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1. INTRODUCCION

Es bien sabido que el pH de la fase mévil es una varia-
ble fundamental en la separacién de sustancias ionizables
en cromatografia de liquidos, ya que de él depende el
grado de ionizacion de los analitos presentes en la mezcla
problema. En el desarrollo de métodos analiticos se
requiere pues, ejercer un control eficiente sobre el pH
mediante la eleccidon de un tamp6n adecuado. En croma-
tografia de liquidos en fase inversa, suelen usarse solucio-
nes hidro-orgdnicas tamponadas como fases moviles.
Habitualmente éstas suelen prepararse afiadiendo el volu-
men adecuado de un disolvente organico, tipicamente
acetonitrilo o metanol, sobre una solucién acuosa tampo-
nada. Sin embargo, fases méviles del mismo contenido
en modificador organico y preparadas a partir de solucio-
nes acuosas del mismo pH pero que contienen dcidos dis-
tintos como reguladores del pH, pueden presentar valores
de pH significativamente diferentes. Consideremos el
ejemplo mostrado en la Figura 1. Se inyect6 una mezcla
de sustancias con propiedades 4dcido-base, de pK, cercano
a 8, en dos fases méviles distintas que contenian un 60%
de acetonitrilo. Ambas fases méviles se prepararon afia-
diendo el volumen adecuado de acetonitrilo a soluciones
acuosas tamponadas del mismo pH (8,00), pero prepara-
das a partir de distintas especies reguladoras del
pH: H,PO, /HPO; y NH; /NH,. Podemos observar en
la Figura 1 que los tiempos de retencién para dos de los
cuatro analitos son significativamente distintos y, en fun-
cién del tamp6n utilizado, se obtienen diferentes perfiles
de elucidn. Este fendmeno también se produce en fases
méviles que contengan metanol como modificador orga-
nico, tal y como se desprende de los cromatogramas mos-
trados en la Figura 2. ;Cudl es el motivo del cambio de
selectividad en los ejemplos descritos? La respuesta la
encontraremos al final del articulo, pero antes de llegar a
ella deberemos hacer algunas consideraciones practicas
sobre la medida del pH en fases méviles hidro-orgéanicas
y sobre las variaciones del pK, de 4dcidos y bases con la
adicién de modificador orgénico.

Estos ejemplos no son gratuitos, sino que responden a
cambios de selectividad cominmente observados cuando
se modifican las condiciones experimentales de un deter-
minado procedimiento analitico en el que estén involu-

crados analitos dcidos o basicos y fases méviles tampona-
das. Los casos seleccionados aqui son ejemplos académi-
cos y algo extremos, pero ilustrativos. La consideracion
detenida de las causas de los cambios de selectividad des-
critos ha de permitir la interpretacién correcta de las
variaciones de retencidn observadas en el trabajo cotidia-
no al modificar, en ocasiones incluso muy ligeramente,
las condiciones de elucién cromatogréfica.

Figura 1. Elucién de una mezcla de compuestos ioniza-
bles en dos fases mdviles preparadas a partir soluciones
reguladoras acuosas de H,PO, /HPO; o NHj /NH,,
ambas de pH 8,00 y concentracién 0,01 mol-L". Analitos:
(1) 2-nitrofenol, (2) 2,4,6-trimetilpiridina, (3) 3-bromofe-
nol y (4) N,N-dimetilbencilamina. Condiciones cromato-
graficas: 1 mL/min, 60% de acetonitrilo en volumen,
XTerra MS Cis 5-um (15 cm x 4,6 mm).
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Figura 2. Elucién de una mezcla de compuestos ioniza-
bles en fases mdviles metanol/tampén acuoso al 60/40
(v/v), en las mismas condiciones de la Figura 1. Analitos:
(1) N,N-dimetilbencilamina, (2) 4-nitrofenol, (3) 3-nitro-
fenol, (4) 2-clorofenol, (5) 2-nitrofenol, (6) 2,4,6-trime-
tilpiridina y (7) 3-bromofenol.

2.LA MEDIDA DEL pH EN FASES MOVILES
HIDRO-ORGANICAS

La medida del pH en cromatografia de liquidos es un
aspecto delicado y un tanto controvertido. Algunos cro-
matografistas miden el pH de la solucién amortiguadora
en medio acuoso, antes de la adicion del modificador
organico, mientras que otros lo miden directamente en la
fase movil hidro-organica. Estos dos valores de pH no
son coincidentes, pudiendo llevar a equivoco si el autor
no indica con claridad cual es el procedimiento seguido
[1]. La informacién obtenida al medir el pH en la solu-
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cion acuosa es a priori incompleta debido a que al adicio-
nar un modificador orgéanico el pH varia en funcién del
volumen y propiedades del solvente afiadido, y de la con-
centracion y naturaleza del tampoén utilizado. A menudo
no se concede la importancia debida a la correcta medida
del pH en mezclas hidro-organicas, pese a los numerosos
estudios publicados al respecto [2-8] y la propuesta de la
IUPAC sobre procedimientos de medida y soluciones
estandar de referencia [9-15]. Sin embargo, parece ser
que en los dltimos afos la medida cuidadosa del pH ha
ido ganando terreno. Sirva como ejemplo la publicacién
de articulos en revistas de amplia difusién que tratan la
cromatografia desde un punto de vista generalista, sobre
la interpretacidn del pH en fases mdviles hidro-orgénicas
[16], 1a seleccidon del tampdn y de 1a capacidad regulado-
ra[17]y la correcta preparacion de los tampones [18].

