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1. INTRODUCCIÓN

     Es bien sabido que el pH de la fase móvil es una varia-
ble fundamental en la separación de sustancias ionizables
en cromatografía de líquidos, ya que de él depende el
grado de ionización de los analitos presentes en la mezcla
problema. En el desarrollo de métodos analíticos se
requiere pues, ejercer un control eficiente sobre el pH
mediante la elección de un tampón adecuado. En croma-
tografía de líquidos en fase inversa, suelen usarse solucio-
nes hidro-orgánicas tamponadas como fases móviles.
Habitualmente éstas suelen prepararse añadiendo el volu-
men adecuado de un disolvente orgánico, típicamente
acetonitrilo o metanol, sobre una solución acuosa tampo-
nada. Sin embargo, fases móviles del mismo contenido
en modificador orgánico y preparadas a partir de solucio-
nes acuosas del mismo pH pero que contienen ácidos dis-
tintos como reguladores del pH, pueden presentar valores
de pH significativamente diferentes. Consideremos el
ejemplo mostrado en la Figura 1. Se inyectó una mezcla
de sustancias con propiedades ácido-base, de pKa cercano
a 8, en dos fases móviles distintas que contenían un 60%
de acetonitrilo. Ambas fases móviles se prepararon aña-
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:                                   y                          . Podemos observar en
la Figura 1 que los tiempos de retención para dos de los
cuatro analitos son significativamente distintos y, en fun-
ción del tampón utilizado, se obtienen diferentes perfiles
de elución. Este fenómeno también se produce en fases
móviles que contengan metanol como modificador orgá-
nico, tal y como se desprende de los cromatogramas mos-
trados en la Figura 2. ¿Cuál es el motivo del cambio de
selectividad en los ejemplos descritos? La respuesta la
encontraremos al final del artículo, pero antes de llegar a
ella deberemos hacer algunas consideraciones prácticas
sobre la medida del pH en fases móviles hidro-orgánicas
y sobre las variaciones del pKa de ácidos y bases con la
adición de modificador orgánico.

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

crados analitos ácidos o básicos y fases móviles tampona-
das. Los casos seleccionados aquí son ejemplos académi-
cos y algo extremos, pero ilustrativos. La consideración
detenida de las causas de los cambios de selectividad des-
critos ha de permitir la interpretación correcta de las
variaciones de retención observadas en el trabajo cotidia-
no al modificar, en ocasiones incluso muy ligeramente,
las condiciones de elución cromatográfica.
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Figura 1. Elución de una mezcla de compuestos ioniza-
bles en dos fases móviles preparadas a partir soluciones
reguladoras acuosas de                                   o                          ,
ambas de pH 8,00 y concentración 0,01 mol·L-1. Analitos:
(1) 2-nitrofenol, (2) 2,4,6-trimetilpiridina, (3) 3-bromofe-
nol y (4) N,N-dimetilbencilamina. Condiciones cromato-
gráficas: 1 mL/min, 60% de acetonitrilo en volumen,
XTerra MS C18 5-μm (15 cm x 4,6 mm).
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2. LA MEDIDA DEL pH EN FASES MÓVILES
HIDRO-ORGÁNICAS

     La medida del pH en cromatografía de líquidos es un
aspecto delicado y un tanto controvertido. Algunos cro-
matografistas miden el pH de la solución amortiguadora
en medio acuoso, antes de la adición del modificador
orgánico, mientras que otros lo miden directamente en la
fase móvil hidro-orgánica. Estos dos valores de pH no
son coincidentes, pudiendo llevar a equívoco si el autor
no indica con claridad cual es el procedimiento seguido
[1]. La información obtenida al medir el pH en la solu-

ción acuosa es a priori incompleta debido a que al adicio-
nar un modificador orgánico el pH varía en función del
volumen y propiedades del solvente añadido, y de la con-
centración y naturaleza del tampón utilizado. A menudo
no se concede la importancia debida a la correcta medida
del pH en mezclas hidro-orgánicas, pese a los numerosos
estudios publicados al respecto [2-8] y la propuesta de la
IUPAC sobre procedimientos de medida y soluciones
estándar de referencia [9-15]. Sin embargo, parece ser
que en los últimos años la medida cuidadosa del pH ha
ido ganando terreno. Sirva como ejemplo la publicación
de artículos en revistas de amplia difusión que tratan la
cromatografía desde un punto de vista generalista, sobre
la interpretación del pH en fases móviles hidro-orgánicas
[16], la selección del tampón y de la capacidad regulado-
ra [17] y la correcta preparación de los tampones [18].

