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9 Fundamentos de la cromatografia
de alta resolucion de intercambio
anionico (HPAEC-PAD)
Determinacion estructural
de glicoproteinas

ALICIA S. COUTO

9.1. INTRODUCCION

Historicamente, la purificacion y el analisis de hidratos de carbono involucro
el uso de técnicas como filtracion en geles, cromatografia de afinidad (por
ejemplo, lectinas) y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). En esta
Gltima técnica se utilizaron columnas de fase reversa con resinas alquilicas
o fases amino para la separacion de monosacaridos neutros y cromatografia
de par i6nico para oligosacaridos (Honda, 1984, Hicks, 1988; Huber & Bonn,
1995). Las columnas de celite—carbon que habian sido utilizadas para la
separacion de hidratos de carbono no pudieron ser aplicadas en HPLC dado
su fragilidad a la presion.

Asi, existen en el mercado numerosas columnas de HPLC aplicables al
analisis de azlicares con diferentes grados de entrecruzamiento, diferentes
formas ionicas y tamanos de particulas de las fases estacionarias y también
de diferentes largos, aplicables a la separacion de monosacaridos y oligo-
sacaridos y que utilizan en general como fase movil acetonitrilo: agua. Mas
recientemente, sistemas cromatograficos de interaccion hidrofilica usando
columnas basadas en empacados de fase unida a silica con fases moviles de
acetonitrilo: agua, también han sido utilizadas para la separacion de hidra-
tos de carbono. Sin embargo, este modo de HPLC puede tener desventajas
como la inestabilidad y corto tiempo de vida de las fases unidad y la pobre
selectividad y eficiencia de las columnas (Corradini et al., 2012).

Debido a que los hidratos de carbono no absorben a longitudes de onda
ultravioleta, el método de deteccion mas utilizado es el indice de refraccion.
Si bien de esta forma se han podido separar oligosacaridos neutros, oligo-
sacaridos que difieren en las ramificaciones y oligosacaridos conteniendo
acido sialico, no se logra la separacion de oligosacaridos que difieran en el
tipo de union:

por ejemplo, Glcp(1-2)Glep, Glep(1-3)Glep y Glep(1-4)Glep
Otra metodologia muy utilizada es la cromatografia gas-liquido, pero dado

que los azlcares no son volatiles, exige una etapa previa de derivatizacion.
(Reinhold, 1972; Laine et al., 1972) También se ha acoplado el uso de cromoforos
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o fluoroforos con el fin de aumentar la sensibilidad de deteccion (Muramoto
et. al., 1987; Rosenfelder et al., 1985; Takemoto et al., 1985; Lin et al., 1985). En
forma mas reciente, aparecen en la literatura ejemplos de separaciones de
hidratos de carbono que utilizan electroforesis capilar.

Sin embargo, con el fin de mejorar las separaciones y facilitar el analisis
de azlcares se desarrolld una técnica de HPLC que utiliza resinas basicas y
eluyentes de alto pH (1-4) (Hardy et al., 1988). La separacion se basa en la
pequefia acidez que presentan los hidratos de carbono (Frahn et al., 1959) y
se combina con un detector de pulso amperométrico que no requiere deri-
vatizaciones y que permite la deteccion de los aziicares en el orden de pico
y nanomoles (Rockin et al., 1983). Asi, en la Figura 9.1 se observa una sepa-
racion de monosacaridos y en la Figura 9.2, la separacion de oligosacaridos
obtenidos por hidrolisis enzimatica de fetuina. Notese que ain dentro de
cada grupo de oligosacaridos mono, di, tri y tetrasialilados, se distinguen
especies que tienen diferencias solo en los tipos de union y que se detectan
como picos diferentes.

