra.

Muchags veces, a las fracciones recogidas de una columna prepara-
tiva se las inyecta a un CPG "anal{tico" para determinarle su distri-
bucidn y peso molecular promedio como complemento del andlisis.

Es conveniente recalcar gue la cromatografia de exclusién, por
81 20la no nos puede dar informacida sobre promedins de pesos molecu-
lares o distribucidn de pesos moleculares, sin una etapa previa de cag
libracidn que requiera el uso de polimeros patrones caracterizados por
métodos absolutos. E1l tipo y grado de exactitud de la caracterizacién
pucde ser variable ya que ella no sblo dependerd dol método analitico
y el busamento tedrico en la interpretacidén de los resultados experi-
mentales de lg técnica empleada, sSino que estd influenciada por la es-
tructura quimica del polimero (homo - copolfimero), estructura catena-
ria (cadenas lineales o ramificadas), solubilidad, etc..

Es obvio gue esos factores entonces se reflejarén en la calibra=-
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cién obtenida.

En el presente trabajo se propone un método que contemple los
factores fundamentales de la calibracidn, requiriendo una caracteri-
zacién de los estdndares provista por métodos de aplicacién irrestric
ta. Por tal circunstancia, las consideraciones teéricas y la aplica-
cidn experimental se refieren fundamentalmente a homopolimeros linea-

les.

2.2 Factores Determinantes de la Cromatografias de Exclusién

La posibilidad de aplicacién de esta técnica en casos coucre tos,
depende de una serie de circunstancias, que pueden agruparse en dos
categorias. La primera de ellas, comprende todo aquello que posee ca-
racter{sticas mads o menos uUnicas, o sea que las alternativas de varia-
cibn son muy limitadas. Estos son los parametros procesales primarios,

que comprenden:

a) Los Geles: con sus caracteristicas fundementales de: porosi-
dad, capacidasd de separacidn, estabilidad mecénica,

térmica y quimica.

b) Medio de Elucidn: en relacibn a la capacidad de solvetacidn,
viscosidad, compatibilidad con el gel, propiedades
fisicas o fisicoquimicas que determinen la detecta-

bilidad del soluto c¢con lg mdxima sensibilidad.

¢c) Método de Deteccidn: generalmente los métodos de deteccidn son
los comunes a atras técnices, como absorcibdn en el
visible y ultravioleta; o diferencias en el {ndice
de refraccidn soluto-solvente. Existen tazbién méto
dos de deteccidn especificos para polimeros como

viscosidad y dispersidbn de luz.

Dada la importancia que tienen estos pardmetros procesales, que
muchas veces resultan decisivos en el empleo de este técnica, se tra-
taran con mds detalle al final del capitulo.

La segunda categoria corresponde a aquellus variagbles denomina-

dus "vurigbles de ajuste operacional", siendo las més importantes:
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a) Concentraciédn de soluto
b) Velocidad de flujo
c) Temperaturs

Estas variables de jan al operador un 4ambito de ajuste mucho mds

amplio.

2.2.1 Concentracidn de Soluto

Son conocidos log efectos de exceso de concentraciédn sobrs el
1),2)

%)

volumen de eluciédn con la consiguiente distorsiédn en los elugramas
36), por el llamado "efecto filete viscoso" § "efecto dedo viscoso"
8)’37). Este efecto hallado en el estudio de flujos en fluidos visco-
808 sSobre materiales rellenos, se produce en aquellas muestrgs que
presentan alta viscosidad., Esta caracter{stica permite que la muestra
al atravesar el material relleno de una columna haga las veces de
"tapbn", el cual puede ser atravesado por el solvente (menos viscoso),
formandose un fremte de solvente y uno de polimero que resulta tempo-
rariamente retardado. Como la muestra se va dispersando a medida que
recorre lag columna rellena, el efecto disminuiréd a la salida de la
misma, en forma tal que el dltimo componente que eluye refle jara el
efecto de distorsién en menor grado. Esto hace que la curva de elucidn
comience en el mismo punto en que lo hacen las mismas muestras & con-
centraciones més bajas, pero se elevas mis lentamente que €stas y reto-
ma la linea base en forme retardada. Lste fenbémeno depende de varios

factores, los que pueden ser fdcilmente comprendidos si recurrimos a

lu siguiente agproximacién:

-
e i (4)
C c

Donde (N}: viscosidad intrinseca en ml/g

N : viscosidad de la solucidn
Mo ¢ Vviscosidad del solvente

C : concentracibn en g/ml
Nep ¢ Vviscosidad especifica

%)

La palabra original viene del inglds "viscous fingering".
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Teniendo en cuenta la expresidn que relaciona D?]con el peso
wolecular [N}= K . R (ecugciébn de Staudinger, Mark, Houwink y

Sakurada), podemos escribir:

N—Na
Mo >~ g% (5)
c
é
N ¥ N+ T K.MIC (6)

donde K, o : son constantes que dependen del par polimero solvente y
M: peso molecular.

De lag dltima expresidn se puede ver mis facilmente, que un au-
mento en la concentracidn de la solucidn, cowo en el peso molecular
del polimero (para la mayoria de los casos T]sp toma valores cercanos
a uno), 0 en la viscosidad del solvente, implicard un aumento de la
viscosidad de la solucidn. Lo contrario ocurriris, si aumentarsmos
la temperatura, puesto que en este caso disminuirie la viscosidad del
solvente Tls. E1 efecto de concentracidén es mayor en el caso de poli-
meros de peso molecular elevado, segin se desprende de (6). Se propo-
ne pars 808 casosB)’22), trazar curvas de calibracién log M vs. Ve,
cuyos Ve sean calculados por extrapolscidn a concentracifn cero.

Un razonamiento interesante de lo que podria ocurrir hipotética-
mente seguin estos efectos de concentracidn seria por ejemplo el de dos
curvas de calibracidn a dos concentraciones diferentes, las cuales pre
sentan como lo demostraron experiencias de Bergerzz) y Mori3) un aumen
to de le pendiente o lo que es lo mismo una pérdida de la capacidad de
separacibn de la columna, al aumentar la concentracidn como se ve en

la Fig. 3.

Supongamos8 que preparawos una mezcla A con C, de Ml y C, de M_.

1 2 2
Sezdn la curva de calibracién para esas dos concentraciones, la mezcla
A no sc¢ separaria. Si por el contrario prepardarsmos una wezcla B, con
concentraciones C. de M. e
"1 2 ¥ %2 1’
lograr{amos una wayor separaciédn que la que se obtiene para una mezcla

de peso wolecular M,, segin la Fig. 3,

de ml y H2 de igual concentracién.
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Ve ——

v |
MsGo vcHi,CJ eHz,C?. %Mz.&

,________________
I

Ve

Fig. 3 Representacidén de la curva ln M vs. Ve a dos concen-
traciones distiantas. Donde C.l eg > 02 y el peso mo-

lecular Ml > M,.

£

Es iumportante también mencionar a este respecto la influencia
que tienen los componentes de una mezcla polidispersa sobre un com-
ponente de dicha mezcla. Berger4o), tratd este problema experimen-
tando con una muestra de polimero aproximadamente monodispersa ac-
tiva (marcada con 014) y muestras de poliestireno inactivo. Experi-
mentalmente se encontrd que la forma del elugrama en el polimero mo-
lecularmente uniforme (activo), era similar si se lo inyectaba sdblo
0 con muestras de poliestireno inactivo de pesos moleculares diferen-
tes al de las wmoldculas marcadss. S6élo los couwponentes circundantes
(de similar peso molecular), actian sobre la forma y distribucidn de
un elugrama, pero no los componentes de peso molecular alejados.

Algunos autores han encontrado que la distorsién de los elugra-
mas decrece a velocidades de flujo altas y pesos molecularzs eleva-
dos. De todos modos, en la actualidad, en CPG "analitica" o de "alta
resolucidn”, se prefiere trabajar con concentraciones gue no vgn 1as

alléd de 10 mg/wl, aunque algunas veces la falts de sensibilidad en 1la
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deteccidn de las muestras, hace naecesario el elevar las concentracin-
nes de las mismas, con 109 riesgos mencionados anteriormente. Esto o-
curre por e jemplo, cuando se trabaja con muestras de indices de re-

fraccidén préximos al del solvente y se usan detcctores basados en es-

ta propiedad.

2.2.2 Velocidad de Flujo

Existen discrepancias en la literatura en cuanto a la influen-
cia que tiene la velocidad de flujo en el volumen de eluciédn, ancho y
simetr{a de los elugrasmas y en la resolucidén de las columnas. Asil, por
e jemplo, encontramos gue algunos sutores hallan dependencia del volu-

52)

men de elucidn con la velocidad de flujo y efectos de ensanchamien-

3),59)

tos significativos g velocidades elevadas . UYnoa encuentran que

el volumen de elucidn disminuye para materiasles de peso molecular bajo
. . 16), 71 :
a velocidades pequetllas )y ), en tanto que otros sostienen que los

voldmenes de elucidén de los polimeros de peso molecular bajo son poco
78),79)

f-

0 nada sensibles a las variaciones de la velocidad de flujo
Hay también quienes encontraron pequefias variaciones en el volumen de
elucibdn y ensanchnamientosde pico y pérdida de resolucidn no ten signi-
ficativos como los anteriores en un rango amplio de velocidades de
flujog).

Seguramente una solucidn a estas discrepancias estara dada no
s6lo en una wma,or informwacidn y comprensibn de 109 mecanismos que re-
galan la separacidn, sino también en una me jor optimizacidbn de los pa-
rametros procesales con los cuales trabajamos. Sin ewbargo, en la ma-

yoria de los casos ge prefiere trabajar en CPG "analitica" a velocida-

des que estdn en el orden o por debajo de 1 ml/min.

2.2.3 Tenperatura

En lineas generales, no se¢ tiene uns idea clara de los efectos
gque puede producir la teuwperatura, salvo el uso de temperaturas eleviy-
das que necesiten algunos polimeros para solubilizarse y por su visco-
sidad. Se ha encontrado por ejemplo4), que el volamen de elucidn de de-

terminados compuestos poliméricos decrece cunndo elevamos luy teuperatu



=16~

ra, del mismo modo tiende g decrecer el gncho del pico del elugrama
cuando se aumenta ésta, lo que probablemente se deba a una disminuciédn
de la viscosidad y por consiguiente disminucién del "filete viacoso"

(ver Seco. 2.2.1).

2.3 Geles

Bajo este nombr: se incluyen todos los materigles de relleno de
columnas empleadas con CPG, que son una parte esenciasl del éxito del
andlisis en cromatografia de exclusidn.

Generalmente es deseable que los materiales de relleno pnsean
estabilidad quimica, mecdnica y térmica. Este cowbinaciédn de propieda-
des permite usgr columnas con diferentes solventes a distintas tempe-
raturas, a varias velocidades de flujo con pequetria 0 ninguna pérdida
de resolucidn. La distribucidédn de tamafios de poro, de tamarics y empa-
guetamientos de particulas, su caracteristica polar y otros pardmetros
fisicos, juegan un papel preponderante en el comportamisnto del relle-
no. La {gduc?ién del didmetro de particula (por debajo de los 20 mm),
na posiblzﬁégdo aumenter la eficienciag ce las columnas y por lo tanto
reducir ia 1gngitud y didmetro de lus mismas, permitiendo disminuir el
tiempo de analisis por un factor mayor de diez con respecto g aquelles
columnes recllenas con dismetro de particulgs del orden de 5C um, Es-
to, Jjunto con la estubilided de los nuevos rellenos, hg permitido tra-
bajsr a velocidades de flujo més altas, dando origen a la llgmada CEG
"analitica" o de "alts resoluciédn". En la actualided hey diversos ma-
terieles de relleno que cumplen en mayor o menor medida con 10s regui-
si1tos zencionedos snteriormente.

Desde el punto de viata de la cowmposicidn quimice del relleno,
encontraomos meteriales orgsnicos e inorganicos. Dentro de los wateria-
les orgsdnicos més comunes, se pueden mencioner los rellenos a base de
poliestirenc entrecruzado, con un espectro de tamarfio de porticuls de
20 a €60 Mm{cornocide comercialmente como Styrmgel). Poster:ormente se
desarrollaron rellenos del wmiswo wmaterial con didmetro de particula
de gproximadesmente 10 Mum( M -Styragel). Asimisamo existen rellenoso de
rol1l (acetsto de vinilo) (Nerkogel) y otros materisles porosos coro el

Sephadex (dextrsno), cowo material de relleno, Bio Gel (scrilenicds o
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agarosa), etc. Algunosde estos materisles son blundos, mientras que
otroa son rigidos. De gll{ lus diferentes longitudes de colurnas que
se pueden corstruir y laos presiones que pueden goporter. Los geles
blendos como el Sephsdex y Bio Gel, tienden a hincharse apreciablemen
te con muchos solventes y s6lo pueden resistir presiones de trabejo
mucho menores gue los geles rigidos.

En los dltimos afios se ha incrementudo el interés y la populari
ded de los materigles de relleno de tipo inorgénico. As{, por ejemplo,
tenemos materiules porosos de silice, como los conocidos bsjo el nom-
bre de Spheroeil, rellenos de vidrio poroso de smmrplio espectro de po-
rosided cowo el Bio Glass y Corning Porous Gluss. Los hey tazbién pa-
sivados, es decir materisles a base de silice pasivedos, como los co-
mercleimente conocidos }(~Bondagel (a los oxhidrilos activos de 1lg
silice se los pasiva creando una fase €ter) y Lichrospher (g los uxhi-
drilos activos se los hace reaccionsr con compuestos halosilénicos).
Sobre este dltimo se dardn mes detalles en el préximec capitulo, por
ser el material utilizsdo en nuestras experiencias.

Con respecto & la porosidad de las columnes puede hacerse lua si-
guiente pregunta: ; qué es mgs conveniente 7, ; utilizar una sola co-
lumne con amplia variacidén del tawafio de poro, o un juego de columnas,
cads une cor definida porosidad ?. La respuente es afirmetive pare la
segunda alternative, puesto que contar con unag distribucidn de porosi-
dedes como en el caso del juego de columnas, permite segin los inter-
valoe de pesos moleculagres de interés, cambiar lgs columnss de porosi-
dad mrenos adecuazda por otras mads aptas y lograr con ello unz mayor se-

lectividad en lu determinacidn de pesos moleculares.

2.4 Puse movil

El solvente & emplear como medio de elucidén es uno de los proble-
mas principales cuando se encare la aplicaciébn de csta téenica a poli-
meros, ye& gue el mismo debe cuuplir una serie de requisites tales cowo
el de disolver un ndmero grunde de compuestous, ser fdcirlmente accesi-
ble, y por otro lado, sus impurezes se deteran eliminar con facilidad,

Durante el almacenamiento y vosterior utilizecidn no debe sufrir

cumbios quimicos, no debe ser agresivo a los materiales de relleno de
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las columnas y @ otras partes del equipo crometogréfico, ni tsmpoco
deberg reaccionar con los couponentes g separar.

El eluyente debe también cumplir otros requerimientos desde el
punto de vists fisicogquimico. Por ejemplo, en el caso de ser solven-
te orgénico, debers tener una viscosidad lo mds beja posible, pero
por otro lado no tendrsd que ser demasiado volétil.

Para lu detecciédn, los detectores espectrométricos requieren el
uso de solventes que tengan una absorbencia minims en la zons del es-
pectro a usar. lLos refructémetros diferencieles necesitun solventes
con indice de refruoccidén que difieran (tanto como sea posiktle) del in-
dice de lg muestra. En principio, como vereros wids adelente, debewcs
asegurarnos que el fendmeno que ocurra sdlo ses el de exclusibn, ¥y
esto 1mplica por lo tanto, que no hays intersccidén entre el snluto y
relleno poroso, lo cual se consigue usando solventes termodindmicamen-

Q 51))
te buenosSJ)'eo)'Cl’

. De esta forma se 1mpide o disminuye considera-
blemente toda interaccidr soluto-gel.

Para aquellos sistemes llamasdos "hidrofilicos”, los solventes
més sdecusdos son: agua, metanol, acetona, dimetilsulfdxido, dimetil-
formamids, etc..

Pars compucstos "organofilicos", los solventes mds comuinmente
uaados son el tetrahidrofurano, benceno, tolueno, cloroformo, dioxeno,

trifluoretanol, hidrocarburos clorados arométicos, etc..

2.5 Nétodoe de Deteccidn

La eleccidn de un detector dependerda del tipo de sustancia a
separar y de los requerimientos de sensibilidad en la detecci6n. Ls
eleccidn de un detector en purticular llevuy generslmente a ung si1tua
cién de coupromiso entre los requerimentos de sensibilided y univer-
sglidad y la necesidad de trabo jar bsajo distintes condiciones experi-
rentales (velocidad de flujo, tempersmtura, composiciédn de fgse moévil,
dilucidbn, etec.).