Existen tres procedimientos distintos para medir el
pH de una fase mévil [19-26]. El primero de ellos consis-
te en medir el pH del tamp6n acuoso, previamente a la
incorporacion del modificador orgdnico, usando para
calibrar el sistema potenciométrico las habituales solu-
ciones acuosas estindar de pH4 y 7, y, menos frecuente-
mente, de pH 2 y 9. Conforme a las recomendaciones de
laTUPAC [27], el valor de pH obtenido por este procedi-
miento deberia notarse como |, pH. Segiin esta nomencla-
tura el subindice corresponde al medio del estado estan-
dar, es decir, al medio en que el coeficiente de actividad
del i6n hidrégeno a dilucion infinita tiene valor unitario.
Desde un punto de vista practico, hace referencia al sol-
vente en el cual se ha llevado a cabo la calibracion, en este
caso los tampones estandar acuosos (w). El superindice
informa sobre el solvente en el cual se ha llevado a cabo la
medida, que en este caso también es un medio acuoso
(w). El valor de pH obtenido mediante este procedimien-
to no proporciona informacién exacta sobre el pH final
que tendrd la fase movil tras adicionar el solvente orgéani-
co (en los ejemplos mostrados en las Figuras 1 y 2 todas
las fases méviles tenfan un ), pH = 8,00, pero los croma-
togramas obtenidos eran significativamente distintos).
Los dos procedimientos siguientes tienen en comin que
el pH se mide directamente en la fase mévil, con lo que
obtenemos un valor real de la acidez de la mezcla hidro-
orgdnica, pero difieren en el procedimiento usado para la
calibracién del sistema potenciométrico. En un caso se
emplean los mismos tampones estdndar acuosos que ya
hemos comentado, y en el otro se usan tampones estandar
preparados en una mezcla hidro-organica de la misma
composicién que la fase movil. Segin la nomenclatura
propuesta por la IUPAC el valor de pH obtenido en el pri-
mer caso se expresard en la escala ; pH, donde s se refiere
alamezcla hidro-orgdnica, y el segundo en la escala {pH.
El uso de soluciones estdndar no acuosas presenta evi-



dentes inconvenientes de tipo practico, debido a la nece-
sidad de preparar un nuevo estdndar y proceder a una
nueva calibracién para cada composicién de fase mévil a
estudiar y, ademds, no puede aplicarse en el caso de elu-
cién en modo gradiente.

Existen en la literatura numerosos articulos que ponen
de manifiesto la conveniencia de medir el pH en la fase
moévil, en lugar de hacerlo en el tampdén acuoso
[19,21,22,26,28-34]. En base a estas experiencias, se
desaconseja el uso de la escala , pH en la medida del pH
de fases mdviles hidro-organicas. En cuanto a las escalas
spH y opH, se recomienda el uso de la segunda, debido
ala simplicidad de calibracién ya que se requiere tampo-
nes estandar acuosos. Ademas, el valor obtenido en la
escala , pH puede ser convertido, si es preciso, a la escala
.pH mediante la siguiente relacion [3,5]:

«pPH= pH+06 (1

donde el pardmetro d presenta un valor constante para
cada composicién hidro-orgdnica. Desde un punto de
vista practico, la relacién propuesta en la Ec. (1) es apli-
cable cuando el potencial de unién liquida que se estable-
ce entre el electrodo combinado de vidrio y la solucién a
medir, bien sea los tampones estandar o la fase mévil, sea
despreciable o, cuanto menos, constante. Esta condicién
se suele satisfacer al usar un electrodo combinado que
contenga un puente salino de una solucién concentrada
de un electrolito equitransferente, tipicamente KCI (3M),
es decir, un electrodo de vidrio combinado estandar. Los
valores de 6 se conocen para los dos modificadores orga-
nicos mas comunmente utilizados, metanol [21,23,35,36]
y acetonitrilo [37,38]. Algunos valores representativos se
muestran en la Tabla 1. Estos valores de 6 también son

Cromatografia y Técnicas Afines

utiles para la interconversién entre las distintas expresio-
nes de la constante de acidez de sustancias ionizables:

WwPK,=pK,+0 2)

Desde un punto de vista practico, ;p K, es el valor de pK,
de un 4cido débil obtenido a partir de los valores de pH
medidos en la escala ;pH. Si éstos se recopilan en la esca-
la ,pH, la constante de disociacién debe expresarse en la
escala , p K, . La diferencia entre ambas constantes radica
en el estado de referencia tomado para el protén.

3.EFECTO DEL MODIFICADOR ORGANICO
SOBREEL pK,

3.1 Generalidades

Conocer el valor de pK, de un 4cido débil, bien sea de
los analitos o de las sustancias a utilizar como tampones,
es fundamental. En el primer caso, el pK, del analito y el
pH de la fase mévil condicionarén el grado de ionizacién
del analito y, en funcidn de éste, la retencién cromatogra-
fica en la columna. En el segundo caso, el valor de pK,
del tampén condiciona el intervalo de pH en el cual el
tampoén desarrolla correctamente su funcién reguladora.
Se suele decir que la capacidad reguladora del tampén es
maxima cuando el valor de pH de la fase mévil coincide
con el pK,. Esta afirmacion, de innegable utilidad practi-
ca, debe ser ligeramente matizada. El valor de pK, men-
cionado no es el que podemos encontrar en la bibliografia
ya que éste suele estar referido a condiciones de fuerza
iénica cero, sino el valor de pK, en la solucién de interés
( pK;). Las consecuencias observables de la diferencia
entre ambos valores de pK, pueden llegar a ser remarca-

Tabla 1. Valores del paramétro é en funcién del contenido en volumen de modificador organico, en mezclas hidro-organicas

que contengan metanol [23] o acetonitrilo [22,38].

Valor del parametro

% modificador organico Metanol Acetonitrilo
0 0,00 0,00
10 0,01 -0,01
20 0,02 -0,03
30 0,04 -0,04
40 0,08 -0,14
50 0,13 -0,22
60 0,19 -0,46
70 0,22 -0,62
80 0,10 -0,97
90 -0,28 -1,75

100 -2,24 -
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bles, especialmente si tenemos en cuenta que, como
norma general, el intervalo de pH en que un tamp6n cum-
ple su funcién amortiguadora es pK,~1<pH<pK,+1.
Veamos los ejemplos mostrados en la Tabla 2, donde se
comparan los valores acuosos de pK, para distintos tam-
pones obtenidos en la bibliografia [39] con los valores
calculados de pH correspondientes a la mdxima capaci-
dad reguladora en funcién de la concentracién del tam-
poén y, por consiguiente, de la fuerza idnica del medio.
Cuando la especie acida o la base conjugada presentan
una sola carga (acetato, amonio...), la fuerza iénica del
medio es relativamente baja, y las diferencias entre los
valores de pK, bibliograficos y el pH 6ptimo son poco
relevantes. Pero cuando existen en el medio especies car-
gadas que generan una fuerza iénica importante, la situa-
cién cambia sustancialmente. En el caso del hidrogenoci-
trato-citrato, por citar un ejemplo, de acuerdo con el valor
de pK, bibliografico podriamos concluir que para una
solucién de concentracién 0,1 mol-L' la méxima capaci-
dad reguladora se obtendria a pH 6,40. Pero en realidad el
valor de pH 6ptimo seria 0,83 unidades menor, por lo que
en el caso de preparar una solucién de pH 6,40 la capaci-
dad reguladora real serfa s6lo el 40% de la presupuesta.
Este fendmeno es todavia mas significativo cuando se
afiade al tampén acuoso un modificador organico, debido
al efecto producido por el cambio de medio.