Un equipo de cromatografia de intercambio anionico con detector de pulso
amperométrico (HPAEC-PAD) consta de las siguientes partes: modulo de
eluyentes, bomba, inyector, columna de separacion, detector electroquimico
y la computadora para adquisicion de datos (Figura 9.3).
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FIGURA 9.1. ANALISIS POR HPAEC—PAD DE UNA MEZCLA DE MONOSACARIDOS
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FIGURA 9.2. ANALISIS POR HPAEC-PAD DE UNA MEZCLA DE OLIGOSACARIDOS SIALILA-
DOS OBTENIDOS POR HIDROLISIS ENZIMATICA DE FETUINA
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FIGURA 9.3. ESQUEMA DE LAS PARTES CONSTITUYENTES DE UN EQUIPO
DE HPAEC-PAD
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9.2. FUNDAMENTOS DE LA SEPARACION

Dijimos que la separacion se basa en la baja acidez que presentan los hidratos
de carbono. Si bien los azlcares no son acidos, el OH anomérico es el mas
acido debido a los efectos inductivos del O del anillo y por estabilizacion
del anion por puente hidrogeno con el OH del C-2. Por lo tanto, en ausencia
del OH de C-2 (2-desoxiazlcares) la acidez disminuye (Rendelman, 1973). Si
no existe H anomeérico (alditoles, glicosidos), la acidez de los H decrece en el
orden 2-OH >> 6-OH>3-0H > 4-0OH. (Roberts et al., 1971, Paskach et al., 1991).

A continuacion, se listan las constantes de disociacion de algunos mono-
sacaridos comunes.

TABLA 9.1. CONSTANTES DE DISOCIACION DE ALGUNOS MONOSACARIDOS
COMUNES (EN AGUA A 25 °C) (RENDELMAN, 1973)

Aziicar pka

Galactosa 12,39
Glucosa 12,28
Xilosa 12,50
Manosa 12,08
Fructosa 12,03
Sorbitol 13,60
a-metil glucosido 13,71

Si recordamos el concepto cromatografico de Factor de capacidad (retencion):
K',=tr, -t / t (dondetr, = tiempo de retencion del compuesto i y t_ _tiempo
muerto), en una resina de intercambio anionico fuerte: a valores decrecientes
de pKa los K'i seran crecientes.

Se puede generalizar que las cetosas dan K', similares a las aldosas cor-
respondientesy que los polioles presentan K'i que aumentan con el nimero
de C (sin embargo, con aldosas hay muchas excepciones).

Sivemos en oligosacaridos, la influencia de la acidez del OH-1 del extremo
reductor es menor:
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TABLA 9.2. CONSTANTES DE DISOCIACION (EN AGUA A 25 OC) Y FACTORES
DE CAPACIDAD DE ALGUNOS OLIGOSACARIDOS COMUNES

Oligosacaridos pKa K
Maltosa Glc o (1-4) Glc 11,74 6,87
Lactosa Gal B (1-4) Glc 12,22 2,87
Sacarosa Glc (1-2) B Fru 12,62 3,30
Rafinosa Gal a (1-6) Glc a (1-2) B Fru 12,74 5,54

Por el contrario, el tipo de union glicosidica y la estructura conformacional
son factores importantes en la separacion. Para series relacionadas de oli-
gosacaridos (por ejemplo, glucosa, maltosa, maltotriosa, maltotetrosa) si se
grafican los In K’ versus la longitud de cadena dan lineas rectas con pendientes
caracteristicas (Koizumi et al., 1989).

Esto significa que, si partimos de glucosa podremos predecir aproximada-
mente el tiempo de elucion de la maltosa y la maltotriosa (serie de la Glucosa
o 1-4). Lo mismo si partimos de xilosa, podremos esperar tiempos de retencion
mayores para la xilobiosa y la xilotriosa. Si en cambio partimos de sorbitol,
que tiene un factor de capacidad menor, toda la serie de maltitol, maltotriitol,
etc., se retendra menos que la maltosa y la maltotriosa. Por lo tanto, ha sido
posible resolver isomeros de oligosacaridos neutros con uniones 1-3, 1-4 y
1-6 (Hardy & Townsend, 1988; Lee, 1990) asi como oligosacaridos liberados
de glicoproteinas (Townsend & Hardy, 1991; Rohrer et al., 2013).