Los detectores mgs amplismente usados pars detectar polimeros
sonn 1los refractdme tros diferencisgles; para ello se usa el sicstera
solvente-polimero que dé una diferencie méximaz en el indice de refrac

cién. Cuantitativamente, la respuests del detector, depende de le re-
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lacién de proporcionslidad que existe entre An ({ndice de refresccién
del polimero menos el del solvente) y lu concentracién del polimero.
For otro ledo, esto implicarie que el {ndice de refrsccién del poli-
mero fuera independiente del peso molecular, condicién esta que gene-
ralmente se cumple pars Beries homélogas de polimeros por encima de
unos cientos en peso molecular, pero para pesos moleculares més bajos,
especificamente en la zona de oligdmeros hay uns dependencia con el
peso moleculafG), que hace neceserio introducir slgdn factor de correc
cidn.

La refractometria diferencial no es especifics, es decir no es
satisfactoria pare monitorear fracciones o una mezcla de polimeros de
distinte composicidén quimica, as{ pues, no hay una regls pare determi-
nar S1 un pico pequefio en una mezcle represients trazes de cowponentes
con ung gran diferenciu en el indice de refrsccifin con respecto al sol
vente, 0 es el componente que esta en mayor proporcidén con un {ndice
de refraccién muy similar al sclvente., Como el refractémetro es un de-
tector diferencisl, deberé contar con una celda de referencis por don-
de pase el solvente solamente, y dado que es capaz de medir diferen-
ciss entre la sexta y séptima cifre decimal (corresponde gproximadamen
te @ un cambio de concentracién de una ppm.), del indice de refraccidn,
durente la opergcibén crowstografica, se debe evitsr que se produzcan
cambios de temperstura, presién, velocided de flujo, etc.. Ademds, el
solvente utilizedo como eluyente se debera desgasificer. E1 no tener
en cuents todos estos detalles puede significar tener "lineas de base”
defectuoaasn.

Ctro de los detectores amplismente usado es el de absorcidn en
ultrsvioleta, (UV). Sus principales ventsjas son: dependencis relati-
vemente pequefia de la respuesta con loe cambics de velocidad de flujo
de la fase mévil y de la temperctura,y olta selectividad. Los hay de
distintos tipos: los que operan con una o mas longitudes de onde bien
definida (por ejemplo el de A = 254 nm., proveniente de la lampers de
mercurio), o aquellos que vienen provistos de monocromadores, que per-
riten trabajsr a variass longitudes de onda. Con respecto a este punto,
pe debe asclarer que wmuchss veces en lu prdctica se presentan situacio-
nez de cowpromiso respecto g lao elecci6én del tipo a usar. Si1 bien el

. . * o .
nombredo en §ltimo lugar, permite trabajar con un intervalo was emplio
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de longitudes de onda, suministra menor intensided de luz (absorcién
del wmonocromador, angulo sdlido mds grande, etc.). Comercielmente se
consiguen detectores de UV de alte sensibilidad, que permiten un in-
tervalo smplio de trabajo.

Detectores en las regién del espectro visible tembién son utili-
zados, siempre y cuando el soluto a detectar absorbae en esa zona. Su
construccién es similar a le del detector UV.

Pare ciertos tipos de compuestos también se usan detectores fluo-
rimétricos e infrorrojos. Estos {ltimos tienen la ventasja de poseer
ung alta selectivided, pero su gran desventaja es la dificultad de en-~
contrer solventes que sean transparentes en esa regién.

Todos los detectores mencionados haste ahors proporcioran el mis-
Lo tipo de informacidn, es decir, cantidad o peso del elusto en funcidn
del volumen de elucidn. Cuslquier informacidn acerca de lg distribu-
cién o peso molecular del soluto detectado, requeriré hallar una fun-
cidén que relacione el volumen eluido con el peso molecular (funcidn de
calibracidn). Sin embargo, existen en cromatografie de exclusibn otros
detectores que por su especificidad se los podris llamar "detectores
mgcromoleculeres", capaces de medir el peso molecular del soluto eluido
sin necesidad de calibrar previzmente el sistema; ellos sun los detec-
tores viscosimétricos y los detectores por dispersidn de luz. Ambos
operen gimultdneswente con detectores que miden la concentrecidn; de
esta maners lg relacibdn entre lg viscosidad relativa o la intensidad
dispersada en funcién de la concentraciébn nes daré el peso wolecular
de la fraoccidn de soluto que eluye pars ese intervglo de volumen de
elucidn.

El divpositivo que mide la viscosidad es sustgncielmente diferen-
te de los viscosimetros comunes usedos para polimeros, pues debers we-
dir continuamente pequefios voldmenes de efluente. Los hay de dos tipos:

aquéllos que detectun a trevés de un meconiswo "discontinuo" el soluto
43),44),45)
L

6 v
vcorntinua” & “automética" o 87

que pasa con el efluente y aquéllos que detecten en forma

2] mecsnismo del viscosimetro discontinuo, consiste en colectar
y cargar sutométicsmente efluente en una serie de viecos{metros en un
gabinete terwostatizado, controlando el flujo que reciben mediente un

3if6n (generulmente tiene 5 ml de capacidad), o un cuentagotas, regis-
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trendo con ayuda de dispositivos Opticos, como por ejemplo fotocélulas,
el tiempo que tarda en escurrir la freccibn colectoda a través de un
capilar de dimensiones conocidas. Estos tiempos son relacionados al
tiempo to de escurrimiento del solvente para obtener la viscosidad re-
lativa'Qr o la viscosidad especifics T?ap’ seglin las ecuaciones (7) y

(8)

t
N, = 3 (7)
(0]
t -t
Ngp = — 7 (8)

donde t, es el tiempo de flujo de la soluciébn.

(%)

Dividiendo T?sp , por la concentracién de la solucidbdn, cbte-

nemos la viscosidsd intrinseca fQ], definida como:

(M= 1in (Mg /e)  (ml/e) (9)
c—0

Extrapolando & concentracidn cero “Qsp/c en funcién de c (donde
c es la concentrecién del elusto, determinado por el detector de con-
centracién), obtenemos en la ordenada [N}, la cual estd relacionada al
peso molecular por ls expresidén general empirica de Steudinger (ver e-
cuacidn 5). Conocidas lazs constantes K y o que dependen del sistema
polimero-solvente utilizado, podewos hallar el valor del peso molecu-
lar sin necesidad de contar con una curva de calibrgcién lcg M vs. Ve.
El mismo razonamiento es aplicable para los viscosimetros "continuos",
con la diferencia de que en lugor de medir tiewmpos, ee miden legs pre-
siones originadas por lg viscosidad del eluato al pasar e velocidad de

fiujo constente por el interior de un tubo caepilar (ley de Poiseuille)

—

(%) La verdadera expresién es 77sp - — , eiendo ' y T}y la visco-

N

s1dad de la solucidn y solvente respectivamente, Sin embargo, pars

mediciones hechgs en viscosiwmetros capilares y a besjes concentro-
ciones (tal que la densidad de la solucibn es aproximademente iguasl

g la del solvente), la ecuacidén (8) es una buene aproximscién.
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de acero inoxidable de dimensiones conocidas. 17r, seréd shora la rela-
cién entre los delts de presidn de la solucién respecto a los delts

de presidn del solvente,

e = k7 (10)

El (R)se calcula a partir de la siguiente ecuacién:

(il-) Tzinh - ..._1... 1n Tzr (ll)

los detectores viscosimétricos continuos requieren uns sensibi-
lided de respuests muy grande, puesto que las fracciones colectadas
tienen una concentracién muy pequetin. Ademds, necesiten otras condi-
ciones operacionales que garanticen la deteccidn tsles como mgntener
lea velocidsd de flujo y temperatura constsnte, flujo laminer en el
cepilar, etc,

El segundo tipo de detector continuo, mide la intensidad de luz
dispersada por las macromoléculas en solucidn. Esta intensided depen-
de de la concentracidn del soluto, del dngulo de dispersidén, es decir
el éngulo que forman el haz incidente con el dispersado bajo el cual
se mide y del tamafio de la macromolécula.

En lineas gensrales, estos detectores” vienen equipados
con ung fuente de radiscién laser (He, Ne) y un sistema 6ptico que
permite hacer mediciones & pequefios gngulos de dispersibn (6°, 7°).
la celda portemuestra esta disefiade de manerz de poder trabsjar con
volimenes pequefios de elugto (aproximadamente 10 M1 de capacidad), ¥y

55). Por dltimo el

algunus permiten trabajar a tewperaturas elevedas
haz disperssdo es recibido en un fototubo o fotomultiplicaedor. E1 fo-

témetro se coloca a la salide de las columnes cromatogreafices junto

(22) La ecuacibdn (11) en realidad corresponde a la llamada viscosidad

inherente T b Pero cugndo trabajsmos a concentrasciones pequefias
in

Yy extrapolamos a concentracidn cero ln1]r/c ve. ¢, medimos en 1lu

ordenada un vaglor de Tllnh muy cercano al [Q]obtenido por extra-

polaciébn de ‘Qsp/c ve. C.
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con el detector de concentrescién. De este modo ase determina en forma
continua y simultdnea la concentracién del eluato y la intensided de
la radiascidn despuds de ser dispersada por é61.

La expresién usada pars celcular los pesos moleculares de las
fracciones eluidas, no tiene en cuenta lg dependencia angular de la
intensidad (estd afectada por el seno cusdrado del éngulo de disper-
si6én). Sin embargo como las medides son efectuadas a éngulos pequefios,
el desprecisr este término no introduce errores en el cdlculo. La e-

cuacién para el calculo es la siguiente:

§ ci & : + 2.A_..C (12a)
- N 2i°%4
é
M = Bt U 2.A. . .C 1 - (12b)
i Fo, 2171

donde Mi: peso molecular de la fraccidbn 1.
A21: gsegundo coeficiente de Viriel (se debe determinar pre-
viamente ).

concentracién de la fraccibn i.

oo

~N O

constante éptica del polimero.

el ]

Gi: exceso de fagctor Rayleigh definido como le diferencig entre

el factor Rayleigh de ls solucidén y del solvente.

54)

En estu técnica, que se la conoce cominmente como LALLS (low

angle laser light scattering), se determina el ﬁ@i y Ci pera cada in-

crezento i de vollmenes de elucidn, y con las constantes K y A21 se

celculan los Mi correspondientes. El valor de A puede conocerse o

21
bien celcularlo (ver apéndice II) y se lo cousidera constante para to-

do el intervalo de pesos moleculares calculados ( = A2). Esto es

A
21
correcto cuando se trabajs con distribuciones de pesos moleculares an-

goetes y soluciones diluidas. No obstante, cuando se trabeje con mues-
tres de distribuciédn ancha y se quiere obtener buena precieidn en las

medidas de M €8 necesarico corregir a A por polidispersidad.

i’ 21
E1l empleo de estos detectores especificos de macromoléculas (tam-
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biédn se los podr{a llamsr detectores gbsolutos), es un ejemplo mas
de la conveniencis de trebajsr en el anilisis cuentitativo en CPG
con méds de un detector7). Le utilizacién sizultdnea de dos o mas de-
tectores permite obtener una mayor y més complets informacidn sobre

la composicién y distribuciédn del peeo moleculsr del polimero.
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CAPITULO III

3) CARACTERIZACION SUMARIA DE LOS GELES DE SILICE PASIVADOS

En el capftulo anterior se describié con algin detslle la im-
portancis y los requisitos fisicos y/o fisicoquimicos que debian
cumplir los materiales de relleno o geles en la crometografie de ex-
clusién cuantitativa. También se menciond un tipo de materisl de re-
lleno inorgdnico pasivedo (gel de s{lice pssivedo). La populsridad
que esta alcanzando este tipo de geles inorgénicos, hace que aumente
la experiencia en su uso y su perfecciongmiento en la fabricacidn,
ya sea en cuanto a la reguleridaed y homogeneidad del rellenoc, como
a la disminucién del didmetro de las particulse y la consiguiente
disminucidn de lgs dimensiones de las columnas.

En la intreoduccidn al capitulo enterior se dejd bien en claro
que el método de CPG es un método fundamentalmente separztivo, y que
para poder realizar un andlisis se debia previamente efectuar una cg
libracién. Zs por eso yue antes de desarrollar una evaluacifan cuanti-
tative del método es necesario calibrar las columnas con que estamos
traba jando, es decir hallar la relacidi entre el peso molecular cono-
cido del polimero y el volumen a que eluye. Previo a esto es impres-
cindible realizar una caracterizacidu sumaria de los geles, que con-
siste fundsmentalmente en comprobur gue existen golamente fendmenos
de exclusién y no otro tipo de interaccién polimero-gal, como son la
adsorcidén, asociacibn, efectos de sobrecarga (filete viscoso), as{
cowo evaluur aproximadamoente la capacidad do separacidn. En lo que
resta de este capitulo se describirdn las propiedades y caracteriza-
ciones afectuadas g las columnas conocidas bajo el nombra comercial

po
Hibar", Lichrospher CH-8, fabricadas por E. Merck, Darmstadt.
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3.1 Ventajas y desventajas del uso de estos geles

Este material ofrece caracteristicas altsmente beneficiosas

colo ser:

a) Altas resistencia mecdnica, por lo que puede usarse a altas pre-
siones s8in que esto tenga consecuencias erosivas sobre el mate-
rial poroso, y tambidn, en principio, permite trabajar a altas

temperaturas.

b) Total inercia quimica, por lo que awplia el nimero de medios de
elucidn a usar sin consecuencias para la estabilidad del gel, cir
cunstancia que puede en determinado caso decidir si la técnica de

CPG puede 0 no ser usada.

c) Su didmetro pegquefio de particula (1C ma), permite disponer de co
lumnss de dimensiones reducidas (longitud-didmetro), con alta e-
ficiencia, pudiendo de esta manera obtener separaciones satisfac

toriass en tiempns relativamente cortos.

Frente a estus ventajas existe potencialmente la posibilidad
de una disminucién de la capacidsd de separacidn por interacci’n es-
pecifica entre el gel de silice y el soluto macromolecular, dada la
gran polaridad de la superficie; interaccidn (adsorcidén u oclusidn)
gque interfiere en el puro fendmeno de permeacibdn por exclusidn. =s
decir al fendweno entrépico-configuracinonal se yuxtapone otro ent4l-
pico de impredecible efecto. Por tal razdn se somete s los seles a
un tratemiento de pasivacidn gue elimina los oxhidrilos superficia-

les por reaccidn con compuestos halosilénicos.

3.2 Deteccidn de posibles interacciones especificas polimero-gel

Uno de los problemas que se presenta en el estudio de los fe-
nbémenos que conducen a la separacidn de solutos de wmuestras polimé-
ricas es el determinar los tipos de estos fendmenos. En cromatogra-
fia por exclusidn el fendmeno preponderante es el de permeacidn o
exclugidn como tambidn se 1o llamaB). Pero eso no implica que puedan
existir otras interacciones soluto-gel, como por ejemplo adsorcidn

u oclusiébn, fenbmenos que producen cambios en el volumen de elucidn
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de las muestras y tambidn deformacién de los elugramss. Los fandme-
nos de adsorcidn pueden incluso ceumbiar drédsticamente la relacidén en-
tre el peso molecular y el volumen de elucidén, dando curves de cali-
braciédn con pendientes totalmente opuestas a las curves de calibra-

Q)

cién donde se pregsenta solamente el fendmeno de permeaciénT (ver
Fig. 1). Por otro ledo, la edsorcidén guarda una relacidén proporcio-
nal con el peso molecular, ejemplo de ello es la separacibdn de oligé
meros por tdcnicas de cromatograf{a de adsorcidn y no por croastogra-
f{a de exclusibn.

En el caso de rellenos inorganicos de sf{lice no pasivados u or
génicos de poliestireno se han encontrsdo interacciones o agdsorcio-
nes en ciertos tipos de solutosg), tal es el caso del nitrato de ca-
lulosa. Este polimero interfiere manifiestamente con rellenos inorgg
nicos de s{lice no pasivados, y es por eso gque nuestrg primera carac
terizacién del relleno consistid en verificar si hab{as adsorcidn con
dicho pol{mero. Se ut1lizd para ello cormo medio de elucidn tetrahi-
drofurano (THF), y la solucidn de nitrato de celulosa en acetona se
inysctd en diferentes voldmenes y distintas concentraciones con el
fin de verificar lu existencia de efectos que provocan variaciones en
los voldwenes de elucidn y distorsidbn de los elugramas. Se varid tan-
biédn el nimero de columnas (para corroborar su cocportamiento inter-
particular) y la permeabiliiad de les wismas, con la finsmlidad de var
si las columnas tienen el mismo coamportamiento 81 el polimero peraca
0 no; es decir observar si hay efectos distintos al de exclusiba. Ls
velocidad de flujo empleada fue de 0,5 ml/min. Los resultados de ta-
les nnalisis estdn graficados en la figura 4, ea la cuel se represen-
ta lu rolacidn entre los miligrawmos de muestra inyectudos y la super-
ficie medida de los elugramas experimentales.

e utilizb para detectar las muestras, un detector UV modelo
440 de la firma Waters o una longitud de onda de 2.540 A.

La pendiente de cuarsnta y cinco grados gie se otserva en el
grafico, nos indica claramente yue lu relac16n entre la cantided 1n-
yectada y el drea de los elugramas son 1adevendientes bajo muy dife-
rentes condiciones experimentales. Tambidn los mdximos de los elugjra-
mas en funcidn de la concentrascidn de la soluciédn inyectada muestran

el comportamiento normal del sumento de volumen de elucifdn por aizento
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de la concentracidn (comparar Amblerlo)), como puede ser observado
en las figuras 5 y 6, para poliestireno estandar.