3.2 Efecto del modificador sobre el pK, de las sustan-
cias reguladoras del pH

La modificacién de las propiedades del disolvente
que implica la adicién de modificador orgdnico a una
solucién acuosa afecta muy significativamente al pK, de
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los solutos dcidos o bésicos. En la Tabla 3 se muestran los
valores de p K, de tampones comtinmente utilizados en
la preparacion de fases méviles a diferentes fracciones de
acetonitrilo o metanol. Estos valores pueden trasladarse
facilmente a la escala ;p K, mediante la Ec. 2 y los valo-
res de § de la Tabla 1. En primer lugar, comparando aceto-
nitrilo y metanol, podemos observar que la magnitud de
la evolucidn de los valores de pK, al aumentar el conteni-
do de solvente organico es distinta en funcién del modifi-
cador orgénico seleccionado. En segundo lugar, observa-
mos que en el intervalo estudiado el pK, de los 4cidos
neutros (HA = H*+A", p.ej. 4cido acético) y aniénicos
(HA*=H+A™", p.ej. dihidrogenofosfato) aumenta con
la fraccién de modificador organico, mientras que para
los 4cidos catiénicos (BH™ = B*' +H", p.ej. piperazina)
se observa una ligera disminucién del pK,. Este compor-
tamiento estd ampliamente descrito y se explica mediante
la teoria establecida por Izmailov [41,42].

3.3 Efecto del modificador sobre el pK, de los analitos
ionizables

Para las familias mds comunes de analitos se han
desarrollado relaciones lineales que permiten estimar el pK,
de un compuesto en una determinada fase mévil ({pX,)
a partir de su valor acuoso ( p K,). Estas ecuaciones per-
miten estimar, en mezclas hidro-orgdnicas que contengan
metanol [46-48] o acetonitrilo [49,50], valores de pK, de
piridinas, aminas, fenoles y dcidos carboxilicos alifaticos y
aromadticos. Estas relaciones presentan la forma:

PK, =a, ;pK, +b; 3)

Tabla 2. Valores de pH correspondientes a la mdxima capacidad reguladora para tampones acuosos a distintas concentra-

ciones [40].

pH de maxima capacidad reguladora

Tampén pK. 0,01 mol'L" 0,05mol-'L" 0,1 mol'L"
Acido acético-acetato 4,76 4,73 4,69 4,67
Dihidrogenocitrato-hidrogenocitrato 4,76 4,58 4,42 4,34
Piperazina (pK,i) 5,33 5,51 5,67 5,75
Hidrogenocitrato-citrato 6,40 5,98 5,67 5,52
Dihidrogenofosfato-hidrogenofosfato 7,20 7,02 6,86 6,78
TrisH'-Tris® 8,07 8,10 8,14 8,16
Amonio-amoniaco 9,25 9,28 9,32 9,34
Hidrogenocarbonato-carbonato 10,33 10,15 9,99 9,91

*Tris(hidroximetil)aminometano
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Tabla 3. Valores de pK, de tampones en mezclas acetonitrilo-agua y metanol-agua [23,39,43-45].

wpK, «+P K, - acetonitrilo P K, - metanol
Tampon 0% 20%  40%  60% 20% 40% 60% 80%
Acido fosforico 2,15 2,59 297 329 2,63 3,09 3,68 4,30
Acido citrico 3,13 346 3,776 3,99 344 3,84 430 4,77
Acido férmico 3,75 396 440 487 3,84 4,19 4,67 5,23
Acido acético 4,76 514 562 6,16 5,05 543 592 6,46
Dihidrogenocitrato 4,76 5,11 5,46 5,82 5,12 553 6,10 6,64
Piperazina (pKa) 5,33 526 5,19 5,06 515 494 4,69 4,39
Hidrogenocitrato 6,40 6,82 726 7,67 6,83 7,39 17,96 8,60
Dihidrogenofosfato 7,20 7,57 7,94 8,27 7,55 8,04 875 9,58
Tris 8,07 794 785 7,72 799 7,94 798 7,99
Acido bérico 9,24 9,85 10,43 11,00 - - - -
Amonio 9,25 9,18 9,05 888 9,11 897 882 8,63
Piperazina (pKa2) 9,73 9,62 9,53 942 9,49 931 9,12 8,74
Hidrogenocarbonato 10,33 10,82 11,31 11,62 - - - -
Los pardmetros a, y b; dependen de la naturaleza y conte- donde ¢or es la fraccién en volumen del modificador
nido de modificador orgdnico y el grupo funcional del orgdnico (acetonitrilo o metanol) y a,; y by; son valores
analito, segtin las ecuaciones: constantes que s6lo dependen del tipo de solvente orgédni-
l+a, gy +a, @ coy de la familia a 1a que pertenece el analito. Los valores
=8 2O 4) de estas constantes se muestran en las Tablas 4 y 5 para
1+ a3 @org + s Porg metanol y acetonitrilo, respectivamente. Estas ecuaciones
2 son vialidas en mezclas hidro-orgdnicas que contengan
bsl ¢Org + sz ¢Org : iz
. = > 5) cualquier proporcién de metanol, y hasta un 60% en volu-
I+bg Porg + by, Pore men de acetonitrilo (100% en el caso de piridinas).

Tabla 4. Valores de ay; y by para la estimacién del ;p K, de analitos en fases méviles que contengan metanol como modifi-
cador orgénico [48].