Por otra parte, también oligosacaridos acidicos fueron eficientemente
separados en condiciones convencionales mostrando que en HPAEC, las
separaciones son rapidas y con gran resolucion (Tsuji et al., 1982; Troy et al.,
1987). Existen trabajos donde han podido resolver oligosacaridos conteniendo
hasta 50 unidades de acido galacturonico (Hotchkiss & Hicks 1990).

9.3. COLUMNAS

Dado que se trabaja a altos pH, la fase fija de las columnas no puede ser de
silica. Se utiliza un copolimero de estireno-divinilbenceno.

Los materiales tradicionales utilizados en HPLC son macroporosos y, por lo
tanto, la difusion es lenta, la transferencia de masa es escasa, los picos son
anchosy como se trabaja a baja presion maxima, los tiempos en general son
largos. Para evitar esos inconvenientes se desarrollaron resinas peliculares
poliméricas no porosas que garantizan un rapido transporte de masa, una
rapida difusion, alta estabilidad entre pH 0-14y excelente estabilidad meca-
nica. Las columnas mas comunes empleadas para HPAEC especificamente
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FIGURA 9.4. PARTICULA DE LA FASE FIJA CON SUS TRES CAPAS: CORE INERTE, REGION
SUPERFICIAL SULFONADA Y MICROBEADS INTERCAMBIADORES

disenadas para la cromatografia de intercambio anidnico de hidratos de
carbono son fabricadas por Dionex (Sunnyvale, CA, USA; ahora Thermo Fisher
Scientific Inc., USA).

Las particulas de la fase fija constan de tres capas: un core o corazon inerte
no poroso; una region superficial sulfonada y capas externas ligadas perma-
nentemente de intercambiadores anionicos, microbeads submicromeétricas
lo que garantizan un elevado n2 de sitios intercambiadores en una superficie
pequefia, una alta capacidad de carga y baja difusion (Figura 9.4).

De esta forma se han desarrollado diferentes columnas para separaciones
especificas de diferentes hidratos de carbono:

CARBOPAC PA-1 monosacaridos neutros y acidicos
(pa-10, P-20) aminoazlcares
CARBOPAC PA-100 isomeros estructurales de bajo PM
(PA—200) oligosacaridos

polisacaridos complejos

OMNIPAC PAX-100 analitos ionicos en general

Existen diferencias en el diametro de las particulas, el % de divinilbenceno
y grado de entrecruzamiento, el diametro y % de entrecruzamiento de los
microbeads de latex y la capacidad de carga.
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9.4. ELUYENTES

- Como eluyente principal, se utiliza agua desionizada desgasificada. Se
[lama reactivo grado tipo 1y debe tener una resistividad mayor a 17.8 MQ/
cm. Debe estar libre de impurezas ionicas, organicas, microorganismos y
agente particulados > 0.2mm. No se recomienda utilizar agua grado HPLC
en botella siendo lo mas recomendable utilizar agua denominada Milli Q.

+ Las separaciones en general se llevan a cabo en soluciones de NaOH. La
solucion madre no se debe preparar a partir de NaOH en pellets debido a
que se encuentran muy carbonatadosy cambia la fuerza ionica del eluyente.
Es aconsejable preparar las soluciones a partir de soluciones comerciales
de NaOH 50 % (p/p). Se debe, en todos los casos, evitar la carbonatacion y
por lo tanto se aconseja minimizar el tiempo de exposicion al aire y utilizar
botellas frescas en recipientes plasticos. Como el carbonato se acumula
en general sobre las paredes y el fondo del recipiente, no es aconsejable
volcar desde el recipiente, sino pipetear la cantidad necesaria, sin tocar
los bordes.

+ Soluciones de acetato de sodio. Se usan gradientes crecientes de acetato
de sodio o combinados de NaOH y NaAcO. La sal cambia la fuerza ionica del
eluyente y la ionizacion del analito. En algunos casos se utilizan también
gradientes reversos (por ej., para separar Gal de Xil) o gradientes ternarios.
Las soluciones se preparan a partir de NaAcO anhidro o trihidratado con
agua desionizada. Se filtran por membranas de 0.2 mm para evitar parti-
culados y se desgasifican.