En la figura 5 se representa la relacidn entre el volumen de
elucidn del maximo del elugrama en funcidn de los miligramos totales
inyectados para concentraciones similsres de poliestirenos de distin
tos pesos molecularos.

La figura 6 representa el volumen de elucibén del maximo en fun
cién de la cantidad total de miligramos inyectados, pero para dos con
centraciones distintas de los mismos pesos moleculares. En ambas fi-
guras se puede observar que a cantidades de inyeccibn pequetias, los
volimenes de elucidn no varian.

Las soluciones de poliestireno fueron preparadas en cloroformo,
siendo éste también el eluyente. Se trabajd a una velocidad de flujo
de 0,3 ml/min, y a una temperatura de 25°C. Los valores del Ve,max.,
fueron corregidos usando 1,2,4 triclorobenceno comxo patrdn interno
(ver Capitulo V).

Los mismos resultados que para nitrsto de celulosa y poliesti-

reno se obtuvieron para poli-beta-propionlactona en diferentes solven-

tes como cloroformo, diclorometano y tetrahidrofurano.

3.3 Determinacibn de la capacidad de resolucién de los geles

La eficiencia de los mecanismos de separacidn estan asociados
a dos factores: la separacibdn de dos picos contiguos, y el ancho ds

1)

. L 1 . .z
pico. Giddings definid la resolucidn como:

A = _Ave (13)

4V
donde AVe es la separacidn de dosg picos contiguos expresado como la
diferencis de sus voldmenes de elucidn; U es la deaviacidn procedio
esténder de pico. Para que la separacidn sea razonablemente buena, la
resolucidn R, tendrd que tomsar el valor uno o0 wmayor.

En cuaslquier wmétodo cromatografico hay sieapre procesos que con
tribuyen a la eficuacia de 1la sepuracidn, y procesos que caugsan disper
si1naes 1ndeseables, que perjudican la eficiencia. Xs por eso que antes

de emprender la tarca de caracterizacibn cuantitativa de las columnasg
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A 35,000 (4,45 mg/ml); 0 110.000 (4,20 mg/ml); @ 233.000
(4,33 mg/ml); % 470.000 (4,27 mg/ml).
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cromatograficas, es conveniente cercinrarse si less mismas cumplen con
valores de resolucién minimos para poder ser empleados en el andlisis
cuantitativo. Para expresar la eficiencia de las columnas en cromato-
grafia en general, se usa el concepto del nimero de platos tedricos
(N) definido pors:

¢ 2
| i ) (14)

L 4%

N = 16,

Si bien la expresidén anterior tiene un uso amplio en cromatogra
f{a liquida y gaseosa, en realidad para determinar capacidad de reso-
lucidn en cromatografi{s de exclusién no nos sirve, a 1o sumo nos darg
idea de la bondsd del empaquetamient012). Un punto de vista mas realis
te en este tipo de tdcmica es el de vincular a la resolucidn el peso
molecular y el ancho de bese de pico. Siguiendo este principio se han
Jefinido diferentes pasrametros de resolucidn, los cusles dardn una idea
de la eficiencia de la resolucidén de las columnas empleasdas. Dentro de

ellos, slgunos cominmente empleados en CPG estan dados en ls tabla 1.

TABLA 1
Té rmino Simbolo Ecuacibn
(Ve, - Ve_.)
. 11) 1 2’
Resolucidn (Ml + M2) R R = 2. CT—

1 l
nesoluciodn 2 (Ve. - Ve.)
especifica (M, < M,.) Rs 50) R8s = : 5

P a iy 2 = (W,+W_).log M, /M
1 2 2 1
W, + W

1 2
Indice de - Ml 2(Vul-V02)
resolucidén (M, < M) RI RI = |=—"—

1 2 M2

en todos los casos, M corresponde al peso molecular gbsoluto,

¥ gl ancho de pico, wmedido entre lus 1intersecciones de las tangentes
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a la curva en los puntos de inflexidén y la linea de base, y Ve el vo-
lumen de elucibn del pico del elugrama. R, Rs, RI iguales a cero indi
can que no hay resolucidn, mientras que el valor méximo que puede to-
mar RI1 es la unidad.

En la tabla 2, se incluyen algunons de los resultgdos obtenidos
con un juego de columnas inorganicas pasivadas por silanizacidn con
un tamafio promedio de particula de 10 Mm. Las muestras inyectadas fue
ron de poliestireno estandar de peso molascular conocido. Las solucio-
nes fueron preparadas en diclorometano de calidad espectroscépicas,
si1endo éste también el eluyente. Las variables operacionales como tenm-
peraturs y velocidad de flujo se mantuvieron constantes a 25°C y 0,3
ml/min respectivemente, usando un detector UV pars detectar las mues-
tras.

Sobre la base de los tres términos definidos en la table 1, se
investigd la influencia del peso wolecular en la resolucidn y qué e-

fectos e jerce sobre ella la cantidad inyectada.

TABLA 2

4) Influencia del peso molecular

Pesog moleculares de los

pares analizados a) R 2 R1 LY Rs )
3.600 - 9.177 0, 23 0,02 0, 83
38.000 - 111.000 1,08 0, 37 2,34

a) Corresponden a los pesos moleculares viscosimétricos

b) Cealculegdos segdn ecuacionea de la tabla 1

B) Influencia de la cantidad 1nyectada

JM 2
Par 1
M2

233.000

It

383.000



~34-

Cantidad inyectada

en miligramos R RL Rs
1,3 x 1073 0,39 0,28 1,80
15,5 x 107° 0,43 0,32 2,01
26,0 x 1073 0,44 0,33 2,06

c) Las muestras fueron mezcladas en igual proporcién a uns misums

concentracidn

Tomando como referencias 1los limites superior e inferior de
exclusibn para esae juego de columnas, que son de 106 y 80GC e¢n peso
moleculsr respectivamente, la tabla 2-4 nos 1indica, coupsrando entre
si los valores calculudos para los tres parametros de resolucidn,
gue la eficiencis de separacidn es wmayor en la zona intermedia de ese
rango de pesos moleculares. Una pobre separacibn se tiene psra el par
de pesos moleculares mds bajo, debido principalmente a la cercania
del limite inferior de exclusidn, eg decir cuando la muestra ssle con
el frente de solvente {(que es lo que ocurre pars un peso meolecular
de 800). Los valores obtenidog de los pardmetros de resolucidn nos 1n
dican que este tipo de columnas posee una buena capacidad de separa-
ci6n y selectividad modersda, comparando con los valores obtenidos

: 13),51)
pars otros materigles de relleno .

sn cuanto g los valores de la tabla 2-8B se observa un ligero
gumento de los tres paradmetros con el gumento de lu cantidad inyecta-
da, Sin embargo, toda conclusidn al respecto seria arriesgads, puesto
que Se necesltarian més datos sobre el particular y por otro lado el
dnico propdsito perseguido era el de ver cowo se comportabsn les co-~
lumnas para cantidades de wmwuestras que usarexnds en experiencias poste
riores y gue ademds son lag que comunmente se utilizen ea croamstogra-

f{a analitica de permeascién de geles o CPG de alta resolucién.



SEE e

CAFITULO IV

4) CARACTERIZACION CUANTITATIVA

4.1 Introduccidn al andlisis cuantitativo on CPG (Calibracién-Disper

sidn)

Las determinaciones analiticas cuantitativss de lss distribu-
ciones y pesos molecularcs de polimeros, no es posible obtenerla en
forma directa. Parg ello se requiere 1o que se conoce como funcidn
de calibracibn, la cusl vincula el volumen de elucibdn, que es la va-
riable operativa experimental, con el paeso molecular de la sustan-
cia que eluye. Por intermedio de esta funcidu, transformsmos la cur-
va de elucidn experimental (relacidn de cantidad de sustancia-volumen
de elucidn), en la distribucidn de peso molecular (relacidn de canti-
dad de sustancia-peso molecular). No obstante, el peso molecular pro
medio o distribucidn de peso woleculsr asi obtenidos son aparentes,
dado gque cada componente de lg mezcla polimoleculsr ze dispersa sobre
un 1ntervalo determinado de volumen de elucidn. Esto hace que el vo-
lumen de elucidn dei maximo de lg curva experimental con que expresa-
08 la funcidn de calibracidn ses la contribucidén de dos factores: i)
la polidispersidasd del polimero, 1i) la dispersidn que sufre cada coum
ponente de la mezcla polimolecular.

Un esquema de la contribucidn de las especies al crouwatograma
total se puede observar en la figurs 714).

La funciédn que describe la dispersidn se llawma funcidén de dis-
persién, o dispersidn instrumentulib), gque @8 8l resultado de varios
factores operativos como: técnica de inyectar la muestra, slstena de
deteccidn, volumen muerto del aparato, calidad de empaque de las co-
lumnas, concentracidén y cantidad total de wmuestra procesada, viscosi-
dad del eluyente, teuperatura de operacidén y mecunisaos do transporte
del soluto a través del medio poroso. Este dltimo factor es al parecer
el preponderante del fendmeno de dispersiénlé). A ello ha contribuido

el perfeccionsziento en la tecnologia de los equipos anuliticos, de
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tal manera que les otras contribuciones a la dispersibn sean minimas.
La Fig. 7 indica que es imposible hacer una evaluacidn cusntita
tiva directamente del elugrama (cromatogramg totsal), yas que para el
caso de polimeros no podemos evaluar las especies individuales que lo
componen, 8 10 sumo podremos obtener la cantidad total de muestra cro
matografinda midiendo el dreas total del elugrama, previe normalizacién
de la respuesta del detector. Luego es imprescindible paras hallar las
especies yue componen el polimero, conocer a qué volumen eluyen, lo
que se logra calibrando el sisetema con muestras de pesog moleculares
conocidos determinundos por wétodos absolutos, asi como determinando la
dispersid6n de cada componente. Surge de este raszonamiento, que cuaando
se determina la cglibracidén forzosamente se debe tomar en cucntz la
digpersibn. Bstag circunstancia no es siempre tenids en considerscion
en la literatura pertinente. 51 presente trabajo tiene como ung de sus

metas el tratamiento conjunto de calibracidn y dispersiidn.

Raspues-
ta del De-
tactor
(Ina’. Rcfrf:&.zj Croma.JCOEPdmd
Tetal

Fig. 7 Contrivucidn de las especies gl cromatograma total

Exiaten en la literatura distimtos método:z con correccién por
dispersidn. 2Zn forma aproximada eso3 métodos los podemoy agsriupar en
tres clases. Unag primera clase eutd conatituida por los procsdimien-

‘ L . 17),18)
tos gque usan la tecnica del tlujo invertido .
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Una segunda clase de métodos esta constituida por aquellos pro-
cedimientos que se basan en la suposicidn de poseer suficiente numero
de muestras poliwméricas, con conocida distribucidén de pesos molecula~-
resl9),20).

La tercera clase de métodos, supone poseer muestras de polimeros
con conocidos promedios de pesos molsculares y operan con hipotéticos
tipos de funciones tanto de calibracidn como para la dispersién2lJ’22).

Los dos dltimos métodos mencionados, pueden resolver siuultédnea-
mente calibracidn y dispersidn. Las técnicas o métodos que usan el flu
jo 1nvertido permiten en principio obtener la funcién de dispersidn en
forma directa, sin embargo la e jecucidn experimental de esta técnica
choce con ciertas dificultades relacionadas con los posibles efectos
de la inversidn de flujo sobre el relleno de las columnas que podrian
conducir adn a la inutilizacién de les mismas y por lo tanto no puede
ser usadas en columnas de alta resolucidn como en el caso presanta. Tam-
poco son aplicables aquellos métodos que suponen poder operar con mues-
tras poliméricas de conocida distribucidn, porque o bien hay carencias
de tdcnicas de sintesis al respecto y/o falta de métodos adecuados de
medic1én de distribuciébén de pesos moleculares con la exactitud 6 univer
salidgd requeridaes. Por #dltimo, la suposicibén de determinnio tipo de
funcionabilidad paraz las curvas de calibracibén y/o dispersibén trae el
inconveniente de forzar le interpretacidn de los datos experimentales
en térmwinos de las hipotéticas relaciones, sin poder evaeluar el error
que se comete en cada caso.

En este trabajo se desarrollara un método gue permits ambas co-
sas, es decir varier el tipo de funcionalidad en la calibracidén y an
la dispersibn, y al wiamo tiempon usar ang tdécnica que no3 perwmlta Opti
wizaur los parémetros con los cuasles estanos trabajando. Esta téenics
de optimizacidn se basa en el criterio mds universalmente usado que es

el de cugdrados miniwmos.

4.2 Nétodo de los promedios aparentes de peso moleculnr

£l método perumite obtener los vglores de los pardmetros de cgli-
brecién y dispersién, seleccionandolos previscente, pudiendo optar por

aquéllos que me jor reproducen los resultados experimentnles. El wftodc
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presupone el conocimiento de promedios de peso woleculgr de distintas

muestras de polimero y las correspondientes curvaes de elucidn.

4.2.1 Fundamento del método empleado

5)

Fue Tungl' , Guien basandose en una serie de suposiciones que
se vergn més adelante, desarrolld en una forma relstivemente simple
en cuanto & su interpretecién ls ecuscién que lleva su nombre, origi-
nando un gran impulso en el desarrnllo de nuevos métodos pars corre-
£ir ensancharcientos de bande en el calculo de pesos moleculares y su
distribucidn.

Supongamos en un primer momento gue tenemos ung muestrs congis-
tente solamente de un componente simple i, que sufre una dispersidn
geussiana. El elugrama representado por lz funcién £(v), para este ca

s80 tendrd lu forma:

1 2 2]
f(v) = ————— exp |~(v-y.) /2 ¢ | (15)
Jom T, : ! i)

donde Q& , representa lu desviacidn estandar de la distribucidn
gaussiana; Vv = volumen de elucidn; Yy = volumen de elucidn del maximo
del elugranma.

El elugramg de una muestrs poliméricae, consiste de muchos picos
solepados {ver Fig. 7). La funcibn f(v) estard representuds por la su-

ma de los elugramses individuales,

[

exp |=(v=y.)/2 ¥ (16)

— 7 Lt
% Jor T, : L 1,

i=1

donde ¥i es la fruccidn de peso del ceomponente i, y n es el numero to-
tal de componentes. in estu ecuscidn gueda iwmplicirto que lg dispersidn
de un componente no es afectadas por la concentrecidén de otros componen-
tee de lg muestrs.

Fara un ndwero grande de coumponentes la sumstoria de 1o ecuncibn

(16) puede ser reemplazads por ls integral siguiente:
: % SN
fiv) = jyb W(y) ————l:—— exp |-(v-y)°/2 \3&1
Jorr U : #

-~

k3
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La funcién W(y), representa la frecuencia de peso de los componentes
que tienen el volumen de elucidn y los limites de integracién ypJ e yb,
corresponden a los voldmenes de elucién del componente més bajo y més
alto de pesc molecular en lu wmuestra. Estos limites pueden ser reemplg
zados por v8 y vb y, volumen inicial y finsl del elugrema, 0 bien ex-
tenderlos a mds o wmenos infinito.

Si la dispersion no es gaussiana, la integral (17), puede ser
escrita en forma general:

400
tv) = [ Wiy elv,y).ay (18)
~00
donde g{v,y), represents la funcidn de dispersidén en general.

A la ecuacién (18), se le llama comdnmente "integrel de convo-
lucidén de Tung", en la cual f(v) y g(v-y) son conocidos y W(y) es la
funcifén a calcular (distribucidén de peso wmolecular corregido por dig
persidén). Esta denominacién de integrel de convclucidn, s6lo es véli-
da 8i la funcién de dispersién o el nicleo (kernel) de la integral
(18) es funcién solegmente de le diferencia (v-y), implicendo con ell
que g(v-y) es Unicamente funcidén de la diferencia v-y y ademds no de-
pende de lg concentrscién del soluto. En general la ecuepcifén (18) co-
rresponde a una ecuacidn integrel singular de Fredbolm de primers cla

o
EEaJ), dado que g(v-y) puede depender de v e y individuglmente y no
s6lo de la diferencia. Ademds, lu funcidén g puede mostrar una ciertsg
dependencia con le concentracién, por lo gue deberemonge asegurarnog de
trobajar a concentraciones tgles pars las que sen golamente funcidbn
del volumen de elucidn.

La deteruminacién experimental de g(v-y) por medio de la ecun-
cibn (18) exigird el conocimiento de W(y), y esto implicaria a su
vez, operar con muestras poliméricas de distribucidn conocida y co-
lurnes crometogréticas cuya funcidn de calibrecidn se conoce. Tal
procedimiento ocasionalmente aplicado, €5 experimentolmente muy di-
f{cil de llevar & cabo, por lus dificultades que ofrece conocer con
guficiente exactitud W(y) y por otro ludo, la no existencia de pro-
cedirientos experimentsles que nos provean la funcidén de calibrecidn
sin tener que recurrir directe o indirectsmente o alguna suposicidn

sotrc g(v-y). Sin embargo, es posible salvar estas dificul tades, reem
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plazendo lu relacién directe de f(v) con W(y) de lu ecuacién (18)

por la relacidn de los mowentos de pesos molecularee aparentes,

B i ® calculagdos g partir de los elugromgs experimenteles, con
' L]

los momentos de pesos moleculsres verdaderos, Mp cal.’ obtenidos por
, L]

técnices de mediciones osmométricas, viscosimétricae y de dispersién

de luz. Las definiciones de ambos momentos, estén dedos en ls8 ecua-

ciones (19) y (20).