Familia de analitos as1 as as Aass
Fenoles -0,656 -0,030 -0,844 0,133
Acidos carboxilicos alifaticos -1,406 0,680 -1,551 0,827
Acidos carboxilicos aromaticos

con sustituyente en orto -1,189 0,190 -1,424 0,425

sin sustituyente en orto -1,101 0,103 -1,516 0,518
Aminas -0,476 0,209 -0,400 0,158
Piridinas 2,617 0,000 2,809 0,000
Familia de analitos bg by bs b4
Fenoles -0,454 0,866 -0,017 -0,865
Acidos carboxilicos alifaticos 1,034 -0,898 -1,250 0,277
Acidos carboxilicos aromaticos

con sustituyente en orto 0,449 -0,429 -1,674 0,677

sin sustituyente en orto -0,178 0,187 -1,699 0,702
Aminas -0,458 0,477 -1,674 0,690

Piridinas -1,733 1,763 1,214 0,272
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Tabla 5. Valores de a,; y b, para la estimacion del {p K, de analitos en fases méviles que contengan acetonitrilo como modi-

ficador orgénico [49,50].

Familia de analitos as1 asy as; Aass

Acidos carboxilicos alifaticos 9,97 -8,59 8,83 -8,72
Acidos carboxilicos aromaticos 52,04 -10,93 49,33 -32,69
Fenoles 10,05 -10,04 7,97 -8,37
Aminas -0,73 -0,27 -0,87 -0,12
Piridinas -1,67 0,67 -1,66 0,67
Familia de analitos b1 bs b3 bsa

Acidos carboxilicos alifaticos -0,68 9,94 8,45 -8,59
Acidos carboxilicos aromaticos -5,32 8,99 22,56 -23,21
Fenoles -5,33 9,95 0,19 -0,70
Aminas -1,82 2,25 -1,75 0,90
Piridinas -1,78 1,89 -0,58 -0,40

Si se combina la Ec. (2) con la Ec. (3) se puede calcu-
lar el valor de pK, del analito en la fase mdvil en la escala
P K,, que permite, a efectos de tener una estimacién del
grado de ionizacién, una comparacién inmediata con la
escala de pH anteriormente recomendada, ;pH :

wpK, =a, wpK, +b+6 (6)

A modo de ejemplo, en las Tablas 6 y 7 se muestran
los valores estimados de JpK, de distintos analitos a

varias concentraciones de acetonitrilo y metanol, respec-
tivamente, a partir de distintos valores de pK, en agua. En
ambos casos se observa que la variacion del pK, con la
adicién del solvente orgédnico puede ser notable, llegando
incluso a superar las dos unidades de pK,. Como era de
esperar el pK, de los 4cidos neutros (fenoles y dcidos car-
boxilicos) aumenta con la adicién del modificador orgé-
nico mientras que para los 4cidos catidnicos (aminas y
piridinas) se observa el comportamiento contrario.

Tabla 6. Valores de ;p K, de analitos en fases méviles en funcién de la fraccién en volumen de acetonitrilo (10 <= 60%)
[51].

P K, - contenido en acetonitrilo

Familia de analitos “pK, 10% 20% 30% 40% 50% 60%
Acidos carboxilicos alifaticos 3,00 3,21 3,38 3,56 3,76 4,01 4732
4,00 427 447 468 492 519 555

5,00 533 557 581 6,07 638 6,78

Acidos carboxilicos aromaticos 3,00 3,11 327 3,45 3,64 3,85 4,08
4,00 420 441 4,66 494 524 5,58

5,00 528 556 588 6,23 6,63 7,08

Fenoles 8,00 846 8,55 8,67 889 928 9,88
9,00 9,57 9,771 9,85 10,09 10,50 11,11

10,00 10,68 10,86 11,03 11,29 11,71 12,34

Aminas 800 791 7,799 17,63 744 725 7,08
9,00 893 8,82 867 849 831 815

10,00 994 984 971 955 937 922

Piridinas 5,00 482 4,64 445 424 399 3,68
6,00 582 564 545 523 498 4,65

7,00 6,82 6,63 644 622 596 5,63
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Tabla 7. Valores de ;p K, de analitos en fases mdviles en funcién de la fraccién en volumen de metanol (10 <= 80%) [51].

+P K, - contenido en metanol

Familia de analitos wpK, 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%
Acidos carboxilicos alifaticos 3,00 3,16 3,35 3,55 3,78 4,04 430 454 4,70
4,00 4,18 4,38 4,60 4,85 5,12 540 5,63 5,77
5,00 5,19 541 565 592 620 649 6,73 6,85

Acidos carboxilicos aromaticos
con sustituyente en orto 3,00 3,13 3,29 3,47 3,68 3,93 422 453 4,79
4,00 4,16 434 455 4,79 5,08 541 5,76 6,08
5,00 5,18 5,39 5,63 590 6,23 6,60 6,99 7,36
sin sustituyente en orto 3,00 3,12 3,26 3,43 3,62 3,84 4,09 432 447
4,00 4,17 436 457 4,83 5,12 545 5,77 6,03
5,00 521 545 5,72 6,04 640 6,81 722 7,59
Fenoles 8,00 8,12 8,27 843 8,61 881 9,03 924 9,39
9,00 9,14 9,30 9,48 9,68 9,90 10,13 10,35 10,50
10,00 10,16 10,34 10,54 10,75 10,99 11,23 11,45 11,61
Aminas 8,00 790 7,81 7,72 7,64 7,56 749 737 7,16
9,00 890 8,79 8,70 8,61 8,53 845 833 812
10,00 9,89 9,78 9,68 9,59 9,50 942 9,30 9,09
Piridinas 5,00 4,76 4,54 435 4,17 4,01 3,86 3,72 3,54
6,00 5,74 5,52 532 5,13 497 482 4,67 4,49
7,00 6,73 6,50 6,29 6,10 593 578 5,63 5,44

4.EFECTO DEL MODIFICADOR ORGANICO
SOBRE EL pH

En la Tabla 8 se muestran distintos valores de m,n para
tampones comuinmente utilizados en cromatografia de
liquidos en fase reversa, en funcién del pH inicial
(% pH) y del modificador orgénico seleccionado. Estos
valores de mpu se han calculado para concentraciones
0,01 y 0,05 mol-L" de la solucién acuosa del tampdn.