     Existen tres procedimientos distintos para medir el
pH de una fase móvil [19-26]. El primero de ellos consis-
te en medir el pH del tampón acuoso, previamente a la
incorporación del modificador orgánico, usando para
calibrar el sistema potenciométrico las habituales solu-
ciones acuosas estándar de pH 4 y 7, y, menos frecuente-
mente, de pH 2 y 9. Conforme a las recomendaciones de
la IUPAC [27], el valor de pH obtenido por este procedi-
miento debería notarse como           . Según esta nomencla-
tura el subíndice corresponde al medio del estado están-
dar, es decir, al medio en que el coeficiente de actividad
del ión hidrógeno a dilución infinita tiene valor unitario.
Desde un punto de vista práctico, hace referencia al sol-
vente en el cual se ha llevado a cabo la calibración, en este
caso los tampones estándar acuosos (w). El superíndice
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 información exacta sobre el pH final
que tendrá la fase móvil tras adicionar el solvente orgáni-
co (en los ejemplos mostrados en las Figuras 1 y 2 todas
las fases móviles tenían un                          , pero los croma-
togramas obtenidos eran significativamente distintos).
Los dos procedimientos siguientes tienen en común que
el pH se mide directamente en la fase móvil, con lo que
obtenemos un valor real de la acidez de la mezcla hidro-
orgánica, pero difieren en el procedimiento usado para la
calibración del sistema potenciométrico. En un caso se
emplean los mismos tampones estándar acuosos que ya
hemos comentado, y en el otro se usan tampones estándar
preparados en una mezcla hidro-orgánica de la misma
composición que la fase móvil. Según la nomenclatura
propuesta por la IUPAC el valor de pH obtenido en el pri-
mer caso se expresará en la escala           , donde s se refiere
a la mezcla hidro-orgánica, y el segundo en la escala          .
El uso de soluciones estándar no acuosas presenta evi-

Figura 2. Elución de una mezcla de compuestos ioniza-
bles en fases móviles metanol/tampón 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.
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dentes inconvenientes de tipo práctico, debido a la nece-
sidad de preparar un nuevo estándar y proceder a una
nueva calibración para cada composición de fase móvil a
estudiar y, además, no puede aplicarse en el caso de elu-
ción en modo gradiente.

     Existen en la literatura numerosos artículos que ponen
de manifiesto la conveniencia de medir el pH en la fase
móvil, en lugar de hacerlo en el tampón acuoso
[19,21,22,26,28-34]. En base a estas experiencias, se
desaconseja el uso de la escala            en la medida del pH
de fases móviles hidro-orgánicas. En cuanto a las escalas

y            , se recomienda el uso de la segunda, debido
a la simplicidad de calibración ya que se requiere tampo-
nes estándar acuosos. Además, el valor obtenido en la
escala             puede ser convertido, si es preciso, a la escala

mediante la siguiente relación [3,5]:

                                                                                      (1)

donde el parámetro δ presenta un valor constante para
cada composición hidro-orgánica. Desde un punto de
vista práctico, la relación propuesta en la Ec. (1) es apli-
cable cuando el potencial de unión líquida que se estable-
ce entre el electrodo combinado de vidrio y la solución a
medir, bien sea los tampones estándar o la fase móvil, sea
despreciable o, cuanto menos, constante. Esta condición
se suele satisfacer al usar un electrodo combinado que
contenga un puente salino de una solución concentrada
de un electrolito equitransferente, típicamente KCl (3M),
es decir, un electrodo de vidrio combinado estándar. Los
valores de δ se conocen para los dos modificadores orgá-
nicos más comúnmente utilizados, metanol [21,23,35,36]
y acetonitrilo [37,38]. Algunos valores representativos se
muestran en la Tabla 1. Estos valores de δ también son

útiles para la interconversión entre las distintas expresio-
nes de la constante de acidez de sustancias ionizables:

                                                                                      (2)

Desde un punto de vista práctico,              es el valor de pKa

de un ácido débil obtenido a partir de los valores de pH
medidos en la escala          . Si éstos se recopilan en la esca-
la            , la constante de disociación debe expresarse en la
escala              . La diferencia entre ambas constantes radica
en el estado de referencia tomado para el protón.