+ Enel caso de las columnas Omnipac PAX-100 que precisan minimo 1 % sol-
vente organico se utilizan solvente grado HPLC. Los solventes mas utilizados
son metanol, etanol y acetonitrilo. Las mezclas con agua deben hacerse
antes de llevarlas al equipo para minimizar la formacion de burbujas. Y en
los casos de utilizar acetonitrilo e NaOH se aconseja no hacer soluciones
del acetonitrilo en la base ya que el solvente organico se descompone
dando acetato y amoniaco.

+ Las soluciones se colocan en los reservorios de plastico, asegurandose
que los tubos con filtros en linea lleguen al fondo y queden inmersos en
la solucion. Se presuriza y desgasifica con helio para prevenir burbujas.
Puede también utilizarse argon o nitrégeno. Si el sistema no se encuentra
desgasificado convenientemente podemos tener problemas en el funcio-
namiento de la bomba, en la deteccion o incluso tener escasa resolucion
de los analitos por carbonatacion del eluyente.

+ Los pasos a seguir serian:

1. preparacion del eluyente y colocacion en el reservorio;

2. desgasificacion por vacio o sonicacion (aprox. 5 min);

3. colocacion del reservorio en el equipo, sin agitar;

4. cerrar el reservorio, presurizar, pasar Helio a aprox. 7 psi durante 20 min;
5. llenar el sistema con c/u de los eluyentes por separado (priming).
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9.5. BOMBAS

Estos equipos presentan una bomba (DX-300; DX-3000) que puede mezclar
cuatro eluyentes diferentes, a flujos controlados y composiciones controla-
das. Existen columnas de 4 mm de diametro interno (analiticas); de 9 mm de
diametro interno (preparativas) y también columnas denominadas microbore
para separaciones mas exigentes. Las bombas estan preparadas para trabajar
con flujos de 0,1 a 10 ml/min, con presion maxima de 5000 psi.

Se puede realizar separaciones isocraticas o con gradiente y la bomba
permite utilizar gradientes lineales, concavos o convexos.

Se utiliza un programa de a pasos determinado por tiempos que se controla
en forma remota con una interfase desde la computadora.

—— Eluyente1

______ Eluyente 2

5 10 15 20  min

FIGURA 9.5. ESQUEMA DE UN PROGRAMA DE A PASOS

El mantenimiento de la bomba es importante. Se deben lavar los pistones
diariamente con agua. Si el equipo no se utiliza por mas de tres dias se acon-
seja pasar agua por las 4 valvulas. Se recomienda chequear pérdidas de la
bombay de la tuberia, cambiar los filtros de los eluyentes periddicamente y
la lubricacion regular cada 6 meses de los pistones para que operen suave-
mente (esto Gltimo realizado por personal experto).

9.6. PREPARACION DE LA MUESTRA

Se recomienda filtrar las muestras por membranas de 0.4 mm para remo-
ver particulas, evitar concentraciones salinas muy altas pues son eluyentes
fuertes y no inyectar mas de 10 nanomoles de un analito en una columna
analitica. Las inyecciones son en general de 10 a 50 ml a través del loop
correspondiente.
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9.7. DETECTOR

El uso en tandem del detector de pulso amperométrico con el HPAEC es una
ventaja extrema. Esto evita la necesidad de derivatizacion pre- o poscolumna
y es uno de los métodos mas sensibles de medicion de hidratos de carbono.

El detector es una celda electroquimica que consta de una fuente (poten-
ciometro) y tres electrodos. Se aplica una secuencia repetitiva de tres poten-
ciales (E, E,, E,) durante pulsos de tiempo (t, t,, t,) y se mide la corriente gene-
rada por oxidacion o reduccion del analito sobre la superficie del electrodo de
trabajo. Esta corriente es proporcional a la concentracion del analito en la solu-
cion. Se puede optimizar: la sensibilidad, la reproducibilidad y la selectividad.

La corriente es generada porque las sustancias son oxidadas o reducidas
sobre la superficie del electrodo de trabajo. Si hay oxidacion, los e se trans-
fieren al electrodo de trabajo, se genera una corriente positiva (anddica).
Si en cambio se produce una reduccion, los electrones se transfieren del
electrodo de trabajo a las moléculas electroactivas. Se genera una corriente
negativa (catodica). La eleccion de los potenciales a aplicar se determina
por voltametria.