Para mezclas que contengan acetonitrilo hasta el 60%
en volumen, se ha observado que la variacién del pH de
los tampones de la Tabla 3 es lineal con la fraccién en

volumen de acetonitrilo (¢umecn) [43]:

WPH={_pH+ my Pueen )

donde mypu es un coeficiente de proporcionalidad que
depende del tampén utilizado, de su concentracién y del
valor de pH de la solucién acuosa (|, pH ) [44,50]. Cuando
el modificador orgédnico es metanol, la relacién lineal se
amplia hasta el 80%, y puede expresarse como [52]:

\ij:ngﬁmeH ¢1\[j1peHOH (8)

donde d,u es un exponente empirico que modifica la frac-
cién en volumen de metanol, y es de valor unitario para
dcidos catidnicos y 5/4 para dcidos neutros y aniénicos.

Habida cuenta de que la adicién del modificador orgdnico
conlleva la dilucién del tampdn, los valores de pH selec-
cionados se corresponden al intervalo en el cual el tam-
pon presenta una aceptable capacidad reguladora.

Al afiadir acetonitrilo o metanol a un tampén acuoso
para preparar una determinada fase moévil, el pH evolu-
cionaré coherentemente con el pK, del tamp6n de acuer-
do con los valores de mpu de la Tabla 8. Asi pues, el pH
disminuir4 en el caso de dcidos catiénicos (amonio, pipe-
razina, etc.) y aumentara para los neutros (acético, férmi-
co, etc.) y aniénicos (dihidrogenofosfato, dihidrogenoci-
trato, etc.). La Tabla 8 incluye valores de , pH para fases
méviles con distinto contenido de modificador orgénico.
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Tabla 8. Valores de m,u para la estimacién del |, pH en fases méviles tamponadas que contengan acetonitrilo o metanol, y
valores de pH a distintos contenidos de modificador orgdnico.

Acetonitrilo Metanol
wPH <pH
Tampon wpH mpg 20% 40% 60% mpn  20% 40% 60% 80%
Acido férmico
0,01 mol-L™ 2,50 0,12 2,52 2,55 2,57 1,11 2,65 2,85 3,09 3,34

300 1,12 322 345 367 1,50 3,20 348 3,79 4,13
350 1,71 3,84 4,18 453 1,76 3,74 406 443 4,83
400 1,75 435 470 505 1,80 424 457 495 536
450 1,75 4,85 520 555 1,80 4,74 507 545 586
500 1,75 535 570 605 1,80 524 557 595 636
0,05mol-L" 2,50 081 2,66 2,82 299 138 2,68 294 323 354
300 1,72 334 3,69 403 1,77 324 3,56 3,93 434
350 1,78 3,86 421 457 1,81 3,74 4,08 446 487
400 1,78 436 471 507 1,81 424 458 496 537
450 1,78 486 521 557 1,81 474 508 546 5,87
500 1,78 536 571 607 1,81 524 558 596 637

Acido acético
0,01 mol-L™! 3,50 1,64 3,83 4,16 448 1,85 3,75 4,09 4,48 4,90
4,00 2,26 445 490 5736 222 430 4,771 5,17 5,68
4,50 2,28 496 541 587 2,25 4,80 522 5,69 6,20
5,00 2,28 546 591 6,37 2,25 530 5,72 6,19 6,70
5,50 2,28 596 6,41 6,87 2,25 5,80 6,22 6,69 7,20
6,00 2,28 646 691 737 2,25 6,30 6,72 7,19 17,70
0,05 mol-L! 3,50 2,23 395 4,39 484 2,17 3,79 4,19 4,65 5,14
4,00 2,28 446 491 537 222 430 4,771 5,17 5,68
4,50 2,28 496 541 587 2,23 4,80 521 5,68 6,19
5,00 2,28 546 591 6,37 2,23 530 5,71 6,18 6,69
5,50 2,28 596 6,41 6,87 2,23 580 6,21 6,68 7,19
6,00 2,28 646 691 7,37 223 6,30 6,71 7,18 7,69

Acido citrico
0,01 mol-L"! 2,50 0,48 2,60 2,69 2,79 1,52 2,70 298 3,30 3,65
3,00 1,15 323 346 3,69 1,88 325 3,60 399 442
3,50 1,38 3,78 4,05 4,33 2,16 3,79 4,19 4,64 5,13
4,00 1,56 4,31 4,62 4,94 2,35 431 475 524 5,78
4,50 1,67 4,83 5,17 5,50 249 483 529 581 6,38
5,00 1,75 535 5,770 6,05 2,61 535 583 638 6,97
5,50 1,91 5,88 626 6,65 2,73 587 637 6,94 17,57
6,00 1,98 6,40 6,79 7,19 2,81 6,38 6,89 748 8,13
6,50 1,99 6,90 7,30 7,69 2,84 6,88 7,40 8,00 8,65
7,00 1,99 7,40 7,80 8,19 2,83 7,38 790 8,49 9,14
7,50 1,99 7,90 830 8,69 2,76 7,87 838 8,96 9,59
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Tabla 8 (continuacién)

Acetonitrilo Metanol
wPH +PH
Tampdn “pH men  20% 40% 60% mpy 20% 40% 60% 80%

Acido citrico
0,05 mol-L™! 2,50 1,16 273 2,96 3,20 1,86 2,75 3,09 348 391
3,00 1,43 329 3,57 3,86 2,15 3,29 3,68 4,14 4,63
3,50 1,49 3,80 4,10 4,39 2,30 3,81 4,23 4,71 524
4,00 1,60 432 4,64 4,96 2,39 432 4,76 526 581
4,50 1,65 483 5,16 549 2,48 483 529 581 6,38
5,00 1,75 535 5,770 6,05 2,58 5,35 5,82 6,36 6,95
5,50 1,86 587 6,24 6,62 2,68 5,86 6,35 6,92 17,53
6,00 1,88 6,38 6,75 7,13 2,73 6,37 6,87 744 8,07
6,50 1,88 6,88 7,25 7,63 2,75 6,87 7,37 7,95 8,58
7,00 1,88 7,38 7,75 8,13 2,74 7,37 7,87 845 9,07
7,50 1,88 7,88 8,25 8,63 2,70 7,86 8,36 893 954