3. EFECTO DEL MODIFICADOR ORGÁNICO
SOBRE EL pKa

3.1 Generalidades

     Conocer el valor de pKa de un ácido débil, bien sea de
los analitos o de las sustancias a utilizar como tampones,
es fundamental. En el primer caso, el pKa del analito y el
pH de la fase móvil condicionarán el grado de ionización
del analito y, en función de éste, la retención cromatográ-
fica en la columna. En el segundo caso, el valor de pKa
del tampón condiciona el intervalo de pH en el cual el
tampón desarrolla correctamente su función reguladora.
Se suele decir que la capacidad reguladora del tampón es
máxima cuando el valor de pH de la fase móvil coincide
con el pKa. Esta afirmación, de innegable utilidad prácti-
ca, debe ser ligeramente matizada. El valor de pKa men-
cionado no es el que podemos encontrar en la bibliografía
ya que éste suele estar referido a condiciones de fuerza
iónica cero, sino el valor de pKa en la solución de interés
(        ). Las consecuencias observables de la diferencia
entre ambos valores de pKa pueden llegar a ser remarca-

Valor del parámetro  
% modificador orgánico 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 - 

Tabla 1. Valores del paramétro δ en función del contenido en volumen de modificador orgánico, en mezclas hidro-orgánicas
que contengan metanol [23] o acetonitrilo [22,38].
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bles, especialmente si tenemos en cuenta que, como
norma general, el intervalo de pH en que un tampón cum-
ple su función amortiguadora es                                      .
Veamos los ejemplos mostrados en la Tabla 2, donde se
comparan los valores acuosos de pKa para distintos tam-
pones obtenidos en la bibliografía [39] con los valores
calculados de pH correspondientes a la máxima capaci-
dad reguladora en función de la concentración del tam-
pón y, por consiguiente, de la fuerza iónica del medio.
Cuando la especie ácida o la base conjugada presentan
una sola carga (acetato, amonio…), la fuerza iónica del
medio es relativamente baja, y las diferencias entre los
valores de pKa bibliográficos y el pH óptimo son poco
relevantes. Pero cuando existen en el medio especies car-
gadas que generan una fuerza iónica importante, la situa-
ción cambia sustancialmente. En el caso del hidrogenoci-
trato-citrato, por citar un ejemplo, de acuerdo con el valor
de pKa bibliográfico podríamos concluir que para una
solución de concentración 0,1 mol·L-1 la máxima capaci-
dad reguladora se obtendría a pH 6,40. Pero en realidad el
valor de pH óptimo sería 0,83 unidades menor, por lo que
en el caso de preparar una solución de pH 6,40 la capaci-
dad reguladora real sería sólo el 40% de la presupuesta.
Este fenómeno es todavía más significativo cuando se
añade al tampón acuoso un modificador orgánico, debido
al efecto producido por el cambio de medio.

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

     La modificación de las propiedades del disolvente
que implica la adición de modificador orgánico a una
solución acuosa afecta muy significativamente al pKa de

los solutos ácidos o básicos. En la Tabla 3 se muestran los
valores de               de tampones comúnmente utilizados en
la preparación de fases móviles a diferentes fracciones de
acetonitrilo o metanol. Estos valores pueden trasladarse
fácilmente a la escala              mediante la Ec. 2 y los valo-
res de δ de la Tabla 1. En primer lugar, comparando aceto-
nitrilo y metanol, podemos observar que la magnitud de
la evolución de los valores de pKa al aumentar el conteni-
do de solvente orgánico es distinta en función del modifi-
cador orgánico seleccionado. En segundo lugar, observa-
mos que en el intervalo estudiado el pKa de los ácidos
neutros (HA       H++A–, p.ej. ácido acético) y aniónicos
(HA–z H++A–z–1, p.ej. dihidrogenofosfato) aumenta con
la fracción de modificador orgánico, mientras que para
los ácidos catiónicos (BH+z B+z–1 +H+, p.ej. piperazina)
se observa una ligera disminución del pKa. Este compor-
tamiento está ampliamente descrito y se explica mediante
la teoría establecida por Izmailov [41,42].