Donde Ay B son las especies en equilibrio en la superficie del electrodo

SiE =E [B]=[A]

Si E:Ez >E [B]>[A] el analito se oxida y se genera corriente anodica.
SiE,,<E [Bl<[A] el analito se reducey se genera corriente catodica.

El proceso seria una voltametria hidrodinamica: el pasaje de una solucion
conteniendo un analito y un electrolito soporte a través de un electrodo de
trabajo por bombeo de la solucion. Se aumenta el potencial aplicado y se
mide la corriente resultante (Figura 9.6).

t

FIGURA 9.6. GRAFICO DE POTENCIAL APLICADO VERSUS TIEMPO
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Veamos qué sucede si solo tengo A en solucion y el potencial para la oxidacion
de A es +0,4 V con respecto a un electrodo de referencia.

Ao2Vla Eapp es mas negativa que E9, por lo tanto, se favorece reduccion
de B a A. Como la solucion solo tiene A, no hay reaccion. Por lo tanto, la [A]
en el electrodo es igual a [A] en el total de la solucion y la corriente es cero.

Siel E,,, €5 aumentado, la relacion de B hacia A aumenta. Por ejemplo:

AO4VE, =E

La [A] =[B] en la superficie del electrodo, pero como la solucion circula, la [A]
se mantiene. Es decir que a pocos milimetros de la superficie del electrodo,
la [A] es constante. La distancia entre el electrodo y el punto en el que la
concentracion de A es igual a la concentracion de A en la solucion se deno-
mina zona de difusion. El transporte de A a la superficie del electrodo es via
difusion, o sea existe un gradiente de concentracion.

Cuando el potencial es aumentado a 0,6V la concentracion de A en la
superficie del electrodo es 0. Todas las moléculas que llegan al electrodo se
oxidan a B. Por lo tanto, la corriente es limitada por la velocidad de difusion.
Se la llama «corriente limite». En ese momento:

I=nxFxAxDx[a]

Donde: F, es la constante de Faraday
A, es el area del electrodo
D, es el coeficiente de difusion
[A], es la concentracion de A en la solucion

Sin embargo, en este caso, estamos en una voltametria ciclica, donde el
potencial es aplicado de a pasos:

Ey !
0.6 —

0.4—

0.2 -

) uuﬂﬂﬂn .

t 0 0.2 0.4 0.6 E°

FIGURA 9.7 POTENCIAL APLICADO DE A PASOS EN FUNCION DEL TIEMPO (A)
CORRIENTE ANODICA EN FUNCION DEL POTENCIAL APLICADO (B)
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Es decir,de 0-0,2V no hay reaccion
0-0,4V [A]l=[B]sup del electrodo A se oxida
0-0.6V [A]lsup del electrodo =0

Después del pulso, la corriente medida es alta y decrece a medida que las
moléculas difunden como se ve en la Figura 9.7.

La corriente total es la suma de dos corrientes: la corriente de Faradayy la
corriente de carga (capacitancia entre la interfase electrodo-solucion) Para
discriminar entre las dos, se retrasa la medicion de la corriente un pequeno
tiempo (ej. 20 mseg). Asi, se maximiza la relacion Faraday/carga.

Luego del retraso se mide la corriente durante un periodo de tiempo.

La corriente se renueva con el nuevo pulso y existe un circuito que suaviza
el salto de un pulso a otro. Se usan tiempos de medicion desde 16,7 ms a 200
ms. Los tiempos mas largos mejoran relacion senal/ruido.

Por lo tanto, el E1 se aplica durante 240 ms y se mide durante 200 ms.

Una vez determinado el potencial para que la reaccion suceda por voltame-
tria se usa amperometria para detectar. Los aziicares presentan un maximo
de respuesta en un rango pequeno de potenciales aplicados. Por lo tanto,
el mismo potencial se puede aplicar a todos los azlcares. Si se usa un solo
potencial, es lo que se denomina amperometria fija. En un principio existieron
detectores de este tipo, pero el electrodo se ensuciaba muy facilmente. Por
eso se aplican 3 potenciales, tal como se muestra en la Figura 9.8 (Koizumi
et al., 1989).