Acido fosférico
0,01 mol-L" 2,21 0,51 231 241 2,52 1,51 2,41 2,69 3,01 3,35
3,00 1,29 326 3,52 3,77 2,36 3,32 3,75 425 4,79
3,50 1,34 3,77 4,04 4,30 2,40 3,82 426 4,77 532
6,50 1,75 6,85 7,20 7,55 2,99 6,90 745 8,08 8,76
7,00 1,75 7,35 7,70 8,05 2,98 7,40 795 8,57 9,25
7,50 1,75 7,85 820 8,55 2,94 7,89 844 9,05 9,72
8,00 1,75 835 8,70 9,05 2,85 8,38 891 9,50 10,16
8,50 1,75 8,85 920 9,55 2,62 8,85 933 988 10,48
0,05 mol-L™! 2,21 1,47 2,50 2,80 3,09 2,54 2,55 3,02 3,55 4,13
3,00 1,70 3,34 3,68 4,02 2,81 3,38 3,89 448 5,13
3,50 1,71 3,84 4,18 4,53 2,81 3,88 439 498 5,63
6,50 1,71 6,84 7,18 7,53 2,96 6,90 744 8,06 8,74
7,00 1,71 7,34 7,68 8,03 2,95 7,39 794 856 923
7,50 1,71 7,84 8,18 8,53 2,94 7,89 844 9,05 9,72
8,00 1,71 834 8,68 9,03 2,88 8,39 892 9,52 10,18
8,50 1,71 8,84 9,18 9,53 2,73 8,87 937 994 10,57

Tris
0,01 mol-L"! 7,00 -0,58 6,88 6,77 6,65 -0,17 6,97 6,93 6,90 6,86
7,50 -0,58 7,38 7,27 17,15 -0,17 7,47 743 740 736
8,00 -0,58 7,88 7,77 17,65 -0,17 7,97 793 790 7,86
8,50 -0,58 8,38 8,27 8,15 -0,17 8,47 843 840 8,36
9,00 -0,58 8,88 8,77 8,65 -0,17 8,97 893 890 8,86
0,05 mol-L"! 7,00 -0,58 6,88 6,77 6,65 -0,16 6,97 6,94 690 6,87
7,50 -0,58 7,38 7,27 17,15 -0,16 7,47 744 740 737
8,00 -0,58 7,88 7,77 17,65 -0,16 7,97 794 790 787
8,50 -0,58 838 8,27 8,15 -0,16 8,47 844 840 837
9,00 -0,58 8,88 8,77 8,65 -0,16 8,97 894 890 887




Efecto de la solucidn amortiguadora de pH en la selectividad

&RTD@@ &@S cromatogrdfica de compuestos dcido-base

Tabla 8 (continuacién)

Acetonitrilo Metanol
wPH +PH
Tampdn “pH mpn 20%  40% 60% mey  20% 40% 60% 80%

Amonio
0,01 mol-L™! 8,00 -0,60 7,88 7,76 7,64 -0,69 786 7,72 17,59 745
8,50 -0,60 8,38 8,26 8,14 -0,69 836 822 809 7,95
9,00 -0,60 8,88 8,76 8,64 -0,69 8,86 8,72 8,59 845
9,50 -0,60 9,38 9,26 9,14 -0,69 9,36 922 9,09 8,95
10,00 -0,60 9,88 9,76 9,64 -0,66 987 9,74 9,60 947
0,05 mol'L"" 8,00 -0,60 7,88 7,76 7,64 -0,68 7,86 7,73 17,59 7,46
8,50 -0,60 838 8,26 8,14 -0,68 836 8,23 809 7,96
9,00 -0,60 8,88 8,76 8,64 -0,68 8,86 8,73 8,59 8,46
9,50 -0,60 9,38 9,26 9,14 -0,68 9,36 9,23 9,09 8,96
10,00 -0,60 9,88 9,76 9,64 -0,68 9,86 9,73 9,59 9,46

Acido bérico
0,01 mol'L"" 8,00 2,97 8,59 9,19 9,78 - - - - -
8,50 297 9,09 9,69 10,28 - - - -
9,00 297 9,59 10,19 10,78 - - - -
9,50 2,94 10,09 10,68 11,26 - - - -
10,00 2,80 10,56 11,12 11,68 - - - -
10,50 2,37 10,97 11,45 11,92 - - - -
0,05 mol-L" 8,00 2,98 8,60 9,19 9,79 - - - - -
8,50 298 1,10 1,69 2,29 - - - -
9,00 297 9,59 10,19 10,78 - - - -
9,50 2,96 10,09 10,68 11,28 - - - -
10,00 2,91 10,58 11,16 11,75 - - - -
10,50 2,67 11,03 11,57 12,10 - - - -

Piperazina
0,0l mol'L"" 4,50 -043 441 433 424 -073 435 421 406 392
500 -0,44 491 482 474 -1,00 4,80 4,60 4,40 4,20
550 -044 541 532 524 -1,09 528 5,06 485 4,63
6,00 -044 591 582 574 -1,13 577 555 532 5,10
6,50 -0,44 641 632 624 -1,14 627 6,04 582 5,59
850 -0,54 839 828 818 -1,17 827 803 7,80 7,56
9,00 -0,54 8,89 878 868 -1,17 8,77 853 830 8,06
9,50 -0,54 9,39 928 9,18 -1,17 9,27 9,03 8,80 8,56
10,00 -0,53 989 9,79 9,68 -1,17 9,77 9,53 9,30 9,06
10,50 -0,39 10,42 10,34 10,27 -1,12 10,28 10,05 9,83 9,60
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Acetonitrilo Metanol
wPH <pH
Tampon “pH mpr 20% 40% 60% meg  20%  40% 60% 80%
Piperazina
0,05 mol-'L" 4,50 -0,40 4,42 434 426 -090 432 4,14 396 3,78
5,00 -0,41 492 4,84 4,5 -1,05 4,79 4,58 437 4,16
5,50 -0,41 542 534 525 -1,10 528 5,06 4,84 4,62
6,00 -0,41 592 584 575 -1,12 5,78 5,55 533 5,10
6,50 -0,41 642 6,34 6,25 -1,13 6227 6,05 582 5,60
8,50 -0,55 8,39 8,28 8,17 -1,18 826 8,03 7,79 17,56
9,00 -0,55 8,89 8,78 8,67 -1,18 8,76 8,53 8,29 8,06
9,50 -0,55 9,39 928 9,17 -1,18 926 9,03 8,79 8,56
10,00 -0,55 9,89 9,78 9,67 -1,18 9,76 9,53 9,29 9,06
10,50 -0,54 10,39 10,28 10,18 -1,17 10,27 10,03 9,80 9,56
Bicarbonato
0,01 mol'L"" 9,00 2,16 943 9,86 10,30 - - - - -
9,50 2,16 993 10,36 10,80 - - - -
10,00 2,15 1043 10,86 11,29 - - - -
10,50 2,09 1092 11,34 11,75 - - - -
11,00 1,92 11,38 11,77 12,15 - - - -
11,50 1,83 11,87 12,23 12,60 - - - -
0,05 mol'L"" 9,00 2,15 943 9,86 10,29 - - - - -
9,50 2,15 993 10,36 10,79 - - - -
10,00 2,15 1043 10,86 11,29 - - - -
10,50 2,12 10,92 11,35 11,77 - - - -
11,00 2,00 11,40 11,80 12,20 - - - -
11,50 1,86 11,87 12,24 12,62 - - - -