3.3 Efecto del modificador sobre el pKa de los analitos
ionizables

      Para las familias más comunes de analitos se han
desarrollado relaciones lineales que permiten estimar el pKa

de un compuesto en una determinada fase móvil (         )
a partir de su valor acuoso (               ). Estas ecuaciones per-
miten estimar, en mezclas hidro-orgánicas que contengan
metanol [46-48] o acetonitrilo [49,50], valores de pKa de
piridinas, aminas, fenoles y ácidos carboxílicos alifáticos y
aromáticos. Estas relaciones presentan la forma:

                                                                                      (3)

 pH de máxima capacidad reguladora 
Tampón pKa 0,01 mol L-1 0,05 mol L-1 0,1 mol L-1 
Ácido acético-acetato 4,76 4,73 4,69 4,67 
Dihidrogenocitrato-hidrogenocitrato 4,76 4,58 4,42 4,34 
Piperazina (pKa1) 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+-Trisa 8,07 8,10 8,14 8,16 
Amonio-amoníaco 9,25 9,28 9,32 9,34 
Hidrogenocarbonato-carbonato 10,33 10,15 9,99 9,91 
aTris(hidroximetil)aminometano 

Tabla 2. Valores de pH correspondientes a la máxima capacidad reguladora para tampones acuosos a distintas concentra-
ciones [40].
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Los parámetros as y bs dependen de la naturaleza y conte-
nido de modificador orgánico y el grupo funcional del
analito, según las ecuaciones:

                                                                                      (4)

                                                                                      (5)

donde φOrg es la fracción en volumen del modificador
orgánico (acetonitrilo o metanol) y asi y bsi son valores
constantes que sólo dependen del tipo de solvente orgáni-
co y de la familia a la que pertenece el analito. Los valores
de estas constantes se muestran en las Tablas 4 y 5 para
metanol y acetonitrilo, respectivamente. Estas ecuaciones
son válidas en mezclas hidro-orgánicas que contengan
cualquier proporción de metanol, y hasta un 60% en volu-
men de acetonitrilo (100% en el caso de piridinas).

 - acetonitrilo - metanol 

Tampón 0% 20% 40% 60% 20% 40% 60% 80% 
Ácido fosfórico 2,15 2,59 2,97 3,29 2,63 3,09 3,68 4,30 
Ácido cítrico 3,13 3,46 3,76 3,99 3,44 3,84 4,30 4,77 
Ácido fórmico 3,75 3,96 4,40 4,87 3,84 4,19 4,67 5,23 
Ácido acético 4,76 5,14 5,62 6,16 5,05 5,43 5,92 6,46 
Dihidrogenocitrato 4,76 5,11 5,46 5,82 5,12 5,53 6,10 6,64 
Piperazina (pKa1) 5,33 5,26 5,19 5,06 5,15 4,94 4,69 4,39 
Hidrogenocitrato 6,40 6,82 7,26 7,67 6,83 7,39 7,96 8,60 
Dihidrogenofosfato 7,20 7,57 7,94 8,27 7,55 8,04 8,75 9,58 
Tris 8,07 7,94 7,85 7,72 7,99 7,94 7,98 7,99 
Ácido bórico 9,24 9,85 10,43 11,00 - - - - 
Amonio 9,25 9,18 9,05 8,88 9,11 8,97 8,82 8,63 
Piperazina (pKa2) 9,73 9,62 9,53 9,42 9,49 9,31 9,12 8,74 
Hidrogenocarbonato 10,33 10,82 11,31 11,62 - - - - 

Tabla 3. Valores de pKa de tampones en mezclas acetonitrilo-agua y metanol-agua [23,39,43-45].