E,(t)

E,(t) Comienza un nuevo ciclo

Potencial
~

E, (t)

Tiempo

FIGURA 9.8. SECUENCIA REPETITIVA DE POTENCIALES APLICADOS AL ELECTRODO
DE TRABAJO

E1 cerca del potencial de oxidacion, E2 muy positivo para limpiar el electrodo
y E3 muy negativo para reducir el 6xido de Au. Las reacciones que sufren los
azlcares se indican en la Figura 9.9.
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(.\’O H——71—OH
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FIGURA 9.9. REACCIONES QUE SUFREN LOS AZUCARES EN EL ELECTRODO DE TRABAJO

Con el E, sucede la ecuacion 1(Figura 9.9), con E,, las ecuaciones 2 y 3 (Figura 9.9)
yconk, la reaccion de recuperacion del electrodo:

2Au+2 HO- ------- > Au20 + H20 + 2e-

Las celdas constan de tres electrodos: un electrodo de trabajo que en general
es de oro, pero puede ser también de plata, platino o carbon, un electrodo
de referencia Ag/AgCly un counter electrodo de acero inoxidable.

Los azlicares oxidados pueden eliminarse del electrodo con un potencial
muy negativo que solo dura 10 ms inmediatamente antes de aplicar el poten-
cial de activacion positivo y luego negativo.

Existen varios trabajos describiendo la optimizacion de los potenciales
aplicadosy los tiempos de cada uno para diferentes analitos (LaCourse, 1997,
Johnson & LaCourse, 1992).

La mejora en la reproducibilidad de la deteccion de hidratos de carbono a
largos tiempos puede alcanzarse aplicando una secuencia de cuatro poten-
ciales al electrodo de trabajo en lugar de tres (Rocklin et al,, 1998). En esta
secuencia se utiliza un potencial muy negativo para mantener limpio y uno
positivo para activar la superficie del electrodo de oro sin causar corrosion
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del mismo. Esta secuencia de cuatro potenciales maximiza la relacion senal/
ruido, mostrando limites de deteccion similares a los que se obtienen con
la secuencia de tres potenciales, pero mejorando ampliamente la reprodu-
cibilidad a tiempos largos.

Cuidados a tener con la celda del detector:
1. cerrar la celda al final del dia;

2. pulir el electrodo periddicamente;

3. lavar los componentes de la celda;

4. chequear pérdidas.

El ruido debe ser minimo debido a las variaciones de flujo. Se debe evitar la
turbulencia por ejemplo, debido a variaciones de temperatura.

Existen otros detectores que amplian la posibilidad de trabajo. Por ejemplo,
el denominado ED-40 es detector electroquimico, de conductividad, de ampe-
rometria fija, de amperometria pulsada y de voltametria ciclica y, ademas,
monitorea pH para la deteccion. Se puede adicionar un detector UV-visible
variable o uno denominado AD—20, de doble haz programable.

9.8. SUPRESOR (NEUTRALIZADOR)

El uso de membranas supresoras para el desalado se inici6 en 1989 (Spellman
et al. 1989). El intercambio de Na’ por H,0* en la membrana supresora se
[leva a cabo en el interior de un par de membranas de intercambio cationico
separadas por la camara del eluyente.

El método involucra el desalado de las muestras en linea (Basa & Spellman,
1990; Thayer et al., 1998). En este caso se utiliza un supresor aniénico. Provee
una alta capacidad de supresion agregando minimo volumen muerto. Existen
supresores para columnas de 4 mm y de 2 mm de diametro. Consta de un
modulo de supresion y una fuente de corriente.