d,y=5/4 para acidos foérmico, acético, citrico y fosforico; d,y=1 para tris, amonio y piperazina.
p p

5.EFECTO DEL MODIFICADOR ORGANICO
SOBRE EL GRADO DE IONIZACION DEL ANA-

LITO

El grado de ionizacién de un analito (a) se define
como la fraccién molar de especie ionizada. Si el analito
es un dcido monoprético neutro (HA), su grado de ioniza-

cién (aa) puede expresarse como:

Y [HAJH[AT] 1410°P% "

y si se trata de un 4cido catidnico (base protonada) (ama):

€))

o = [HA] _ 1
HA* [HA+]+[A] 1+10pH—pK; (10)

Habida cuenta del efecto del modificador organico
sobre el pH del medio y el pK, del analito, resulta eviden-
te que el grado de ionizacién de un analito ionizable en
una fase mévil hidro-orgénica estard muy condicionado
por la naturaleza y contenido del modificador orgénico.
En consecuencia, para el cédlculo preciso del grado de
ionizacion en una determinada fase movil, serda necesario
utilizar los valores de ;pH y :p K, o bien de SpH y
JSpK.,yaquelacombinacién de las Ecs. (1) y (2) muestra
quepH-{pK, = JpH-pK, .
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6. INTERPRETACION DE LOS CROMATOGRA-
MAS DE LASFIGURAS 1Y 2

El factor de retencién (k) de un analito con propieda-
des dcido-base a un determinado pH es un valor compren-
dido entre el correspondiente a la forma dcida (kua) y ala
forma basica (k). En el caso de un 4cido monoproético
neutro y elucién isocrética, la expresidn caracteristica de
la variacién de la retencién en funcién del pH de la fase
movil es [53-57]:

Feyyp + ke 10P1PK.

SPRTEIT (ah
y para un dcido monoprético catiénico:

pK,—pH
k=kA+kHA10 (12)

1+ 10PK. 7

siendo pK, laconstante de disociacién del analito. Las
Ecs. (11) y (12) describen sigmoides con un punto de
inflexion correspondiente al valorde pK, del analito.
Para poder aplicar correctamente esta ecuacion es necesa-
rio que el pH de la fase movil esté correctamente definido
y medido, y que el valorde pK, del analito se encuentre
en la misma escala. Tal como se ha comentado con ante-
rioridad, laescala |, pH no dainformacién real sobre el
pH de la fase mévil, y el pK, del analito en la mezcla
hidro-orgénica no coincide con | p K, , por lo que estas
escalas no serian adecuadas. Por el contrario, serian per-
fectamente vdlidas las combinaciones de escalas
‘pH—pK, Y ;pH- pK, . Delexamendelas Ecs. (11)y
(12) concluimos que pequefias variaciones del pH de la fase
mévil en la zona préxima al pK, del analito pueden condu-
cir a cambios notables en la retencién cromatografica. De
ahi la importancia de conocer el grado de ionizacién de los
analitos, y expresar el pK, y el pH en las escalas apropiadas.

cromatogrdfica de compuestos dcido-base

Ahora ya sabemos todo lo necesario para responder a
la cuestion formulada al principio de este articulo: ;Por
qué fases méviles del mismo pH acuoso pueden conducir
a cromatogramas distintos? Centrémonos en el ejemplo
mas sencillo, el de la Figura 1. Tenemos dos fases mévi-
les al 60% de acetonitrilo, preparadas a partir de dos tam-
pones acuosos de la misma concentracién (0,01 mol-L")
y del mismo pH ( ,pH =8,00). Uno de los tampones es
NHI /NHj;, 4cido catiénico, mientras que el otro es
H,PO; / HPO7 4cido ani6nico. Debido a la distinta natu-
raleza de los tampones, ya estamos en condiciones de
suponer, de manera cualitativa, que el pH de la fase movil
tamponada con NH} /NH; serd menor que 8.00 (mpu=
-0,60 segtin Tabla 8), mientras que para el H,PO, /HPO;~
serd superior (mpu=1,75). Sirecurrimos a la Ec. 7 vemos,
que en efecto, los valores del JpH de las fases méviles
seran 7,64 y 9,05. Una diferencia notable. Si centramos
nuestra atencion en los analitos, veremos que se trata de
2-nitrofenol, 2,4,6-trimetilpiridina, 3-bromofenol y N, N-
dimetilbencilamina. Los valores de pK,en agua de estos
analitos ( ,p K, ) son, respectivamente, 7,23, 7,43,9,03 y
8,91 [25,58]. Cualitativamente podemos decir que el pK,
de los fenoles en la fase movil va a aumentar, debido a su
caracter de 4cido neutro, mientras que para la piridina y la
amina, acidos catiénicos, se va a observar el fendmeno
contrario. Habitualmente la variacién del pK, de los ana-
litos suele ser mds pronunciada que la variacién del pH de
la fase moévil, pero es conveniente comprobarlo.
Calculamos los valores del Jp K, al 60% de acetonitrilo
usando las Ecs. (4-6) y los valores de la Tabla 6, y los
resultados obtenidos son: 8,92, 6,04, 11,14 y 8,05, res-
pectivamente. A partir de los valores de pH de la fase
moévil y de pK, de los analitos, podemos calcular facil-
mente mediante las Ecs. (9) y (10) su grado de ionizacioén.
Los resultados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Grado de ionizacién de los analitos de la Figura 1 en las fases méviles estudiadas (60% acetonitrilo).