4 OO
1/k
=1/k K, 7
/ - { f(v).MN {(v). dv ! (19)
k , Opar. 2o )
_1/p ¢ £ 1/p
M . = W N* .d 0
Jp,CE}-L- LJm (y) y) .YJ (20)
b 1/k
I : eg el peso molecular promedio aperente, celculado directe-
£,8par.
mente de la curva experimental
1/p
g, adl corresponde al promedio de peso molecular calculado a par-
’ L]

tir de lg curva de distribucidn de pesos moleculares W(y).
M(v)=M(y): representan la funcidn de calibrucidn experimentsal.

Awbos wmiembros en (19) y (20) se elevan al mismo exponente pa-
ra expresarlos en unidades de peso molecular.
Es posible relascionar matemgticamente ambos momentos simplemen-—

te reemplezando f(v) de (18) en (19)

400 4O +00
o = [[wy).glvey) vy ayeav = [0 av [ #(y).glv-y) .4
“k,apar. - gab‘y cBAV=Y oM - 8. - 1«0‘ Je Ja) J)& Y).ay

(21)

De ls ecuacibén (21), es necesaric obtener una expresidn de

, donde por un lado aparezca la distribucidén W(y) y por el

K,apar.
otro las funciones de calibracidén y dispersibn. Esto se consigue usan
do lg regla de Lejbnjt224), por lo que la ec. (21) se transforwa en
40O
il = j / i glv-y).dv (22)
iK,apar. o0 .

4)

Con lg ayuds de (2C), es posible demostrar oue2 (22) conduce
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_1/k _1/p
= M vl (23)

K,apar. p,cal.
donde L es una funcidn que contiene los parémetrvs de cslibraciédn y
dispersién y es independiente del volumen de elucién.
Ademfis k = F(p), pudiendo F contencr perdumetros de dispereidn
y calibracién.
Si optimizemos los velores numéricos de los pardmetros de ca-
litrucibn y dispersidn contenidos en L y F, podemos llegar a la si-

guiente igualdad:

=1/p 7L/ D
= b

MD,EXPer- p,cel. (24)
Ml/p l 1 d \ 1 l ‘j‘ ddc’ o
D, eXper. son los valores de pesos moleculamres medidosz expericen-

talmente.

Ml/p ¢ son los valores de N con (23), usendo los pardme-
p,cal. pyceal. -

tros optiwizados.

Concluyendo con el desgrrolloc anterior, dadazs las funciones de
calibrecidén M(v) y la funcibdn de dispersidn g(v-y), y conociendo el
elugrema experimental f(v), es posible aplicaer el método de los "pro-
medios eparentes de peso molecular", llegendo a le igualdad (24) op-
timizendo los parametros de asmbas funciones de calibracién y de dis-
persi1én. Como esa optimizacidr se reslizaré siwmul taneswente paras ve-
rios velores experimentales (que superan el numero de parémetros s oOp-
timizar), el problemeg se transforma en uno de regresiédn numérice. Tan-
to paru juzger la validez del wétodo, como para la posibilided de apli
cecidn experimental, se hace necesurio ver bajo qué condiciones se cul

ple lg expresién (23).

4.2.2 Condiciones de aplicaci®dn del método

Fundementalmente lg ecuacidn (23) deberd cumplir las siguientes

condiciones:
I)Velidez del formclismo de Tung.

Esto, como se dijo anteriormente, signitica que en le ecuacidn
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(18), g(v-y) sea una funcidbdn univoca del volumen de elucidn, es de-

cir que no varie con la centidad inyectada totsl del polimero croma-
tografiado. Ests condicién fue verificada experimentelmente, compa-
rando el volumen de elucién del wdximo con la cantided inyectaeda co-

mo muestra la figura 5 del capitulo III.

1I) Existencia de lg funcidn L.

La funcidén L, deberd ser funcidbn exclnusive de los pardmetros de
g(v-y) ¥y M(v) e independiente de los detelles de la distribucién de
pesos moleculgres W(y). A su vez lu existencia de L dependersg del ti-
po de funcibn metemdtice de M(v) y g(v-y). Para la mayoria de las fun
ciones propuestss en la literatura L ex1ste24 , por lo tanto el méto-
do permite tratar log cesos de analisis cuantitetivo que se presentan

en cromatografis de exclusidn.

1I1) Existencie de polimercs como material de calibracién.

Desde el punto de vista experimentel, el método exige el cono-
cimiento de dos promedios de peso molecular por muestrs de polimero
usade en la calibracién. El nimero total de promedios a usar depende
de lg bondad que se requiers en la optimizacidn de los parémetros
(ver ec. (26) secc, 4.3). Por otro lado, no se requiere ninguns 1in-
formacién sobre lsg distribucidn de pesos woleculsres de les muestras

usadas en el método.

IV) Existencia de un método de optimizacidn de purdmetros contenidos

en la funcibn L.

Yare hallar la igualdad (24) es neceserio optimizar los valo-
res numéricos de los psrdmetros contenidos en L.

El wétcdo numérico de optimizacién wds ewpleado es el de cua-
drados minimos, pero dado que dicho método es apliceble g ecuaciones
lineales, no es posible userlo pars optimizar la ecuacidén (23), por
la no linealided de la nmismag. E1 método de optimizacibn que se splicé
ern este caso es un método numérico que estg fundamentado en €l crite-
rio de cuedrados minimos, cominmente denominado "wmétodo iterativo de

n25)

Gauss
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4.3 Procedimiento numérico de optimizacibn de pardmetros. Método

6)

iterativo de Gau882

La ecuacidén (23) puede ser escrita en forma general como uns

ecugcidén que contiene n psrametros a determiner:

& ome F(Pl,P ...,Pj...,Pn) (29)

2

1/p

b, cal (o0 su logaritmo
, L2

Aqui Z representg el peso molecular, M
en la ecugcidn (23)).
E1l procedimiento consiste en obtener valores de los parametros
tales que winimicen a S de la ecugcidn:
N ) N
2 (Zexp—anl)i = } Ai° =
i

i=l i=1

o

(26)

donde N significa el nimero de vglores experimentales Zexp. En otres
pelatras N significarie el numero de los diferentes pesos woleculares
promedios tomados en consideracidn pare eplicer la ecuecidn (20) y la
(21).

La iteracién comienza dando un conjunto de valores aproximados

de Pj oy 8 los n perdmetroe Pj’ obteniéndose entonces un valor ini-
".

cial ZO que corresponderd o la primera aproximacidén en Z. Es decir:

P co P P ) (27)

= F(F 2,0° 3,0°°"" 0,0

“cal, 0 1,0’

Pore poder me jorar este primera aproxiracidn ZC’ €8 necesagrio
calcular la modificacidn BPj 0 de los Pj o' 108 cuales son capaces
? ?
de minimizar S. Esg modificacidn puede ser expresada medliente el de-~

sarrollo en serie de Taylor:

n
7 = l'E/]l‘Y L’T" ) BP 28
cal,l anl,o ’ 2;1 /LIJ)O J ( )
Bste 2, calculedo, introducido en la ecuscidn (26) permitirs
caelcular los n velores de ESP‘j g bor medio de n ecumciones lineales,
’

deducidas a partir de (28).

Por condicién de minimo sexgdn (26), se tiene:
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_Na-
(98/0F,)g = 0 = -2 2;5 (oz/apj)o,.1 Ai (29a)
LN“ N N
_Ai.( Qz/%P ) =y (ez/%p ). .. ~ (9z/eP.),. 3P
1=1 3°0,1 i1 170,17 £+ j’0,1%% 3,0
(29b)
{ gt i = Z - . ' 1 8-
Aqui hemos puesto 41 cal, 1 anl,O (ec. (26)), lo que sig

nifica que adjudicamos los errores Ai a lg falts de velores dptimos
de los Pj' lo que constituye la hipdtesis fundementel en el método

de optimizacién de perémetros por cuadrados minimos. Existe una ecua-
cidn (29) por cada parametro Pj” es decir, se tratg de un sistemas de
n ecuaciones linesles con los desconocidos SPj, cuya resolucién pro-
porcionsréd los vaelores de los misuos.

Los valores me jorados de los parimetros Pj sergn ahora:

P. = P + oF. (30
iy 1 3,0 3,0 )

£stos vaglores de Pj , se introducen en lg ecuacidn (27) y se
]

celculan los nuevos vglores 2 con los cueles se repiten los pa-

cal,l

s08 originalmente dados con Z 01.0° El proceso se repite (iteracidn)
1,0

haste que un nuevop paso no introduzca cambioe significativos en los
velores numéricos de los perametros.

Lg ecuacidn (29b) se puede expresar de acuerdo al algebre ma-
tricisl com025)

M.O = v (29c¢)

donde M, representn une matriz cuadrada simédtrica

=

(Mgg) = J_ (ez/ora); , (93/0%p), 4 (31)

"

v es un vector cuyos componentes son:

N

o o 9%/ DF :
vj - ) (LL;D:J)i,O Ai (32)
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S , eas el vector de oF, componentes. El vector O se obtiene &

partir de la ecuacién (29¢c) por inversién de la mstriz

S« Wi (33)

Una dificultad que puede presentarse en el cdlculo y que ests
contempleda en el método es que los BPJ, tomen vglores iniciales
grandes debido & velores grandes de M. El1 trabajar con estos valores
de deltas grandes, puede producir fuertes fluctuaciones o saltos en
las sucesives iteraciones, dendo como resultado que la convergencie
entre los psrémetros experimentales y calculados sea muy lenta. Para
poder eliminar este efecto, ee necesario trebajasr con velores més o
menos pegqguerios de BPj, Una forma de lograrlo es dividir a los 6P‘_j 0
algunos de ellos por un numero entero mayor que uno. Muchas veces es
suficiente con hacerlo una vez.

E]l método nos perwmite ademds, comprobsr el grado de optimiza-
cifn slcanzado. Supongsmos pars ello, gue s* represents el valor mi-
nimo de S (ec. (26)). Por expensibén en serie de Taylor alrededor del

minimo, nos queda la siguiente expresidn en S:

n
s =8 4+ 3 (@s/op ) 5P, +
=1 J !

n n,
) Yy (9°s/op
k=1  j=1

P !3—"
i

UfJ)afJaPk+ )

=

(34)

Las condiciones que se imponen a la ecuacién (34) son lus si-
gulentes:
' 0 si  j=k=o
5Pj = &P

es decir que cuando estamos calculando un pardmetrc los otros son
mantenidos constantes,
Con estss condiciones y lea ecuacién (29a), la ecuacidn (34) se

reduce g:

05
Fhy = | 2.(5-5%)/ (9P5/0%°) J (35)

(5-<*), se puede expresar como uns cstimacidn de variancias residua-

les. En ese caso se obtendrie
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(5-5*) = $*/(N-n) (36)

donde N es el numero de promedios ussdos y n, el ndmero de pardme-
tros.
El significado geométrico de &Py (ec. (35)), puede ser ilus—

trado de la siguiente manera:

Fig. 8 Interpretecidén gréfica de la definicién &P

of »

For ecugcién (26), tenemos:

. N
9°s/9PS = (Ufepx) § | 2(-vZ_ /0By), O
Saa cal i
d=
N_ ) 2 ; ..?_ -\:{.._ ]
N 2
®2 ) {9z, /0%)" (37)
i casL )
p ¥ L

Con el objeto de tener una medida de lg bondad de la optimiza-

cidén de los pardmetros, se detfine el "indice relativo de indiferen-

25)

cia" como
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dPy

Re( = (38)

Peg
Reemplazando (36) y (37) en la ecuscidn (35), y esta Ultimas en

la expresibén (38), se obtiene le expresién genersl:

0,5
S*‘
Pi(N-n) el (92

) ¥
—i—;'i' cal

Ry =
2

2% ) .
2N

Si el valor de R« <<1l, los vsglores éptimos de P, fueron bien

deterrinados, lo contrario ocurre cuando o 321,

4.4 Planteamiento del calculo
4.4.1 Funciones de calibracién y dispereidbn. Criterio de seleccidn

La funcidén de calibracidn wmés cominmente useds en CPFG, es aque-
lla que relaciona directemente el peso molecular con el volumen de

elucién., Es decir, tiene la foruwa:

In M = A - B.V (40)

donde N peso molecular

"

A,B = constantes posgitivas

v volumen de elucidn

f

Este expresidén logaritwice linesl muchas veces no alcenza para
describir le curve de caglibracidn en el ceso que el espectro de pesos
moleculares g cubrir sea muy grande, por lo que su empleo puede treer
serios errores. Para me jorer esta aproximacibdn, lo que se hace es 1in-
troducir un factor de curvatura a la ecuacidén lineal. Generalmente se
ueeg una relacidn logaritmica psrabdlica

In M = A = B.V + C.V° (41)

donde A, B y C son constantes.

&8 necesaric mencionar aqui el procedimiento comin que se sigue
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para la construccidén de la curve de calibracibén experimentsl: se toms
algun promedio de peso molecular conocido y se lo representa versus

el volumen de eluciédn del maximo del elugrame obtenido. Esta correla-
cién peso molecular-volumen de elucién del mdximo, no es correcta (so
bre todo en polimeros de distribucidén ancha) puesto que el volumen de
elucidén del méximo del elugrama no tiene porqué coincidir con el volu
men de elucidn correspondiente al promedio de peso moleculer elegi-
d067). Picho de otro mocdo, no hay una correspondencis directs entre el
peso molecular y el volumen de elucidén del mdximo, sino que ls relaciédn
dependerd de otros factores como son el tipo de promedios utilizados
en la calibracidn, la dispersibn (g(v-y)), y la distribucidédn del poli-
mero (W(y)).

La eleccidén del tipo de funciédn de dispersidn resul tsa més difi-
cultosa. En el ceso de poseer muestras de polimeros totelmente unifor-
mes respecto del pesc molecular, la curve experimentegl coincide con
la funcién de dispersién de acuerdo a la ecuacidén (18) de ls seccidn
4.2.1 (ecuacién de Tung), en donde W(y) es reemplazamdo por una funcién
delta. Desde el punto de vists experimental, la completa uniformidad
de lg distribucién de peso moleculsr, sbélo se puede obtener en la re-
£1i6n de los oligdmeros.

BEn el caso de polfmeros de slto peso molecular, tal cosa no es
posible, ya seag por razones de gintesis como por la carencia de méto-
dos de wmedicidn suficientemente finos como para asegurar la existen-
cia de la uniformidad regquerida, segun lo expresado antes.

En el caso gue las condiciones operativas lo permitan, 98 posi-
bie usar la técnica de flujo invertido que nos proporecions le funcidn
de dispersidn, eliminando la contribucidén de la digtribucidn de peso
molecularl?).

La funcidn de dispersidn was cominmente usada en la bibliogra-

. 64),65),66),68),0tc,

fia , 09 aguélla de tipo simdtrica o funcidn de

diaspersién gaassiana.

1 ' 2 o 2
g(v-y) = ————  exp ’—(v—y) /2 G | (42)
D
donde y = volumen de elucidn del poilfmero en el cuaso de no existir

dispersidn.
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<
1}

volumen de elucidn

\,

D parametro de dispersidn

Una derivacién aproximada de (42) para CPG se puede ver en H,
Hess y R.F. Kratz69).
En el caso de exiatir asimetr{a, se puede ugsar una funcién de

dispersidn del tipo

glv-y) = . {1 +’F(v—y)/‘fD} 8Xp [—(v—y)2/2 Vg ] (43)

2 VD

BEl parametro 7T es proporcional a la asimetria de la funcidn de
dispersidn.

Las ecuacionss (40), (41), (42) y (43) son las expresiones uwis
comunmente utilizadas en el andlisis cuantitativo en cromstografia de
excluoidn.