Familia de analitos as1 as2 as3 as4 
Fenoles -0,656 -0,030 -0,844 0,133 
Ácidos carboxílicos alifáticos -1,406 0,680 -1,551 0,827 
Ácidos carboxílicos aromáticos     
    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 bs1 bs2 bs3 bs4 
Fenoles -0,454 0,866 -0,017 -0,865 
Ácidos carboxílicos alifáticos 1,034 -0,898 -1,250 0,277 
Ácidos carboxílicos aromáticos     
    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 

Tabla 4. Valores de asi y bsi para la estimación del             de analitos en fases móviles que contengan metanol como modifi-
cador orgánico [48].
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     Si se combina la Ec. (2) con la Ec. (3) se puede calcu-
lar el valor de pKa del analito en la fase móvil en la escala

, que permite, a efectos de tener una estimación del
grado de ionización, una comparación inmediata con la
escala de pH anteriormente recomendada,            :

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

varias concentraciones de acetonitrilo y metanol, respec-
tivamente, a partir de distintos valores de pKa en agua. En
ambos casos se observa que la variación del pKa con la
adición del solvente orgánico puede ser notable, llegando
incluso a superar las dos unidades de pKa. Como era de
esperar el pKa de los ácidos neutros (fenoles y ácidos car-
boxílicos) aumenta con la adición del modificador orgá-
nico mientras que para los ácidos catiónicos (aminas y
piridinas) se observa el comportamiento contrario.

Familia de analitos as1 as2 as3 as4 
Ácidos carboxílicos alifáticos 9,97 -8,59 8,83 -8,72 
Ácidos carboxílicos aromáticos 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 bs1 bs2 bs3 bs4 
Ácidos carboxílicos alifáticos -0,68 9,94 8,45 -8,59 
Ácidos carboxílicos aromáticos -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 

Tabla 5. Valores de asi y bsi para la estimación del            de analitos en fases móviles que contengan acetonitrilo como modi-
ficador orgánico [49,50].

- contenido en acetonitrilo 

Familia de analitos  10% 20% 30% 40% 50% 60% 

Ácidos carboxílicos alifáticos 3,00 3,21 3,38 3,56 3,76 4,01 4,32 
4,00 4,27 4,47 4,68 4,92 5,19 5,55 
5,00 5,33 5,57 5,81 6,07 6,38 6,78 

Ácidos carboxílicos aromáticos 3,00 3,11 3,27 3,45 3,64 3,85 4,08 
4,00 4,20 4,41 4,66 4,94 5,24 5,58 
5,00 5,28 5,56 5,88 6,23 6,63 7,08 

Fenoles 8,00 8,46 8,55 8,67 8,89 9,28 9,88 
9,00 9,57 9,71 9,85 10,09 10,50 11,11 

10,00 10,68 10,86 11,03 11,29 11,71 12,34 
Aminas 8,00 7,91 7,79 7,63 7,44 7,25 7,08 

9,00 8,93 8,82 8,67 8,49 8,31 8,15 
10,00 9,94 9,84 9,71 9,55 9,37 9,22 

Piridinas 5,00 4,82 4,64 4,45 4,24 3,99 3,68 
6,00 5,82 5,64 5,45 5,23 4,98 4,65 
7,00 6,82 6,63 6,44 6,22 5,96 5,63 

Tabla 6. Valores de                de analitos en fases móviles en función de la fracción en volumen de acetonitrilo (10 ↔ 60%)
[51].

                                                                                     (6)
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4. EFECTO DEL MODIFICADOR ORGÁNICO
SOBRE EL pH

     Para mezclas que contengan acetonitrilo hasta el 60%
en volumen, se ha observado que la variación del pH de
los tampones de la Tabla 3 es lineal con la fracción en
volumen de acetonitrilo (φMeCN) [43]:

                                                                                      (7)

donde mpH es un coeficiente de proporcionalidad que
depende del tampón utilizado, de su concentración y del
valor de pH de la solución acuosa ( ) [44,50]. Cuando
el modificador orgánico es metanol, la relación lineal se
amplía hasta el 80%, y puede expresarse como [52]:

                                                                                      (8)

donde dpH es un exponente empírico que modifica la frac-
ción en volumen de metanol, y es de valor unitario para
ácidos catiónicos y 5/4 para ácidos neutros y aniónicos.