En elinterior del modulo supresor se observan 2 compartimentos regene-
rantesy un compartimiento del eluyente separados por membranas de inter-
cambio ionico. Es decir, hay un canal de flujo regenerante y un canal de flujo
de eluyente en lados opuestos de la membranay estos van a contracorriente

En las camaras regenerantes estan los electrodos. Por lo tanto, se aplica un
potencial y el agua de los agentes regenerantes es electrolizada aportando
H O*que pasan por la membrana para la reaccion de neutralizacion. De esta
forma, el eluyente se convierte en una forma poco ionizada. A su vez, para
mantener el balance de carga los eluyentes cationicos pasan hacia la zona
regenerante.
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FIGURA 9.10. REACCIONES EN EL MODULO DE SUPRESION

9.8.1. Modo de autosupresion reciclada

Utiliza el eluyente de la celda como fuente de agua para la camara de rege-
neracion. No se utiliza fuente de agua externa. Para ello, el eluyente luego de
pasar por la celda de deteccion es redirigido a la entrada del regenerante. En
este caso la fuente de agua contiene el analito diluido, pero al ser minimas
las cantidades del analito, no afectan.

En este caso, la cantidad de agua fluyendo es limitada por el flujo del
eluyente. No se debe utilizar cuando hay solventes en el sistema.

9.8.2. Autosupresion con fuente externa de agua

Necesita una fuente constante de agua deionizada de una botella presurizada
con un flujo aprox. 510 ml/min. Debe colocarse un regulador de presion para
el reservorio. En este caso, la cantidad de agua que fluye es independiente
del flujo del eluyente y se maneja desde el regulador de presion. Cualquier
analisis que se haga con el reciclado puede hacerse en modo externo.
9.8.3. Autosupresion quimica

Se usa acido sulfiirico como regenerante en lugar de corriente aplicada y

agua desionizada.
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El acido se adiciona desde una botella presurizada.

La capacidad supresora aumenta a medida que aumenta el flujo de agua a
través de las camaras regenerantes. A mayor flujo de agua, mayor capacidad
supresora. Se calcula que el flujo externo debe ser aproximadamente 10-15
ml/min para columnas de 4 mm y de 5-7 ml/min para columnas de 2 mm.

La supresion se controla por dos factores: a) la presion aplicada al reser-
vorio de agua; b) la corriente elegida en la unidad.

Luego que la corriente es aplicada, el flujo cae debido a la formacion de
gases en las camaras regenerantes. Es importante ajustar la presion para dar
el flujo necesario a una dada corriente. En estos casos NO se debe cerrar la
salida de gases ya que se forman pequenas cantidades de H..

Cuando se elige la corriente: a mayor conductividad del eluyente, se nece-
sita aplicar mayor corriente para alcanzar supresion total (depende de la
naturaleza del eluyente y de su concentracion).

A mayor flujo utilizado en la separacion, se requiere mayor corriente. Si
la corriente es muy baja, puede no remover totalmente los contraiones de
la muestra aun cuando el contraion del eluyente pueda ser removido total-
mente. Por otra parte, utilizar una corriente muy alta puede crear una linea
de base con mucho ruido.

En general se requiere una corriente menor para columnas de 2 mm que
para las de 4 mm.

Cuidados: las membranas deben estar siempre hidratadas Si se deja de usar
el supresor por un tiempo, hay que rehidratar antes de comenzar el analisis.

Se sabe que la concentracion dinamica regenerante debe ser aprox. 6-8
veces la concentracion dinamica del eluyente para una correcta supresion.
Asi un calculo aproximado es:

7 x [eluyente mM] x (flujo ml/min) = [regenerante mM] x (flujo regenerante ml/min)
Ejemplo: si se utiliza un eluyente: 50 mM NaOH con un flujo de 1,5 ml/min se
debe usar como regenerante: 50 mM H,SO, a un flujo de 10 ml/min.

9.8.4. Supresor cationico (no para Hidratos de carbono)

En este caso la solucion cationica del regenerante sera hidroxido de tetra-
butilamonio (TBAOH). Puede utilizarse KOH o (CH,) NOH, pero dan peores

lineas de base en conductividad. No se aconseja el uso de Ba(OH), ya que
puede precipitar.
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9.9. ALGUNOS EJEMPLOS DE ANALISIS
9.9.1. Determinacion de fibra dietaria soluble

En la Figura 9.1, panel A, se observa una muestra corrida en una columna
Carbopack P-200 (4 x 250 mm) con la precolumna correspondiente utilizando
un gradiente de NaAcO desde una solucion de 50 mM NaOH en ausencia del
mismo hasta un solucion de 250 mM NaAcO conteniendo 50 mM NaOH en 40
minutos con flujo 0,4 ml/min.