En vists de ello se aplicard el "wétodo de los promedios aparen-
tes de peso molecular", considerando alternativamente las distintas
combinaciones de funcidn de calibracidn y funcidn de dispersidn. Pars

ello conviene efectuar el siguiente ordenamiento segdn los casos:

4.4.2 Cas0 I: Curva de calibracidn logaritmica linsal (40) y funecidn

de dispersién gaussiana (42)

.. 24) T .
Para este caso usando la exprssidn logaritmica de la ecuacion

(23) (pég. 41) se obtiene:

7 = 1n % /P - -In L + 1n W%
p,cal. k,apar.
B? w?
Pe - D _ + &0 .
' - cO
con p = Kk

L = - p.B2. qi/?

kEsta ecuacidn es similar a lu obtenida por YHamielec y colabora-

29)

dores :

Las derivadas parciales respecto de 1los parametros de calibro-
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\
cidén y dispersidn son respectivamente26’
D, = @ln WP /@4 =1
1 pycal
_l/'p .
u [/ R ) A B — .
D2 = ¢1ln Np,cal/c )3 J p BY
1/p 2 2
= O l & = =- .B
03 ¢ 1ln Mp,oal/ \}u p
o (A=BV) o (
donde J = Jﬂf(v) ; g sy dv/ f.f(v) oF A"Bv)dv
— 00 i
Segin las ecuaciones (29b) y las derivadas Dl’ D2 , D3, nos que-

da un sistema de ecuaciones que por medin de (29c) nos permite calcu-

o Bny, BB, aﬁg (ec.(33))

g N 5 N_ N 5 N
I ) 3B D D OV, = D
{zi)l'i b ’ %;1 Ul,lni, ’ Z=i l,l 3,1 dhﬁ Z:i 1,1 Ai
N an 5 N 5 N
I D D 3ND = D
l=iJP,1Dl,1 Sk + &;— DZ,LBB N Z;T 2,1 3,1 3 D g;; 2,1 Ay
N B N, L, K
i i D, . . OB Do N = D
%:ibg.l 1 3A + ! - 3,102, 1 + %;I 3,4 BwD %;E 34 A1

Dandole valores iniociales a A,B, Ug obtenemos las correspon-
dieates derivadas. Del gistema de ecuaciones anteriores calculamos
los 04, 3B, BQE correspondientes. Estos valores numéricos rcempla-
zados en la ecuacidn (30) nos dan los nuevos valorss de los psrame-
tros y por ende posibilitan una nueva iteracidn, hasta llegar a valo
res numéricos tales que practicamente no varien por nuevas iteracig

nes.

4.4.3 Caso II: Curvy de calibracibn logaritmica parabdlica (41) y
funcidn de dispersifén gaussiana (42).

: : Y 24)
La ecuaciédn correspondiente a Mp cn1 °9 3
y
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Z £ 1ln Ml’p

cal
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= = In [(l + 2 Cop Vg)o’s/p.exp

[ » il
p hD

(B2-4A.C)

-

2 (142 C.p.%

o N

2

k(A-Bv+0v‘)d

2
k (A-Bv+Cv )dv

$0 2
k(A= C
= ——%{-—ln f f(V) a (A BV+V )d
2
donde k = p/(1l+2Cp WD_) Yy
2,.°2
P Ui (B =4aC)
_ D
L = (1+2Cp *&%)0’5/p aXp 5
2 (1+2Cp G2)
D
Las derivagdas parciales son:
B “l/p ]
= o (™ DA =
D1 1n Np,Cal
D = 01n /P /2B =~ k{d/p + B T2)
2 P, cal D
=1/p
= U /| .
D3 In o, cal’ ¢
=1/p 2 [ el
= — k -4 - 2C~ |
D4 d1ln M p Cal/@ (k/2p) 4kBJC-4xC"I-2C~-kB )
20 Lo
donde J = [ £(v).v.e k (A-Bv+Cv )d / j f
J-GO
I = j'f e k(4A-Bv+Cv ™ )d /-[

De la misma forma que para el caso anterior,

tema de ecuaciones siguients 6):
o }.N_, N
D SA“' . LJ D :\"-1- ‘_} W
=" — 1”2
i=1 't fol The frld =1
N N N
. g = 1 '
D, D, . 8A+ ) DS . 3By by
s S L e =
N 1 :
D, D, 8+ » D, I BB+ )
i;'i Bp B L2 e ';= j,i._)::', * ¢

J
1,17, 1%Vp

)o

n

|

1
J

(/) » | 2BKJ - 2(~C+(2692) 1) LK1 +kB

gsa obtiene el

+

D

1
V2 lJ

8is-

E_ﬁn” Ai
. e |
1=l

N

> D A%
z‘___- N
=1 Il
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" :
22194’191'15A+ ) Dy (D, (3Bs 1:134.103»16C+ ) D

4.4.4 Cgso III: Curva de calibracidn logaritmica lineal (40) y funcidn

de dispersién no gaussiana o asimétrica (43)

BEl cdlculo con dichas funciones arroja el siguiente resultad024):
71/p -1 2.2 2 o % (A~Bv)
Z = 1n p,cal = p {f p°B GD/Z— ln(l+pTBGb)+ ln i;f(v).e dv’
donde p = k
2
L = (1+pT13Q Y.oxp(p D/
4 26)
Las derivades parcisles son ;
=1/p -
D, = ¥ o8 = 1
1 4 Mp,cal’cA

D, = d1n Nl/p /OB = =J - pﬁvi —'TGD/(l+p7’B‘3H)

2 p, cal
D, = @ /P = ~-BN./(1+pTB T
= 21 /P /0T = B T/ (ap TB )
- l/p 2 2 -
= & = -pB° UGS - T
D, ln M 9,‘ﬂ1/a pB” NI B/(1+p TB N )

Se plantea el sistema de ecuaciones de la misma forma gue el
caso II, con la diferencia que en lugar de derivar con respecto a C,

10 hacemns respecto del pardmetro de asimetria T en D,.
-

4.4.5 Caso IV: Curva de calibracién logaritmica parabdlica (41) ¥y

funcidn de disporsidn asimétrice (43)

Para este cgso la funcibén L no existe cowo tal, dado que en sus

términos aparece explfcitamente la distribucilsn de peso molecular ¥(y).
D \
Le expresidn que se obtiene paru ese caso es la siguioente )

_ = Y
Z = 1n Mp/ia‘ = P l{ - ln F1 + 1ln [M& apar’ exp(-F3)- F2. T(y) }
' -

o
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donde Fl = z0'5(1+szTWb)

&}

&

F2 = zO'ST’(l—Z)/TD
F3 = zkz‘Ug(BZ/Q— 24C)
) ey
Z = (1°ZKC VD)
k = p/(1+2Cp<r§)
1+00 -
Wiy) = W(y).y.c

-0

, 2.
plA-By+Cy ;dy

Las derivadas parciales son:

=1/p
= J1ln X p,cal/aA

=1,/p
= 0 1ln mp'c 1/83

_ 9 1n WP ,/a¢
p,va*

—

/P
2 2 _
ln MP’CGJ/yr

71/P
p,Cal

i
Q)
-
o

2
/Ny

]

1
: | (= ~F3, _2
_']’VD/(l+szTvD) +M‘A3ﬂ:,apar” (=d/ 2~k \JDB)
¥ J / O—FB S - Al | ?
+ F2 W (y) T(y) /[ K, apar-® F2 ﬁty)}r
~It \72 p +{(1/N G-F3 - F2 T (y)).id
D/ ‘K, apar’ | k,apar

~F3 . 2 .2 e =1 <2y
e 7.2k uD/p£(2x N5 I) 7-C.I+B(J+pB ‘D/2)J

27
O

|

.O-FB =

= —KC/p

ol <
o{_K /p

. " ’
p/k)o'5(1+xc<si>~ Fz'nl(y)[.'n(y) 5

I’

B Uy/Fl +(1/kz '5\7D). [(l-—z) w(y)/E,

£, apar

F2 W(y)JZ

<

—; -F3 , s
+ (l/Mk,apar“G - F2 ﬂ(y)).[~M

-3 , 2 0,5

. 0 .(B(C.J=-B/4)-C".1)+ 2TC/Vb(p/x) s

My) (Leck T3) |



- te s 2 p(a-By+0y®) o p(A-By+Cy°)
donde MI(y) = JW(y)-y .0 dy/ J(W(y).y-e dy
-0 - o
X 400 + 00 2
Ty) = [ Wiy e A By gy (W(y).y. P BBYCT gy
“~ 0 —CD
2 + 2
+ Q0
- k (A-Bva4Cv©) ( k{A=Bv+Cv"™)
J = | f(v).v.e dv/ J f(v).e dv
- @ - 0
+O . 2 + 2
2 . -Bv. . ~Bv+C
1 = j f(v).vz.ek(A el )dv/ ( f(v).ek(A v )dv
- j-oo
El sistema de scuaciones para este cssgo es:
B ) )’
D JA+ D. .D 3B+ ) D, .D, .3C+ D 3T+) D S04
l—_‘-—l lyl 1:1 1, 2, 1.-‘::'_' l,l 3,1 i= l 1 3 ¥ 4, i1 1 4 5,
N_
" Tt
>_N_ N 5 N \N, N_ 0
D, .D, ., 3A+) DS . 3B+ ) D, .D, , 3C+ ) D, .D, .3T+) D_ .D_ 3G;
1.1 4l 1,4 o 2; 1 o1 2,1 3,1 =1 2,174, 11 2;1 5,1 D
N
= L 1)2'1 Ai
= " AT ; 2
D, .D 3A+) D, D 3B+ §C+/ D, .9T+ D, .D. D=
=1 1 it =1 31t % i=1 3’ 1= 11 Hi {=] »1 %1 D
N
= %_"—'DB,i Al
>rﬂ_ N >Nﬁ N, >h 5
D, D, . 3A+) D, D 3B+, D, D, 3C+y DS IT+) D, .D. 3G
A B ' A : . - :
i=i 4,1 1,1 . 4,1 2,1 -] 4,1 3,1 i1 4,1 . 4,1 5,1°°D
N
221'?;134,1 o
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N_ N_ N N
T__DS Dy 3+ D, (D, 3B+ ) D D, 3+ ) D, 1D, 3T+) _Dg 3
i=1 2? y 1 7 . i=1 2? y i=1 2y ’ i=1 y L

N_
=} __Qs'l (.‘&1

b &

Como la informacidn sobre W(y) no existe, un uso directo de la

ecuacidn de M , no es posible.

pPyCal
Como este caso resulta represantntivo para una serie de simi-

lares L, las cuales son funciones explicitas de la distribucidn, se

lo tratard con cierto detalle en el apéndice I.



Fo DB 1RRA

la leyenda dentro de la Fig.4 (p#g.28), bajo de " A 10 ns/ul

"5 columnas".,

O perneable", debe agregarse
.= In 1a secc. 4.4.2 (pf3.49) en lugnar de T= n,Oe, W’f 2, ga (p-
bib escribir L = exp{—p.B“Vbc/P.].

.= En la tabla 3 (pisg.60), en el encabezamiento de 1la sepunda co-

luimna debe decir: "p -1".
o~ kn la sece. II.2 (pdg.97) al final de 1 phgina d eir:

s—
-

> 1/2 .
"donde (R() " es la rdiz cuadrada del promwedio cuadratico de R'".




CAPITULO V

5) PARTAE EXPERIMENTAL

5.1 Aparato empleado

La parte experimental ge llevd a cabo con un equipo croanto-
grafico modelo ALC/GPC 244 de la firma Waters.

Bl esquema del aparato utilizado estd en la figura 9, cuysas
partes componentes son: una bomba reciproca modelo M 6.000 formadea
por dos cuerpos. Un cuerpo es la parte hidrdulica, constituida fun-
damentalmente por el wmotor de la bomba, que mueve dos pistoneg de
manera altarnada. Otras partes componentes de esate cuerpo son lsa cé
mara del solvents, donde se juntan los fluidos bowbeados por los dos
pistones y el transductor o sensor de presida, compuesto por un tubo
de Bourdon mgs un detector fotoelé€ectrico que transuite eléctricamen-
te las variaciones de presidn a una fuente de luz. Los cembios de in
tensidad de la fuente son registrados en la escala de prociones en
el otro cuerpo de la bomba o parte electrdnica.

La unided electrdnica regula la velocided de los pistones, per
mitiendo seleccionar la velocided de flujo manualmente desde 0,1 g
9,9 ml/min., en intervalos de 0,1 ml/min. Ademds de la escala de pre:
siones, la unidad electrdnica cuenta con un sistemas de seguridad gqus
detiene la bomba en casos que se exceda la presién limite sstableci-
da. Esta bouba también permite reciclar el sluato.

Los otros comvonentea del equipo son: el inyector y el detec-
tor. 51 inyector modelo U6K, estd diseriado para permitir cargas de
muegtrus g presiones elevadas (aprox. 420 bars) sin interraompir el
tflujo del solvente o eluyente. Para ello viene eguipado con una se-
rie de tubos y llaves gque permiten cargar la solucidn sin que se
produzcan pérdidas de presidn. Adwite cargas de muestra que van de
fraccibdn de microlitros hsgta 2 wl. Cuando se efectda la inyecciébn,
una seiflal es envieda automdticamente al registrador couo punto ini-

cial de la corrida o tiewpo cero.
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El detector usado eg el modelo 440 UV-visible de la firma Wa-
ters, constituido por una parte 6ptica formads por una lémpara de
mercurio y las celdag portasmuestras. La luz tranamitida en la celdas
e3 transformada en seiial eléctrica por un fototubo. Ssta serial es
eamplificada en la parte electrbénica del detector y enviada al regis-
trador. Este modelo posee un amplio intervalo de sensibilidad, Qque
va de 2,0 hasta 0,05 unidades de absorbancis.

La serial de salida del detector es conectada a un registrador
Servogor 311 de BBC Metrawatt, compuesto de dos graficadores.

Las conexiones entr2 la bomba y el inyector son tubos de acero
inoxidable de 0,91 mm de didmetro interno, y las conexiones entre el
inyector, las columnas y el detector son tubos de acero inoxidagble
de 0,23 wm de didmetro interno. Con esto se tiene un volumen muerto
despreciable en las conexiones, logrando con ello gue el mismo corres
ponde totalmente al de las columnas.

Al igual gue la muestra, el eluyente ingresa a la bomba conve-
nientemente filtrado, medizante filtros colccados en el reservorio del

solvente y en la entrada de la bombsa.

' -;lj Keservorio

L_wJ ae| Solvente

| Boméi Colummnas Detector
e 1
Inyector | ;-— Cok:ctor
o]
Registrador |

Pig. 9 Zsquemas del aparato utilizado
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5.1.1 Columnas

Las columnus empleadas fueron les Hibar R. Lichrospher CH-8
E. Merck, Darmstadt, rellenas con gel silicico pasivado de didmetro
de particula promedio 10 wm. Se utilizaron un total de cinco colum-
nas de 0,4 cm de didmetro interno, ordenadas segin el sentido del

flu jo de la siguiente wmanera:

\
N Columngs Longitud Limi te de(*’

Exclusidn

1 Lichrospher CH8 10600 25 cm 1-2 x 106
2 Lichrospher Cii8 500 5C cm 4-5 x lO5
3 Lichrospher CH8 100 50 cm 5-8 x 10%
4 Lichrospher CH8 100 25 cm 5-8 x lO4
5 Lichrospher CH8 100 25 cm H-8 x 104

(x)

Los limites aproximados de exclugidn son los dados por el febri-

cante psra poliestireno linesl y cloroforico como eluyente.

E1l volumen totsl de liguido para una columna de 25 cam de lon-
gitud es de aproximadsmente 2,20 ml, €orrespondidéndoles a una velo-
cidad de flujo de 0,3 ml/min 8l totel de les columnas, un ndmero de
platos tedricos de aproximadamente 2.900, para una muestra de tri-
clorobenceno gque permea totalmente con un volumen de elucidn prome-
dio de 16,05 aml (el volumen muerto entre las conexiones inyector-
columnaz-detactor es despreciatle).

Para caracterizarlus se utilizaron muestras de polisstireno
esténdar, de nitrato de celulosa con un [] = 240 mg/ml a 20°C en
acetona y de poli-beta-propiolactona en diferentes solventes (ver ca

pitulo III).

5.1.2 Solvaente

Las solucionus de poliestiruno sstdndar utilizaden para cali-
brer las columnas faeron preparadas en cloroformo de grado FA (d =

1,471 g/ml a 25°C. 81 mismo solvente fue utilizado como eluyente y
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antes de ser usado como tal fue desgasificado, calentédndolo con agi-
tacidn continua durante aproximadamente 45 minutos a 10°C por debajo

del punto de ebullicién.

5.1.3 Filtracidén e inyeccidn de muestra

Las soluciones son filtradas antes de la inyeccidén con membra-
na de teflon de 0,5 Mm de diametro de poro por 13 mm de diametro, e-
vitando de esta wmanera la presencia de 1mpurazas no detectables vi-
sualmente que puedan teponar las columnas.

Para cargar las muestras en el 1inyector fueron utilizadas je-
ringas especiagles de doble éubolo, Precisidn Sampling Corp. de 10 y

100 m1 de capacidad maxima.

5.1.4 Valores iniciales

Con el objeto de aplicar el wmé€todo desarrollado en ls secc. 4.3
a resultasdos experimentales, se tomaron los cromatogramas de nueve
muestras de poliestireno estédndar (suministrado por FPressure Chemical
Co. Pittsburgh, PA USA), cuyos pesos moleculares promedios estan da-

dos en la tabla 3.

5.2 Curva de calibracidn experimental

En la construccidn de la curve de calibracidn experimentsl se
utilizd el juego de cinco columnas descripte en 5.1.1. Las inyeccilo-
nes de poliestirenos estdndares fueron repetidas como minimo tres ve
ces. Se inyectaron volumenes menores que 10 Ml para concentraciones
que oscilaron entre 3 y 5 mg/ul, evitando de esta manera deformacio-
nes y corrimientos en el volumen de elucidn de log elugramas.

Los voldmenoy de elucidn para las muestras asi comn otros datos,
son presentados en la tabla 4. Ln lsa misma ge puede ver que les dife-
renciuws en el volumen de elucidn para una wisma muestra no excede de

0,03 ml.
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TABLA 3

Diferentes promedios de peso molecular de poliestireno sstdndar usados.