En la Tabla 8 se muestran distintos valores de mpH para
tampones comúnmente utilizados en cromatografía de
líquidos en fase reversa, en función del pH inicial
(        ) y del modificador orgánico seleccionado. Estos
valores de mpH se han calculado para concentraciones
0,01 y 0,05 mol·L-1 de la solución acuosa del tampón.
Habida cuenta de que la adición del modificador orgánico
conlleva la dilución del tampón, los valores de pH selec-
cionados se corresponden al intervalo en el cual el tam-
pón presenta una aceptable capacidad reguladora.

     Al añadir acetonitrilo o metanol a un tampón acuoso
para preparar una determinada fase móvil, el pH evolu-
cionará coherentemente con el pKa del tampón de acuer-
do con los valores de mpH de la Tabla 8. Así pues, el pH
disminuirá en el caso de ácidos catiónicos (amonio, pipe-
razina, etc.) y aumentará para los neutros (acético, fórmi-
co, etc.) y aniónicos (dihidrogenofosfato, dihidrogenoci-
trato, etc.). La Tabla 8 incluye valores de            para fases
móviles con distinto contenido de modificador orgánico.

- contenido en metanol 

Familia de analitos  10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 

Ácidos carboxílicos alifáticos 3,00 3,16 3,35 3,55 3,78 4,04 4,30 4,54 4,70 
4,00 4,18 4,38 4,60 4,85 5,12 5,40 5,63 5,77 
5,00 5,19 5,41 5,65 5,92 6,20 6,49 6,73 6,85 

Ácidos carboxílicos aromáticos 
con sustituyente en orto 3,00 3,13 3,29 3,47 3,68 3,93 4,22 4,53 4,79 

4,00 4,16 4,34 4,55 4,79 5,08 5,41 5,76 6,08 
5,00 5,18 5,39 5,63 5,90 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 4,32 4,47 
4,00 4,17 4,36 4,57 4,83 5,12 5,45 5,77 6,03 
5,00 5,21 5,45 5,72 6,04 6,40 6,81 7,22 7,59 

Fenoles 8,00 8,12 8,27 8,43 8,61 8,81 9,03 9,24 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 7,90 7,81 7,72 7,64 7,56 7,49 7,37 7,16 

9,00 8,90 8,79 8,70 8,61 8,53 8,45 8,33 8,12 
10,00 9,89 9,78 9,68 9,59 9,50 9,42 9,30 9,09 

Piridinas 5,00 4,76 4,54 4,35 4,17 4,01 3,86 3,72 3,54 
6,00 5,74 5,52 5,32 5,13 4,97 4,82 4,67 4,49 
7,00 6,73 6,50 6,29 6,10 5,93 5,78 5,63 5,44 

Tabla 7. Valores de                de analitos en fases móviles en función de la fracción en volumen de metanol (10↔ 80%) [51].
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  Acetonitrilo  Metanol 

       

Tampón   mpH 20% 40% 60%  mpH 20% 40% 60% 80% 

Ácido fórmico             
     0,01 mol L-1 2,50  0,12 2,52 2,55 2,57  1,11 2,65 2,85 3,09 3,34 

3,00  1,12 3,22 3,45 3,67  1,50 3,20 3,48 3,79 4,13 
3,50  1,71 3,84 4,18 4,53  1,76 3,74 4,06 4,43 4,83 
4,00  1,75 4,35 4,70 5,05  1,80 4,24 4,57 4,95 5,36 
4,50  1,75 4,85 5,20 5,55  1,80 4,74 5,07 5,45 5,86 
5,00  1,75 5,35 5,70 6,05  1,80 5,24 5,57 5,95 6,36 

     0,05 mol L-1 2,50  0,81 2,66 2,82 2,99  1,38 2,68 2,94 3,23 3,54 
3,00  1,72 3,34 3,69 4,03  1,77 3,24 3,56 3,93 4,34 
3,50  1,78 3,86 4,21 4,57  1,81 3,74 4,08 4,46 4,87 
4,00  1,78 4,36 4,71 5,07  1,81 4,24 4,58 4,96 5,37 
4,50  1,78 4,86 5,21 5,57  1,81 4,74 5,08 5,46 5,87 

 5,00  1,78 5,36 5,71 6,07  1,81 5,24 5,58 5,96 6,37 
Ácido acético             
     0,01 mol L-1 3,50  1,64 3,83 4,16 4,48  1,85 3,75 4,09 4,48 4,90 