Grado de ionizacion (@)

H,PO; /HPO;” NH} / NH,
Analito +pK, (4pH=9.05) (spH=7.64)
2-nitrofenol 8,92 57% 5%
2,4,6-trimetilpiridina 6,04 0% 2%
3-bromofenol 11,14 1% 0%
N,N-dimetilbencilamina 8,05 9% 72%




Podemos observar que el grado de ionizacién de la
2.,4,6-trimetilpiridina y el 3-bromofenol es practicamente
nulo en las dos fases médviles, explicando asi por qué pre-
sentan la misma retencién cromatografica independiente-
mente del tamp6n utilizado. La 2,4,6-trimetilpiridina pre-
senta un,,p K, bastante inferior al ;pH de las dos fases
moviles, por lo que siempre se encuentra en su forma
basica, desprotonada y neutra. Con el 3-bromofenol suce-
de lo contrario, pero con el mismo resultado: el [p K, es
claramente superior al ;pH,y el fenol se encuentra en su
forma 4cida, neutra. Pero para el 2-nitrofenol y la N,N-
dimetilbencilamina si que observamos cambios en el
grado de ionizacién en funcién del tampdn seleccionado,
puesto que los valores de pK, se encuentran entre los
valores de ;pH de las dos fases méviles. El fenol, en el
tampdn de fosfato se encuentra mas ionizado (57%) que
en el de amoniaco (5%), y por este motivo su tiempo de
retencién en el primero es menor que en el segundo. Para
la amina observamos el caso contrario.

Veamos ahora el ejemplo de la Figura 2, un poco més
complejo porque introduce un mayor nimero de analitos,
pero conceptualmente parecido al anterior. En este caso
los compuestos cromatografiados son: 4-nitrofenol
(wpK,=7,15), 2-nitrofenol (7,23), 2,4,6-trimetilpiridina
(7,43), 3-nitrofenol (8,36), 2-clorofenol (8,56), N,N-
dimetilbencilamina (8,91) y 3-bromofenol (9,03). Al
60% de metanol, los valores calculados de ’pH para las
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fases méviles de NH; / NH, y H,PO;, / HPO; son, respec-
tivamente, 7,59y 9,51.Y los valores de; p K, de los anali-
tos, 8,10, 8,19, 6,19, 9,43, 9,65, 8,37y 10,17, respectiva-
mente. Ahora podemos calcular el grado de ionizacién de
los compuestos en las fases méviles (Figura 3) y compro-
bar que los cambios observados en la retencién cromato-
gréfica responden a variaciones en el grado de ionizacién
de los analitos. La bencilamina presenta la variacién mas
espectacular en el tiempo de retencién en funcién del
tampoén seleccionado. Este analito ocupa el primer lugar
en el orden de elucién en la fase mévil NH; /NH;, y la
Gltima posicién en el tampén H,PO; / HPO; (Figura 2).
Si observamos la Figura 3, veremos que al usar fases
méviles tamponadas con NHj / NH; el grado de ioniza-
cion de este analito es elevado y permanece mas o menos
inalterado al variar el contenido de metanol. Esto es por-
que ambos, analito y tampdn, son dcidos catiénicos que
disminuyen su pK, con la adicién del modificador orga-
nico. Por lo tanto, la disminucién del pH de la fase mévil
se ve compensada por la disminucién del pK, del analito,
manteniéndose la bencilamina mayoritariamente en su
forma 4cida. En cambio en la fase mévil H,PO, / HPO;~
sucede el efecto contrario: el analito se vuelve mas dcido
mientras que la fase mévil se torna més basica, provo-
cando una progresiva disminucién del grado de disocia-
cién de la bencilamina. Este mismo efecto, aunque de
signo contrario, explica las variaciones en el orden de
elucién de los fenoles de la Figura 2.

- 2.
H,PO,THPO,

N I S, S

1.04

Figura 3. Variacion del grado de ionizacién al afiadir metanol a tampones acuosos de | pH =8 y concentracién 0,01 mol-L"
preparados a partir de H,PO, /HPO;  y NH} / NH, . Compuestos: ([]) 2,4,6-trimetilpiridina, (O) N, N-dimetilbencilami-
na, (/\) 3-bromofenol, (\/) 2-clorofenol, (<J) 2-nitrofenol, (<) 3-nitrofenol y ([>) 4-nitrofenol.
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7. CONCLUSIONES

En resumen, las Ecs. (11) y (12) ponen claramente de
manifiesto que la retencién cromatogréfica de las sustan-
cias ionizables depende de la diferencia entre el pH de la
fase movil y el pK, del analito en la misma fase movil,
pH -p K, . Ambas magnitudes vienen condicionadas por
el efecto del modificador organico sobre los valores de
pK. del analito y del compuesto utilizado para tamponar
la fase movil. Si tanto el analito como el tamp6n son 4ci-
dos neutros o anidnicos, sus correspondientes pK,, y por
tanto el pH de la fase mévil, crecen con la adicién de
modificador y la diferencia mencionada varia (la varia-
cién de ambos pK, no tiene porque ser la misma) pero no
demasiado. Lo mismo ocurre si el analito y el tampén son
bases, es decir 4dcidos catidnicos, ya que en este caso
ambos pK, decrecen ligeramente al aumentar la propor-
cién de modificador en la fase movil. Las mayores varia-
ciones en la diferencia pH —pK;1 se observan cuando se
combina un tampén catiénico con un analito neutro o
aniénico, o viceversa, produciendo resultados espectacu-
lares como los de los ejemplos mostrados en las Figs. 1 y
2. Hay que afiadir aqui que los efectos descritos se ponen
claramente de manifiesto siempre que el pH de trabajo
esté proximo al pK, del analito, es decir, en laregién de pH
correspondiente al salto en las curvas sigmoidales de las
Ecs. (11)y (12), donde pequefios cambios de pH implican
notables variaciones en la retencién cromatografica.
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