Muestras de MR
Foliestireno o=l p=0,76a) be
_(lin) (¥p) (3w

I 2.220 2.400 -
11 3.750 3.600 -
111 9.170 9.180 -
1V 15.100 17.400 20.400
v 36,000 38.000 33.000
V1 111.000 111.000 111.000
VII 217.600 233.000 254 .000
VI1I 350.000 383.000 392.000
IX - 948.500 900,000

a)

Velor del coeficientg de Staudinger para poliestirenc en solvente
cioroformo a 25°C 1),

TABLA 4

—

Voldmenes de slucidn usados en la construccidn de la curva de cali-

bracidn,

(a) = (1B

Lote (Batch) No ¥ Ve,max (ml) Ve, promedio

14,10
12 ¢ 2.400 14,10 14,10
14,10

13,70
61.110 3.500 13,71 13,71
13,71

12, 98
60,422 9.177 12, 95 12,96
12,96




=G L=

Cont. Tabls 4

11,96
41.220 17.400 11,98 11,97
11,97

11, 04
7 b 38.000 11, 04 11,05
11,06

10, 01
4 b 111.000 10,04 10,04
10, 04

9,38
50.154 233.000 9, 35 9,36
9, 36

8, 95
3 b 383.000 8, 94 8,95
8, 95

e

, 20
61.208 948,500 8,20 8,21
8, 22

(a) : Corresponde a la denowminacidn que le da la Pressure Chemical Co.
(b) : reso molecular viscosimétrico.

La temperatura de trabajo fue de 259C.

Pars construir la curva de calibracidn, los volumenes de elu-
16n pico o del mdximo fueron controlados por un patrén interno. =zl
ugso de ¢8t0s patrones internos se hace con la finalidad de evitar e-
rrores en el volumen de elucidén por fluctuaciones de la velocidad de

= R 55.113'.:)7}.";) o - : .7 .
flujo durante la operacidn . Se debe también evitar tener
ung linea base defectuosa o variaciones de la misma, porque provoca
errores en la deterrinacidn de los pesos moleculares y su distribu-

A

67 ) . , .
¢16n . Otros factores que pueilden intervenlr en los errores de ias
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determinaciones, pero de wenor importancia, Son las variasciones en
la velocidad del papel, respuesta del detector, tempesratura, etc.
Con el propésito de demostrar la importancis de los errorss en
el volumen de elucién y la linea de base, »» hardn cambios hipotéticos
en el volumen de elucidn y la lineadebnsede los elugramas experimen-—
tales.
Como primers nproxitacidn, supongamos que la curva de calibra-

cidén es linenl, vc. (43). ln pendiente gueda expresada cown:

d ln K

- B

=

dVe

En forna eproximada la podemos expresar como:

A Wi

— = = B A8
I
=1}

Si asignamos a B un valor 1gual a -1 (ml ~), valor gue se apro
xima bastente a los encontrados experimentaluente pars las wuestras
de poliestirenc analizadas, un error absoluto en Ve como por e jemplo
0,0% ml involucra un error relstivo en el peso molecular del 5 %. En
nuestras expericncies el error méximo en AVe fue del 0,3 %. rara co-
rregir corrimientos en Ve es necesario inyectar junto con la muestra
un patrdén o referencra {(llamado patrén interno), cuyo volumen de eli-
c16n se conoce pera ese juego de columnas. Los voldmenes de elucidn
obtenidos en la corrida se ajustan a ese volumen conocido tomado ¢ozo
valor de referencia. La ecuacién empleada para ajugstar el volumen de

elucidn del médximo es la sigulente:

Vm 4
Ve = Va - (ml)
corr Vs
donde Ve : es el volumen de elucidn corregido
corr
Va : volumen de elucidn del patrdn .nterno, considerado como

valor de retferencia

Vm y Vs: voliumenesg de elucibn do la muestra y patrén interno res

pectivamente parus ese elugrauna.
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£l patrdén interno ussdo en todos los ensayos fue 1,2,4 triclo-
robenceno, en una proporcidn respecto a la muestrs inyectadas de apro
ximadamente 10 veces menor (equivalente a 0,1 M1 aprox.). |

Los errores couetidos por corrimiento hipotéticc de le linea de
bese estan representsdos en la tuble 5. En la wisma se representan
las variasciones del peso molecular aparente en peso y en numero, para
la muestrz de poliestireno esténdar de peso molecular nowminal 17.500,
para loe corrimientos horizontzles (&h) entre 1 y 9 mm por erribe de
lea linea de bese del elugresma experimental. En todos los casos los co-
rrimientos fueron towasdos peralelos a lsg linee de bsse experimental, y
los puntos del elugrgma cuyas alturss estan por debajo de los Ab con-
siderados, son tomasdos como cero. En la tabla 5 también estén represen

tados los errores relstivos porcentusles paras cade promedio.

TABLA 5
Ah {(mm) Mw 9 Lrror Mn % Brror
o) 18.435 - 16.756 -
-1 18.500 0, 3% 16.957 1,19
-3 18.6C1 C, 90 17.218 2,75
-5 18.687 1,37 17.416 3,93
-7 18.835 2,16 17.707 5,68
-9 16.894 2,48 17.833 6,42

donde Ah = linea de base experimental (cerc) menos ls linea de base

considerada (ern uww).

La diferencig en el error porcentual entre los dos prowedics de
pesos moleculures dados, se debe a la forme no-gsesussiana que presents
el elugrama experimental considerudo. El mismo presenta una "“cole" en
la regidn de los pesos moleculures pequefios o volimenes de elucidén al-
tos. tor lo tanto, cuendo se trazan lss liness de buse hipotédticas a
diferentes Ah, se corts unag porcidu nayor de ls zona correspondiente
a los pesos moleculsres pequerios. ul Mn es méis sensible a estos que el
Ew, por lo que el error que se cowete al varier la linea de bgse c¢s

reyor ern Nn que en Nw.
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CAPITULO VI

6) METODO ITERATIVO DE GAUSS. CONVERGENCIA. RESUITADOS OBTENIDOS.
DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Con el objeto de aplicer el método descripto en el capftulo IV
(sec. 4.3), a los distintos casos de la sec. 4.4, se usaron los cro-
catogramas de los nueve polimeros indicaedos en el cep{tulo esnterior
(table 3), tomandose alrededor de 80 puntos de cads uno de ellos con
el fin de cglculsr lag distintgs integrales requeridas en cada caso
particuler. Los célculos para los casos I, II y TII fueron realizsdes
con unag computadora de bolsillo Texas 59 programable, mientras que
paras los cglculos del caso IV, se utilizd una computedora Hewlctt
FPackard 1000, euplegndo el lenguaje Basic.

Dado que el espectro de pesos moleculares cubre casi tres poten
cies de diez, los resultados experimentales se han dividido en cinco
regiones, aplicéndose o cada una de ellags los distintos casos de con-
birsciones de funciones de calibtracidén y diepersiédn vistos en la sec-
cién anterior. Con el fin de poder 1dentificer me jor estos intervaelos de
peso woleculer, se han representado Jes muestras polimérices con ndme-
ros romanos (ver tabla 3).

Esta formse de proceder, es decir trasbajar con seccioneés o0 inter-
valos limitados de peso molecular, tiene por objeto evitar, que un ex-
tenso intervelo en peso molecular pueda modificar en forms apreciable
lgs condiciones bajo las cuales poseen validez algunes de las funciones
de caglibracidn y/o dispersibdn usadas, y de este manera interferir en
el snélisis de los resultados obtenidos con el wétodo descripto ante-
riormente. Con este modo de encarar los cdlculos nos asegursmos dos co-
ses fundamentales: g) que la funcidén de calibraciédn vaelgae en todo ese
intervulo y b) que diswinuya la intfluencra que tiene el volumen de elu

cibn sobre el pardwetro de dispersidén ( G.), como veremos wmas adelante.

D
Paru que puedsy aplicarse el wmétodo de Gauss, los vulores inicia-

les de los pasrémetros de calibruociédn y dispersién deberan ser proxiwos
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a los vslores Optimos. Un método para obtener esos velores es el de
0\

iterncién propuesto por Vrijbergen y colaboredores ’

, Gue permite ob
tener 108 pardmetros de calibracidn solamente. Fara los parémetros de
dispersidn, se parte simultédnesmente con uns serie de valores (ver ta-
bla 8).

Una descripcién detallads de los pesos seguidos en el desarrollo
del método de optimizacibn es el siguiente:

6.1 Froceso iterativo de obtencidn de la curva de calibracién de per-

tida
Bl procedimiento consiste en:

1) a) Se comienza por seleccionar una serie de elugremas que cubran

un cierto intervalc de volumenes de elucibn (Ve).

b) Se obtiena A y B de la curve de celibraci6n, usando el Ve del
méximo de cads elugrpma y 108 promedios conocidos de pesc mo-
lecular de cada muestra. Se usaran en los pasos BUCESiVO8 SO-
lamente los elugramas cuyos rangos de Ve queden totalmente cu-

biertos por la curve de calibraciédn.

¢) Con esa curva de calibrecidn, se calculan los promedios de pe-
so molecular aparente {(ec. (19)) de los elugramas que han sicdo
usgdos en b) y el volumen de elucidn que corresponde pare ceda

uno de los elugramas elegidos en b),

d) Con los Ve calculados en c¢), y los promedios experimentmles
(teble 3) usados ya en b), se vuelve s calculsr una nueva curva

de calibracidn.

e) Se repite el paso ¢) hasta que los sucesivos Ve calculsdcs no

varien significativemente.

La tgbla 6 muestra los velores de A y B encontrados pars el in-
tervalo de pesos moleculsres cuyos pesos nominales van de 35.000 @

950.000.

2) El pseo siguiente consiste en calcular les integroles J e I, gue
aparecen en les derivadas de los distintos casos (I, Il y III).

A rodo de ejemplo la tabla 7 resume los calculos efectuandos en las
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etapas 1 y 2 para ese rsngo de pesos moleculares., Los datos son A4,
B, p y los elugramas experimentesles de cads promedio de peso mole-

culer considerado (ﬁl/p ).
e Xp

6.2. Aplicacién del método iterativo de Gauss s los diferentes casos

Caso I: Con los valores numéricos de lag teble 7 y dando valores ini-
cieles a ng, estamos en condiciones de aplicar el "método iterativo
de Gauss" purs el capso 1.

Los resultgdos de la primers iteracidn para diferentes valores
de ‘fg. estan representgdos en la tabla 8.

El SO’ (ver tabla 8), corresponde al velor de S (ec. (26)) pars

los diferentes con loe correspondientes velores iniciales

¥D,inicial’
de A y B (tebla 7). En general los subindices 1,2,3, etc. indicen los

nimeros de iteraciones efectuadas.

TABLA 7
i 3 s M ara 1 15 .
Ejemplo del calculo de los Nk,apar. y J, para los distintos cesos
A = 22,8047
= 1,0991
Polimero p Mk,apar. Mexp J
110.000 0,76 113.839 111.000 1C,1237
U -1 102.788 111.000 10,3136
" 1 115.084 111.000 10,1059
233.000 0,76 243.887 233.000 9,4313
! -1 220.277 217.€00 g, 6229
! 1 246.484 254 .000 99,4139
470.000 0,76 381.099 363,000 9,0277
! 347.366 350,000 9, 2016
! 384.894 392.000 g,0115
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TABLA
. | 2
Resultados de lu primera iterscidén con Vb dados ( VD,inicial)’ para
el caso 1.
2 L} |
V] 0, 00 0,10 0, 20
Dyiniciel
By 22,8263 22,8263 22,8263
Bl 1,1007 1,1007 1,1007
vg . G, 0268 0,0265 0, 0262
r
5, 0,011 0,026 0,097
Jonde: = A + T4
= B + B—B
‘,;__ ; _7‘._.'('
'D,inicisl T V)
TABLA 9
Resultados de le segunda iteracidn para el caso I.
7 0, 0268 0, 0265 0, 0262
2y
by 22, 8263 22,8263 22, 8263
B, 1,1007 1,1007 1,1007
V; r 0,0267 0,0267 0, 0267
?
51 0, 0095 0,0095 0,0095
Donde: Al + OA
B, + OB
s
Y N
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Con los valores de lo tabla 8 pars los psrédmetros de cslibra-
cidn se vuelven a colculsr los J y pesos moleculsres gparentes. Con

. 2 .
estos detos se hace uns nueves iteracidn, usando los calculadon

anteriormente. lL,os resul tandos de ls segunda iteracidn géién represen-—
tedos en ls tabla 9. Aqui nuevgmente el subindice 1 de S estd indi-
cando el valor de la sumatoria con los valores de Al’ Bl y ‘Ti,l .

Se vuelven a repetir los pasos anteriores hasts que los valores

de los pardmetros no cambien significativemente en dos itersciones su

ceglvgs.

Casc II: En el ceso 11, se deben celcular adeuwss de los pesos molecu-

lares aparentes y los J, las integrales I. De la misme forme que en
el ceso enterior se necesitarsn como datos el elugrams experimental y
los pardmetros de la curva de calibracidn (curve parsbdlica en este
caso ), para efectuar el calculo.

Se toma cowo velor inicial C igual & cero, y los valores de 4 y
B para el ejemplo que se da en ls tabla 10 corresponden a8 los valores

Sptimos del caso I (Ao y B,, ver tabla 9). Los velores de J e I como

<

log de M , bara el intervalo de pescs moleculares dado son los si
K,apar. i
guientes:
TABLA 10
Célculo de los M _ e integrsles J, 1 pars el caso II
K,apar.
A = 22,8263
B = 11,1007
C= 0
Polimero o El/p ﬁl/b J I
K,apar Pyexp
111.000 0,76 114.4%0 111.000 10,1236 102,5578
! -1 103.308 111,000 10,3138 106,5074
" 1 115.705% 111.000 10,1058 102,1815
233.000 0,76 245.467 233.000 9,4312 89,0171
I -1 221.636 217,600 9,6231 92, 7467
F 1 245.089 254 .000 9,4138 88,6836
470.000 0,76 383.E16 383.000 9,0276 81,5609
v -1 349.745 350.000 9, 2016 84.8007
" 1 387.59¢6 362.000 4, 0114 81,2649
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Se puede observar, comparando lus teblas 7 y 10, gque los expo-
nentes de los pesos moleculeres apsrentes son distintos en ests udlti-
me, esto se debe a que en el caso 1 el exponente k (ver ec. (19)) re-
sulta ser idéntico al exponente p (ver ec. (20)); pern en el caso 1I,
k es una funcién del exponente p (ver sec. 4.4.3).

Con un vglor iniciel dado de ‘qi, (en nuestro caso, correspon-
de 8l valor Sptimo hallado en el ceso 1) se procede igual que sntes a
optimizer los pardmetros de calibracidén y dispersiédn. El procedimien-

t0 &8 seguir es analoko al caso anterior y los resgsultados de lge ite-

raciones sucesivas egstan dados en la tablg 11.

TABLA 11

Resul tados de las 1teraciones poara el cgeso 11

Nimero de

ltersciones A B C ‘35 8
1 34,2799 3,4787 0,1230 0,02C2 0, 0095¢C
2 34,0458 3,4320 0,1207 0, 0157 G, 00685
3 34,3191 3, 4888 0,1237 0,0158 0, 00675
4 34,2360 J,4720 0,1228 0,0156 0,00688

En la tabla 11 puede verse lu rapids convergencia del método,
bestando solamente dos o tres iteraciones para hallar el valor 6pti-
moc. Esta rapida convergencia es encontrede pare todos los casos tra-

tadosa,

Resumen de la aplicacidn de los casos I y I1: Las tables 12 y 13 nos

muesiran los resultados pare los distintos intervalos de pesos woleculg

res parg el caso T y 11 respectivamente,
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TABLA 12

Teble de valores de los perdmetros de celibrscidn y dispersidn pers

el caso 1:

Muestras de A B(Ml—l) %E(mlﬂ) S
Pol{meros LRA) (RB) (Rvg)
I1,I1I1,I11,1V 20,6747 0, 8964 0,16 0,10
(0,0024) (0,0042) (0,93)
111,1IV,V 19,1123 0, 7656 0,082 0,064
(0,0021) (0,0043) (1,8)
Iv,V,VI,ViI 21,6960 0, 9866 0,053 0,078
(0,0013) (0,0027) (1,20)
V1,VII,VIII 22,8263 1,1007 0,027 0, 0095
(0, 00058) (0,0012) (1,10)
VI1,V1II,IX 23,7641 1,2020 0,0073 0, 006C
(0,00051) (0, 0011) (0,36)

entre psréntesis figuran los valores de R g

TABLA 13

(ec.(39)).