En el Panel A se observa la comparacion de la muestra original y la mues-
tra tratada con o-amilasa pancreatica/amiloglucosidasa, observandose la
desaparicion de algunos componentes presumiblemente, oligosacaridos con
uniones a-D—(1,4).

original

tratado

00 M2

Panosa
8o /

isoM2 i50M3

A0

FIGURA 9.11. DETERMINACION DE FIBRA DIETARIA SOLUBLE
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En el panel B se observa una magnificacion de la zona de 0 a 16 min de la
muestra tratada de A en comparacion con diferentes testigos comerciales. Se
observa el enriquecimiento en oligosacaridos con uniones oa-D—(1,6) consi-
derados fibra dietaria soluble.

Es de destacar que, en los Gltimos anos, se ha popularizado la aplicacion de
esta técnica para la determinacion de hidratos de carbono en alimentosy se
han desarrollado variadas aplicaciones para analisis de rutina de alimentos
(Corradini et al., 2012).

9.9.2. Comparacion del perfil de N-oligosacaridos de un anticuerpo
monoclonal y un biosimilar

Muestras de un anticuerpo monoclonal (standard A) y un biosimilar (mues-
tra) se trataron con PNGasa F, la proteina se separo por un Ultrafree McFilter
(MW 5000) y la fraccion de oligosacaridos liberados se llevaron a seco, se
redisolvieron en agua y se analizaron en una columna Carbopack P-200 con
precolumna correspondiente. Se utilizd un programa con NaOH 100 mM
durante toda la corrida y durante 2 min, luego un gradiente de NaAcO de
0 a 8 mM durante 9 min, a 45 mM durante 11 minutos, a 180 mM durante 14
minutos y a 300 mM durante 9 minutos; flujo 0,25 ml/min.

7004 i

600 \
0] J

400

300+
|
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] J‘ muestra
IOD—j'_‘ T ———— e
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FIGURA 9.12. COMPARACION DEL PERFIL DE N-OLIGOSACARIDOS DE UN ANTICUERPO
MONOCLONAL Y UN BIOSIMILAR
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En la Figura 912 se puede observar que no se detectan diferencias entre ambos
perfiles y que el componente principal coincide con un testigo comercial de
Man.G, (Go).

9.9.3. Otros

La digestion con exoglicosidasas ha sido muy utilizada para el analisis estruc-
tural de glicoconjugados. En este tipo de analisis la técnica de HPAEC-PAD es
extremadamente Gtil ya que se puede detectar la aparicion del monosacarido
producto de la hidrolisis, el oligosacarido mas corto producto de la digestiony
la desaparicion del oligosacarido sustrato en una sola corrida cromatografica
(Weitzhandler et al. 2009).

También ha sido muy Gtil para el analisis de oligosacaridos de polisacaridos
derivados de matrices extracelulares (Rothenhofer et al., 2015).

9.10. CONCLUSIONES

Una de las mayores ventajas de la técnica de HPAEC-PAD es su capacidad de
separar oligosacaridos sin necesidad de derivatizacion. Esto disminuye el
tiempo y esfuerzo de la preparacion de las muestras mejorando la consis-
tencia del analisis. Usualmente con un detector bien mantenido se consigue
una sensibilidad de 10 pmoles. La compatibilidad de la deteccion electro-
quimica con gradientes de elucion, acoplado a la alta selectividad de las
fases estacionarias, permite la separacion de mezclas de aziicares simples,
oligo-y polisacaridos que pueden ser separados con alta resolucion en una
sola corrida.

Esta metodologia por lo tanto es ideal para el analisis de glicoproteinas
producidas por la tecnologia recombinante que necesita condiciones de
control muy rigurosas. El método es el mas utilizado por su velocidad, alta
resolucion y facil automatizacion.
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