Tabla de velores de los pardmetros de calibracidn y dispersiérn pers

el caso II:

Muestras de A B(mltl)
Fol{ne t
ol{me ros (RA) (RB) (?C)
1,11,111,1V ~1,1837  —2,4074
(0,038) (0,0014)
111,1V,V 30, 9475 2,7118
(0,0012) (0,0011)

~0,1243
(0, 0,20)

2

(RVE)

ch (mlg)

0,23
(0,41)

0,0797
(0,0031)

0,063

0,079
(1,40)

0,052




Cont. Tabla 13

1V,V,VI,VI1 28,2953 2,2156 0,0567 0,038 © 0,058
(0,00087) (0,0010) (0,0036) (1,30)

VI,VII,VIII 34,2799 3,4787 0,1230 0, 020 0, 0068
(0,00033) (0,00034) (0,00098) (0,86)

VII,VIII,IX 28,1158 2,1877 0,0556 0, 0011 U, 0059
(0,00042) (0,00059) (0,0025) (16)

Entre paréntesis figuran los valores de R« . {ec.(39))

Con el propdsito de comparar el comportumiento de ambos casos
frente a la curva de calibracidn experimental, se representaron en
la Pig. 10 lgs curvas tedricas de los casos 1 y II y los puntos expe-
rizentales. Los valores numdricos utilizados para conatruir las cur-
vaa, son los valores promedios de los pardmetrosn calculados para los
cinco intervalos de pesos moleculares elegidos (ver tablas 12 y 13).
2n las mismas puede verse 1m buena correlscidn entre 1los puntos expe-
rimentales y las cuarvas tedricas para todn el intervalo de pesos con-

s1derado.

Caso I11: X1 célculo del determinante M de la ecuacidn (33) para este

cad0, nos da un valor aproximadamente cero. mste resultado indica que
el parametro de asimstria (T ), no es totalmente 1ndepsndiente de los
parametros de las funcivnes de calibracidn y dispersifn. =-3ta situacidn
se presenta cugndo T toma valores préximos a cero.

Asi lu expresibn de Mp cg] PETH el caso IIIL:
§-dek

+00
=17 - 0 _ . .
ln Mfiy = p l{—pz 33‘35/2 - In{(ls«p T B QD) + 1In /f(V).e{(A Bv)dv

pyeal”
se transforwy para T -+0 cn:

00

1/ -~ - ’
o Ve f B -1 . K(A=-DBV
in W”¥ y —% -p B YQJ/2 + D 1n _/’ f(v).o VA= )dv
Frlad o
El i en este caso es 1ndistinguible del obtenidn paras el caso L.

pscal
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For lo tanto, se puede conclulr que si existe assimetria en los
slugramay, alla es lan pequefia quo no pueds ser detectads por el mé -~
todo. sty ea otra de les vente jas del método 1terativo de (rauss, pues
to que nos permite ir analizando qué influencis tienen 108 pargmetros

considerados en el cglculo de los pesos moleculnres.

6.3 AnAalisis de los resualtados obtenidos

El andlisig de log valores numéricos de las tablas 12 y 13 nos
muestra que en prinecivio, tanto en el caso I como en el caso II, los
pardmetros de la funcidn calibracidn son bien optimizados, micntras
que pars el pardmetro de dispersidn, la optimizacidn no es tan buena,
aunjue por otro lado los valores calculados en uno y otro caso guardan

o
2

“
‘J'.-

)

una cierta concordancila para

Zste comportamiento de Gﬁ se debe presumiblemente a la aproxima-
¢idén que se hizo, al suponerlo independicante del volumen de elucidn.
Le figura 11, nos indica que hay una dependencia del pardmetro de dis-
persidn con el volumen de elucidn, confirmando 1o hallado por otros
autoresBO-BA).

La curva de la figura 11 nos daria una dependencia del pardme-
tro de dispersién con el volumen de elucidn de 1a forma:

2
4

GS As B ¢ R.Ve =YY L R'.ln M (44)

N
O

Yor otro lado, 3@ hace necesario verificar qué errores se come-
ten en la determinacidn del peso molecular al usar un caso 4 otro. =n
la figurs 12 se muestran las curvas tedricas correspondientes a la re-
presentscidén In M vs. Ve, para los dos casos (I y II). La misma se
constrayd con los valores optimizados de 1los parametros en un c¢aso y
otro (ver tablas 12 y 13), teniendo en cuenty el 1atervalo de pesos
moleculares elegidon para su optimizacidn, @l cual sparece recuairado
en la figursa.

Los curvas correspondientes o lou obtros intervalos de posog zon-
si1derados, sgon dados en el apéndice III.

Tanto la fipgura 12 como lus otras figuras dadas en el apéndice

111 wmuestran ung buena concorduncia entire los pesos molecularcs halla-



- 75

. (1°3) eotrogered gotwitasdol UQTORIQLIBS Ap AAINg X
ﬁ y Teout] BCIWITJIBEOT UQTOBIQITEO 9F BAIND (¢

.ﬂmﬁpmumam@mopmmﬁomaosmomwa
aX UOTO2IQLTED 9P BAIND B[ 8p SOPIUR2GO;

s
To op uswnTcs °‘SA uolssadstp 8p cildwmesed [T *FlJ

(w95 O0r




*uoToBZIWILCO BT Ud RPeJIAPINUOD BUOT K] OJIPBNCTAI Uy (€7 Io4)
AI*TIT'II‘T *soxsutryod ap selqsanu ST 7.JmC 771 X 1 socswo s07
urfos sepeziniado WYTORIQTILRO BF SRAINS FOP AFLHd glcrarimol 21 *F14

- 76~

%.
(w)an

b

o¢l

0¢

e

0s

08

(;o%) Je|n29j0W  0Sad

0l

Sl

0¢




=17~

dos para un caso y otro para un wismo Ve, %l error en todos los casos
esta por debajo del 10 %, error éste que es couparable a los gque se
cometen en la determinacidn de peso moleculasr por métodos absolutos.
Es tambidn 1ég1co pensar que si referimos estos cusos a un espectro
mas amplio de pesos molecularzs, las diferenciaes que se encontrarian
entre es3tna funciones de calibracidn serian mds grandes, pero caeria-
mos en el inconveniente de no poder estimar la dispersibn ‘Ig, por su

dependencia con el peso wolecular o volumen de eluciba.

6.4 Conclugiones:

El andlisis de los resultados experimentsles en cromatografia
1{quida por exclusidn llevados a cabo en base al método wmatemitico
desarrcollado, permite sacar una serie de conclusiones rz=gpecto del
egtado actual del mismo y sug aplicacliones futurgs, que se pdeden re-

suxir en los siguienteg puntosa:

a) =3 pouible llevar a cabo simultédnesumente la calibracida y ia co-
rreccién por dispersidn en CPG, con un requerimiento experimental

no mayor que el gue se usa actualmente para calibrar solamente.

b) E1 método de iteracidén de Gpuss, para aplicar la tédcnica de cua-
drados miniwos a funciones no lineales, produce excelentes resul-

tados al analizar las curvas de elucidn cronatografica.

c) Bl método de los promedios aparentes de peso moleculnr agui desa-
rrollado (secc. 4.2) permite analizar los datos experimentales ba-
jo distintog puntoa de vista, tanto referente a la calibracibdn co-
mo a le dispersidén, pudiéndose as{ seleccionar al couportamiento

matemédtico que mejor explique los resultados experimentales.

d) Se encontrd que la funcidn L existe como funcidn analitica en tres
de los cuatro casos preasentados. 2n el caso gque L no es analitica
(caso IV), la relacidn entre 1los promedios uparentes y calculados,
depende explicitamente de la distribucidn de pegos moleculares24).
Adn asi es posible aplicar el wdtodo bajo ciertas aproximaciones

que se verdn en el Apdndice I (caso 1IV).

Je eaty forma, el uso giruialtdneo de los don wétodos, el de log
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momentos aparentes y el método iterativo de Gauss, nos da. ung gene-
ralidad de aplicacidédn desconocida hasts ahors en los wétodos des-

criptos en ls literatura pertinente.

2l método 1terativo de Gauss, puede aplicarse a ls distribucidn
aparente de peso molecuiar o sea a la curva de elucidan exjerimen-
tal, 81 se conoce la distribucidn de pesos moleculares de muestrasn
polimdricans. En ese caso, & de la ecuacidn (27), secc. 4.3 es es-
ta dltime y los parémetros Pj giguen siendo los correspondientes a
las funciones dg callbracién‘y di1spersidn. Las sumatorias requeri-
das para la evalupcidén de las ecunciones (29c¢), (33) y (33) de 1la
seccibn 4.3, se extienden a todos los puntos experimentales tomados
de la curva de elucidn. Esta formae de proceder posee la ventaja de
procesar mayor informacidn experimental que en el caso de 1los pesos
moleculares aparentes, pero por otro lado la necesidad de conocer
la distribucidn de peso wolecular del polimero con la neceasaria

exactitud, hace gque este procedimiento no sea tan aplicable.
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AFENDICE 1

1) TRATAMIENTO DEL CASO IV

1.1 Consideraciones prevics y métodos de célculo

Es irteresante detenerse a snalizar el casc IV, puesto que éste
represents un caso particuler de un problema general que es el de ne-
cesiter conocer en forma explicita la funcién de distribucién de pe-
so8 moleculures.

Hasty ahore en los tres c¢cocos vistos gnteriormente se conseguie
prescindir de la distribucidén empleando el wétodo de los promedios apy
réentes de peso molecular, cuyo resultado noes dabe una funcidbn ansliti-
ca que contenia los pardmetros de calibracién y dispersidn gue relacig
nsba los pesos moleculares aparentes (celculedos del elugrems experi-
mentsl) con los pesos moleculazres conocidos a priori, medidos por né to
dos absolutos (ver ec, (23)). Sin embargo, en el ceso de tener ung fun
cién de calibrecidn logaritmics parabdlica y una dispersibn asimétrica,
es izprescindible considerar lg distribucién del polimero puesto que
la misma aparece incluida en la funcidbn anslitica L.

Con el fin de poder visuslizar més cleramente la protlemdtica de
este caso, se representsrd a ls funcidn L en la ecuascidn (23) como la
contribuciédn de dos sumpndos segdn se deduce del "método de los prome-

. . : _—
dios aparerntes de peso molecular" pare el caso IV ).

.‘Il/ K

e e

=1/p

M o
Doy ca.l

= L= LL + L2 (45)

donde: L1

]

] —r |
(Lak. o BT N TLoHL, WY T
i Py Cid

1/ k

y L2 Hl.(q'(l-z)/vﬁ) . 51

G 2
con Hl = zo’)/ﬂ.exp p\ié(BK/Q - 2.A.C)
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LA
»

f = 7 4
1 o l : r
ywe o U G).yaay] TR ]
p,Cadl
siendo K.z = p
5 -1
¥y z = (1-2.k.C. )

El sumando L1, contiene solawmente los pardmetros de calitracién
y dispersidn, de manera eimilar a los cussos ye vietos, mientras que L2
contiene a la funcién li2, en cuys integrel epsrece lg distribucién de
pesc molecular desconocida W(y). Se desprende también de lg ecuscidn
(45), que 12 es un factor de correccidn de la expresién generel L en
agquellos casos en donde la wisma depende explicitgmente de lg distri-
bucibn.

Se siguieron dos caminog O gproximgciores para poder calcular
H?. E1 primero supone ls digtribucidn gparente 6 elugrama experimental
f(v), iguel & la distribucién verdadera W(y). E1 segundc emplea un wé-

l‘l_'_‘, g 7
{ D) pare hallar “'(y)‘

todo generasl de i1teracior yaz conocido
rars poder comnparar y anelizer los resultodos segun estgs dos

alternativas de cdlculo fue necesario, a modo de pruebe, Aerrle una

funcionelidad definide a W(y) y n la funcidn de dispersibn gly,v).

Las dos funciones supuestas gon las giguientes:

w A T |
(y) = EXp L~(y—yo) /2 Mr (funcidbén de distribu-
; | SR

N2TT Mp cibén asrmétrica)
1l + XD(v—y) 5 53
Z(v-y) = = exp (-(v—y) /2 ﬁ,} (funcién de diaper-
27\ ‘ ~ 4 c1én asiwétrica)

L4
Usundo la ecuacidn (18), reuulta:

gD

, : T 2
1+Tpr+(TD'7})(yO v, T) =T K(yo v/ ) - 5.
f(v) = - “boexp | =(e=y. ) /2 T

—T -

J,n ]
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= (=)
donde 0O, D, . . . '
i J D gon lon paramnotros de nasimelriag de la diatribucidn

y di3spersidn respectivamente.
N, ¥ - pargmetros de dispersidn de la distribucidn y fun-

s D
cidn dispersidn respectivamente.

- _2
y D o v s P il Yl‘
con 22 &= _-i + \112)

Por dltimop, dando valores a los pardumectros de le curva de cali-
bracién M(y), se estars en condiciones de calcular HZ2 y comparurlo
con lgg aproximaciones propuestas.

En las secciones sigulentes se describiran y analizaran 108 re-
sultados para las dos altcrnativas propuestas COmO golucidn al proble-

aa .

1.1.1 Frocedimiento de sustitacidn de #(y) por f(v) en el cdlculo de L

Este procedimiento como ya se dijo, consiste en reemplazar la
distribucién #(y) por la aparente f(v), obteniéndose de esta manera un
H2 sproximado.

Con la finnlidad de poder interpretar me jor los resaltados ob-
tenidos, se definira £ & la integral HZ2 con la funcidn ¥(y) definida

3
en la seccidn anterior ¥y .f) a lg funcidn aproximada, es decir:

. [ 0 11 : ;.,./;"’.
0 AN r)E () e rady) (47)
|- ‘ / +
([ #(y). %P (y).ay)t P
(%% )
. ’ * [ g b . l/k
p =2 k{t(\_’.)”‘l‘)(.}’)i°jy) (46)
(f £(v) M8 (y)ayy

(x)Para evitar confusiones con log pardwetros do psimetria do £(v)
Cr£,7b), de shors un mas ol pardmetro de asimetria de g(y,v) uve lo
denoalnyg Xb'

(2%)No se descarta agui{ la posibilidad de comparar con una tercers fun
ci6n, en donde se reewplace golamente el numerador por f(v). Sin
ewbario, log rosaltedos hallados pars el conjunto de valores utili-
zados (ver wds agdelante) en el célculo, se ajustan me jor para el ca-
so donde se reemplaza W(y) por f(v) en el numerador y el denomnador.



£l cdlenlo del &nominndor y numerador de las ecuaciones (47) y
(48) fue inmediato con el uso de integrules paramétricaseiJ.

Para poder comparar resultados en (47) y (48), se utilizsron va-
lores tedricos de pardmetros de calibracién, dispersidn y asimetria
bastante diferentes a los valores hallados en la 2xperiencia. BEsto que-
da demostrado en la figura 13, donde estdn represantados los puntos ex-
perimentales y la curva de calibracidn tedrica, cuyos pardmetros fueron
elegidos en el calculo de f’y fr”: En la wisma figure aparecen también
representadas slgunas de las funciones g(y,v) para diferentes valorss
de los pardmetros.

La razén de trabajar con pendientes altas de la curva de calibra-
cidén y con ‘U; mcho mayores a 10 experimentalmente hallado es para
probar el método en condiciones criticas, es decir en condiciones de
baja capecidad de separacidn de las columnas y fendmenos de dispersién
muy grandes. De estg menera se intenta dar al wétodo la mayor genera-
l1dad positle.

sn la tabla 14 se resumen las diferentes combinaciones reagliza-~
daus entre los pardmetros de dispersidn y ssimetria para el cdlculo de

Sy STy las tublas que contiensn o408 resultados,

T4BLA 14
rarametros . -
de UD QD {P N Resul tados

Calibracién

cte, variabh. variab. cte. cta, Tabls 15

cte. cte. variab. cte. cte. Tabla 16

cte. cte, cte, variab, variab. Tabla 17
con p = 1, pare todos los calculos,

En las tablas 15 y 16 esta también tabulado el factor paramé-

trico del sumando L2 (Ecuacidn 45 cuyo pardwetro T es aqui llawado ¥.).
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TABLA 15

Caleulo de Py FP*con valores varisbles de ¥

trig) y

‘Q E

o

(pardmetro de dispersidn).

D

(parédmetro de asime-

A = 41,76
B = 3,82
0= 0,1
b, = 0,11
«qj = 1,0
C4lecul » w2 £ X N -z
Calculo No 3y N 7 . j) 55(1—21/1Dx16
(ec.45)
Al 0,030 0, 10 1,02 13,71 34,77 -0,192
A2 0,045 c, 20 1,04 18,07 56,74 -0,399
A3 0,051 U, 25 1,05 20,74 33,41 -0,508
Ad 0,056 0,30 1,06 23,82 26,72 -0, 616
A5 0,067 0, 40 1,08 31,40 23,41 -0, 846
A6 U, 077 0,50 1,10 41,39 24,71 -1, 080
AT 0,086 0, 60 1,12 54,55 28,74 -1, 330
AG 0, 095 0, 70 1,14 71,92 35,064 -1,580
AY 0,103 0, BO 1,16 94, 8O 46,40 -1, 850
A10 0,111 0, 90 1,18 124,97 62,88 -2,117
All 0,120 1,00 1,20 164,14 88,27 ~2,400
Al2 0,128 1,10 1,22 217,16 128,04 -2,682
Al3 0,136 1,20 1,24 286, 2 191,60 -2 976
Al4 0,144 1,30 1,26 377,36 295,54 -3,280




TABLA 16

Calculos de_ﬁ)y )3*00n Ty KP y ';f constantes
D I

A

Cdlculo ¥, = 0,07 ¥, = 3,0
No T
ye JOX —bb(l—z)/‘.jaxloz p*i-‘d_l(l-z)/vj_xloz
S 4 L i)
al 13,71 31,10 0,443 27,50 0,758
A2 18,07 61,33 0,626 72,66 1,073
A3 20, T4 34,02 0, 700 35,67 1,200
A4 23,82 26,79 0,767 27,01 1,314
AS 31,40 23,37 0, 885 22,78 1,518
Ab 41,39 24,85 0, 990 23, 86 1,697
AT 54,56 29, 20 1,084 27, 84 1,859
A8 71,92 36,58 1,171 34,179 2,008
A9 94, 80 47,98 1,252 45,70 2,147
AlO 124,97 65,31 1,328 62,45 2,770
411 164,74 91,74 1,400 88,27 2,400
A12 217,16 132,56 1,468 128,54 2,517
A13 286,27 196,72 1,533 192,56 2,623
K14 377,36 299,50 1,596 296,35 2,736
TABLA 17

~

. : s 2
Calculos de ) y P*con A/l" y qi—’ variables

A = 41,76
B = 3,82
cC = 0,10
B’D = 0,12
YS o= 1,00
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Cont. Tabla 17

Cdlculo Heo 51) N, Je fD*
Bl G, 090 0,10 156,37 17,70
B2 0,097 0, 30 158,32 26,563
B3 0, 101 0,50 180, 25 383, 84
B4 0,105 G, 70 162,12 55,15
35 0,110 1,00 164,74 83,27

—

Les varisciones gque se observan en )Jtcomparando las tablas 15
y 16 son pequelias, aungue cowo €s 16gico suponer son apreciables en
el factor paramétrico (-~ bb(l_z)/ﬁb).

Comparando las tablas 15 y 17 se encuentra que las mayores di-
ferencins entre fny ;nxocurven entre valores extremos de ‘Qi y Q?.

Los volimenes de elucidn considerados para el calculo, fueron

en todos 1os casos: Yo (volumen inicisl) = 11,35 wl y v (voluzen del
maximo) = 12 ml.

Pera relagcionar ue jor lcs datos de la tabla 1%, con respecto al

cdlenlo de My ¥ se procedid a calculur Jos 1L correcpordientes,

e
|

gin la ecugcibn (42). Llamamos Lcorrecto (Lecorr), el L caleculede ccn
lg funcidn de distribtucidn ssimétrice asignade anteriormente (integral
P ) vy Laproximado (Laprox), al obtenido usando pare el cdlculo de L
le funcidn de distribucidbdn aparente f(v) (integral RP¥). Los cdlculos
respectivos, gsf como el error relativo porcentuel estan tebulados en
la tatla 18.

En la tabla 18 se puede ver gque s1 consideramos los términcs no
comunes de los sumendos L1 y L2, es decir, comenzendo desde la 12Guler
da, los términos de la cegunda, cuarta y quinta columna (ver ecuacidn
45), encontrawos yue L1 en todes los casog es bustante mayor a L2. Le-
tas difercencies se uacentuarian adn wmés si elipidrumos pardmetros de
calibraciédn corn valores mds pequenos, ror lo tgnto el término Ll eg el
de wmeyor "peso" en la ecugciOn genergl de 1.

Le representocidn de las L de lg tabla 18 en funciédn del factor



TASLA 18

datos de la tabla 13
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ramétrico.

10.01 |

raramétrico L2 aparccen en la figurs 14, mientras que en lg figurs 15

se represents el error relstivo porcentual en funcidén del factor pa-
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Fig. 14
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e

a

LY

2.0 3.0

Representacidén grafica de los L segdn tebla 18

Como se puede gpreciar en la figura 14, o me jér aldn en lu figura

15, los desviacicnes no snn muy grandes (estdn por debajo del 10 %),

por lo que el método puede ter usado dentru de esa precisibdn.
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Fig. 15 Representucidrn del error relativo entre Leorr y Laprox.

1.1.2 Procedimiento iterativo en el cdlculo de L

Lste m€todo es mas general que el anterior pues no esté ligado
s condiciones especigles de la funcidn I. Bl procediwmiento gencral es

17,72)

conocido desde hnce Liempo]’ , ¥y consiste en obtener le funcidn
de distribucidn desconocida ¥(y) a partir de la curva de elucidn expe-
ramentul £{v), y de lua funcidn de dispersién gly,v), por medio de un
método de desconvolucidn iterativo.

Z1 procedimiento es el sigulente: se cowmlenza pertiendo de una
supuesty distribucidn Ws(y), gue en nuestro case corresponde sl eli-

Kracig experimentul, y que de zcuerdo g lu ecuacidn (18), permite cal-

culer una f(v):
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+00

( Vo (y).e(y,v)dy =

-

=05
-

| far,)-gly,v) 0y

-

(49)

Un me jor valor de #(y), 81 que designamos como Wm(v), se ob-

tiene usando uana de las dos siguientes expreyginnes

it}

Nm(v) - Ws(v)

Wo(v)/ta(v)

Calculando #m(v)(en nuestro caso por la segunde expresidn,

nocida como método dos de
gral anterinr en lugar de #s(y),

hagt:

|
J Fexp'V

sucgsivamente que:

La agplicacibn de este procedimiento

cuso 1V requerird ademis que el wismo

raciédn gaeneral en la que sge

rémetros de calibracidn y disperside.

que el método nos debe garantizar Jue

con funciones g(y,v) gua gu van

e X

f
exp(v

- 7
fimrielec

dando lugar s otra 1teracidba,

fcal(v)}

optiwmilzan

modifi1cando.

T1=74)

vy = £ (v)
P

cal

(v)

fcal'

y/

co—

4)

, €3te se reemplaza en la inte-

y oai

Jdv L1 {50)

itersti1vo pars resolver el

sea parte 1nteyrante de la 1te-

los vulores numéricos de log pa-

+8 decir, &n otras palabras,
fanciong adn cuando se opere

For val razdy;, fue nece-

gurio probar yue esas modificaciones de la rancidn de dispersidn no

impiden el cardcter convergente del zdtodo sobre el cual se basa. Fu-

rg cllo,

g¢ portid como en 8l caso aunterior de funciones conocidas

fiv),¥y) v gly,v) y se va wodificaado g(y,v). Con ese fin se defiw

nieron los s8iguientes terwminos:

2 X * , 2 . :
donde N y 35 y Corresponden a i08 parametras iuniciules dondos a la
]

’

funcibn de dispersidn ea el calealo de t(v) wediunteé la ecuacibn 149).



~91-

1.,0s parametros sin asterisco responden a los utilizedos en el calculo
de la funcidn analitica f(v) de la ecuacidn (46), considerada como

f (v).

@xp 5

Los resultados del analiasis para un By = 0,30 y ‘Ii = 0,77, con
un volumen 1nicial de 13,1 mwl y volumen del aHximo de 16 wl, se mues-
tran en la tablg 19, En la misma aparece también indicado el nimery
de 1tersciones necesarias para alcanzar un valor asbsoluto en la dife-

)

rencia entre los £’ (acuacidn {50)) de aproximadamente 1 %, que es

lo mismo gue decir un grado de solapawmiento entre las curvas experi-

mental y caleulada de aproximsdamente 99 %; coincidencia que rzsulty

di1ficil de conseguir por simple repeticidn de dog experimentos.
tlgunos de esos resultados se representan en la figura 15, en

la cual se puede apreciar que el caracter convergente del método no

resul ta modificado aun cuando se utilicen en la descoavolicidn valo-

res de los paramet:os diametraluente opucstos a los del célculo direc-

to, @s decir que dado un f(v) y una gly,v), siempre as posible definir

una W (y) con el presente procedimiento,

TABLA 19

Calcuios de Lo ¥ Ty
Calculio WO ‘Q; 'G;t blr Ekﬁﬁ g Ty No de Itar.

Cl 0,63 0,63 -0,75 0,75 ] ~1 14
cp = 0,65 0,63 =0,75 -0,75 1 1 1
C3 U, 63 U, 4Y ~-0,7% =0,75 O, 71 1 6
C4 1 C, 45 G,12 =0,12 C,45 -1 3
o 0,63 0,63 -C,79 0 1 0 9
o 0,63 0,63 0 ~0,75 1 0o

C7 0,63 0, 89 -0, 1Y =0,7% 1,47 1 9

(X) R - ) . b - -
Se tomaron dos cifras significulivas pars los £(v) y los div roous

" (y) ~



£1 psso siguiente es introducir este método iterativo en un
programa genersl que permitas optimizaer los ciaco parsmetros de cali-
brocidn y dispersién contenidos en L (ver ecuacidn (45)).

Para probar este programa generul fue necesario generar loa dos
tipos de datos gue necesita, O sea el elugrama expsrimentsl 6 f(v) y
el promedio de peso molecular conocido. kBsto ze hizo mediante otro
programa, al que se le dileron como datos la funcidn calibracibn i(y)
y las fanciones conocidas w(y), g(y,v). Dado an volumen inicial se
calcularon esi, un total de cuatro elugramas de cincuenta puntos cadag
uno (segun ec. (46)), correspondiéndole a cada elugrama tres promedios
de pesos moleculares aparentas (ec.(l9)), y calculados (ec. (20));
peso molecular en peso (p=1), en nidmero (p=-1) y viscosimétrico (se

le asignd 8 p un valor de 0,76).

.av |

jlful—-fup

010

0.01

|
|
] Neiter.
0 3 6 g {2

g, 16 Jepreseatscion [ |6 (v) = ¥ v)l wdv oys. B8
: J 1 cal { |

de iteracinaes.
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Se ha preferido generar f(v) y sus promedios segdn el wmdtodo
analitico, 0 sea el correspondiente al calculo de la ecuacién (46)
sobre el método numdrico, puesto que este dltimo introduce errores
propios del célculo numérico en las funciones de partida.

Con los cunatro elugramas y los doce promedios de peso molecu-
lar calculados, ec. (20),se procedié & optimizar los cinco pardme-
tros, segin el progresms general, partiendo de valores iniciales di-
ferentes a los correctos, es decir valores distintos a los usados
en generar los elugramps y promedios de pesos moleculares.

La tablag 20 nos muestre ol resultado de la optimizacidn. En
le primerg fila de 1la tabla aparecen log valores i1niciales de los
parametros, mientras que al pie de la miswma se incluyen los valores
correctos. En lg ultima columna se dan los S, sc. (26), correspon-

dientes g las sucesivas i1teraciones.

TABLA 20

Célculo de los parametros de calibracidén y dispersidn, partiendo de

velores iriiciales distintos de los correctlos.

Ndizero de : g .
A B C Z)/T\ Vf =S
: . =
lterscicres

Velor inicial 23,7600 1,2000 O 0 0, 40 3,57C
1 24,1249 1,1880 0, 0016 0,44 0,39 1,271
| 23,9319 1,5521 0,0334 0,47 0,58 0, 920
3 23, BEET 1,6012 O, 03%4 0,45 0,55 0,130
4 24,0035  1,6270 0, 0364 0,43 0,51 0,11z
5 24,0159 1,6213 0,036% C,47 0,48 0, 058
VYalores correctos: A = 24,0810
B = 1,633
C = 0,0381
au = 0,5C

J

.. = 0350
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Inicialmente S toma un valor graende, pers luego ir disminuyen—
do paulatinamente hasts alcanzar un minimo con valores nunéricos de
los parémetros de coelibracién-disjpersibn cercenos a los correctos.
Ia diferencia en el vglor de los parémetros obtenidos por iteracidn
con los correctos se debe muy protablemente o Ja de contar cen un
numero de puntos insuficientes para optimizsr tsntos pardmetros, ya
que en realidad se tienen prdcticamente ocho puntos o promedios de
peso molecular (el peso moleculsar viscosimétrico es muy parecido al
reso molecular en pesc), para optimizar cince pardwetros. Pero avn
asi la tabla 20 nos dice que para el cgso de optirizecidn de cinco
perénetros simultdneamente (caso IV), el método de Gamuss funciona ¥y
en principio es posible usarlo.

en lag Tiguras 17 y 18 se coupgran respectivamente lus curvas
de celzbrocidn y dispersién, eslculadss para los parémetros optimi-

zados por el métodc de Gauss y loa velores correctos.

- -
T

804 M

6.0

40 —

2.0

10 11 12 13

ol & B LW _ amwm . -
Fig. 17 RepresenteciOn gridficy de ly ¢ @ caiirbrucidén
vara 10s parawetros coptimizados segdn Gauss (———-—
} J ) 8
’
y los pardnetros corvectos .

\
/
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Fig. 18 Funciones de digpersidn de los parame tros opti-
mizados {x,x) y los correctos (—).

El 4intervelo de voldmenes de elucidn de leza absciseys corres-—
ponde sl rango de Ve elegidos en el cdlculo de los diferentes f(v)

por la ecuscidn (46).

1.2 Conclusiones sobre ¢l Csso IV

Si bien no se pueden der conclusiones finales respecto de los
métocos de célculo del ceso 1V, los resultodos parcieles nos irndicen
gue la aplicacidn de los dos procedimientos arriba explicedos permi-
ten sus usos con suficiente exactitud.

£l método iterntive resulta wds indicudo ys que no hace tantas
suposiciones iniciales coro el procedimiento de gsustitucidn. sdeuss
recpecto del método iterstivo, fue dewmovstrpdo en cste trabejo que el
L1SmC S1empre converge zun para funcicnes de dispersidén muy diferentes
& lss correctas. Teambién es i1mportante recalear aquf, en base s ios
regsul tados de la optialzaciﬁn, ls mplicabiladed del "wétodo i1terativo
de Gauss" para un namere grande de rurametros cono es el del cago

trotedo.
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En resumen, se puede counciulr que: aobos procedicientos permi-

ten extender considerablemente los limites de aplicaciédn del método

de los "promedios sparentes de peso moleculsr", permitiendo conten-

plar cuglquier situscidn experimentel refercnte tento a la funcidn

calibrncidn como a la dispersidén, menteniendo Jas vents jas anterior-

rente indicedas en las conclusicnes de los otrogs casos.
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I1.1 CPG

Historicamente, el primer nombre dado a este tipo de cromato-
grafia fue el de cromatografia por perusscidén de geles. Actualmentas,
el nombre cromatografia de exclusidn es wds usado como puede apre-
ciarse en los libros "Analitica de polimeros", towo I, de M. Hoffmann,
H. Kroemer y R, Xuhn (en aleman), casa editora G. Thieme, Stattgart
(1977) y "Cromatografia liguida de alte perfomance" de H. Zngelhardt
(en 1nglés), casa editora Springer (1979). En ambos casos se conside-

ran los dos términos como s8126nimos, 280 gue segulmos en el presente

trabajo.

IT.2 R, radic de giro

£l radio de giro es la dimensidn con que generalmente se expresa
la extensién espacial de moléculgs poliméricas flexibles en solucidn.

‘ L 62)
Se puede definir como :

R™ = 5 @, .r m,
= N
donde o, corresponde a los elementos de masa yue forman la macromolé-
cula, localizados a una distuncia r. del centro de gravedad fijo o
centro de masa.

R en cadenas flexibles depende de lg conformacidén, por lo tanto,
lo que interssa es conocer el promedio de todas las conforuwacionea. kg

to se expresa comiunumentz como radio de giro prouedio, Rg.

V4 -*77 .i//2 / < i./,g

& = | R° = }mk w _:)/ Zixnl j

AT i

P—
—

) 1/2
donde(l¥ ) es el promedio de¢ la raiz cusdrada medis de R.
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11.3 Solvente thetn

En lags soluciones de polimeros se distinguen tres tipos de fuer-
zas 0 1nteracciones. Las interacciones inter e intra moleculares y las
interacciones polimero-solvente. Dentro de las interacciones intramo-
leculares se encuentran las de corto y largo alcance.

En solventes theta, tanto las fuerzas de largo alcance como las
intermoleculares se equilibran con las del polimero-solvente. El re-
sultado de este efecto a esas tewperaturs y presién (temperatura theta,
presidn theta), es que estad{sticnmente la macromolécula paicde adoptar
todas las conformaciones posibles (es como 8i la macromolécula se mo-
viera en el vacio), presentando frente g las propledades coligativas

un comportamiento 1deal.

11.4 Conformacidn

Las diferentes posiciones que pusde tomar en el espescio la ca-
deng polimérice alrededor de un centro fijo o centro de gravedad, de-
bido a lg libre rotscidn de lgs uniones entre los atomos que la com-

ponene.

1I.5 Cglculo de A

2y 1
Cuando no se conoce A_. |, ,
2 |
de solucinnes a distintas concentracioriead de muestra conocida. Luego

lo que se hace es preparar una serie

se widen los RQ (s1empre a angulos pequenos) para las distintas con-
1
?

centraciones, graficando K°01/H9 LT Cl (ver ecuacién (12a)). De 1la
. ]
pendiente se obtiene A, (A2 para este caso) y de la intercepcidn al
<

e je de ordenadas el Nw proumedio.
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111.1 Representacidédn de 1ln M versus Ve para los distintos intervglos

de peso moleculer segun los casos 1 y IT1:

Folimeros (peso molecular nomingl; pars Figuras

més detalles ver tgbla 3, secc. ©.1.4
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