4,00  2,26 4,45 4,90 5,36  2,22 4,30 4,71 5,17 5,68 
4,50  2,28 4,96 5,41 5,87  2,25 4,80 5,22 5,69 6,20 
5,00  2,28 5,46 5,91 6,37  2,25 5,30 5,72 6,19 6,70 
5,50  2,28 5,96 6,41 6,87  2,25 5,80 6,22 6,69 7,20 
6,00  2,28 6,46 6,91 7,37  2,25 6,30 6,72 7,19 7,70 

     0,05 mol L-1 3,50  2,23 3,95 4,39 4,84  2,17 3,79 4,19 4,65 5,14 
4,00  2,28 4,46 4,91 5,37  2,22 4,30 4,71 5,17 5,68 
4,50  2,28 4,96 5,41 5,87  2,23 4,80 5,21 5,68 6,19 
5,00  2,28 5,46 5,91 6,37  2,23 5,30 5,71 6,18 6,69 
5,50  2,28 5,96 6,41 6,87  2,23 5,80 6,21 6,68 7,19 
6,00  2,28 6,46 6,91 7,37  2,23 6,30 6,71 7,18 7,69 

Ácido cítrico             
     0,01 mol L-1 2,50  0,48 2,60 2,69 2,79  1,52 2,70 2,98 3,30 3,65 

3,00  1,15 3,23 3,46 3,69  1,88 3,25 3,60 3,99 4,42 
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 4,31 4,75 5,24 5,78 
4,50  1,67 4,83 5,17 5,50  2,49 4,83 5,29 5,81 6,38 
5,00  1,75 5,35 5,70 6,05  2,61 5,35 5,83 6,38 6,97 
5,50  1,91 5,88 6,26 6,65  2,73 5,87 6,37 6,94 7,57 
6,00  1,98 6,40 6,79 7,19  2,81 6,38 6,89 7,48 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 7,90 8,49 9,14 
7,50  1,99 7,90 8,30 8,69  2,76 7,87 8,38 8,96 9,59 

Tabla 8. Valores de mpH para la estimación del            en fases móviles tamponadas que contengan acetonitrilo o metanol, y
valores de            a distintos contenidos de modificador orgánico.



23

Cromatografía y Técnicas Afines

  Acetonitrilo  Metanol 

       

Tampón   mpH 20% 40% 60%  mpH 20% 40% 60% 80% 

Ácido cítrico             
     0,05 mol L-1 2,50  1,16 2,73 2,96 3,20  1,86 2,75 3,09 3,48 3,91 

3,00  1,43 3,29 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 5,24 
4,00  1,60 4,32 4,64 4,96  2,39 4,32 4,76 5,26 5,81 
4,50  1,65 4,83 5,16 5,49  2,48 4,83 5,29 5,81 6,38 
5,00  1,75 5,35 5,70 6,05  2,58 5,35 5,82 6,36 6,95 
5,50  1,86 5,87 6,24 6,62  2,68 5,86 6,35 6,92 7,53 
6,00  1,88 6,38 6,75 7,13  2,73 6,37 6,87 7,44 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 8,45 9,07 
7,50  1,88 7,88 8,25 8,63  2,70 7,86 8,36 8,93 9,54 

Ácido fosfórico             
     0,01 mol L-1 2,21  0,51 2,31 2,41 2,52  1,51 2,41 2,69 3,01 3,35 

3,00  1,29 3,26 3,52 3,77  2,36 3,32 3,75 4,25 4,79 
3,50  1,34 3,77 4,04 4,30  2,40 3,82 4,26 4,77 5,32 
6,50  1,75 6,85 7,20 7,55  2,99 6,90 7,45 8,08 8,76 
7,00  1,75 7,35 7,70 8,05  2,98 7,40 7,95 8,57 9,25 
7,50  1,75 7,85 8,20 8,55  2,94 7,89 8,44 9,05 9,72 
8,00  1,75 8,35 8,70 9,05  2,85 8,38 8,91 9,50 10,16 
8,50  1,75 8,85 9,20 9,55  2,62 8,85 9,33 9,88 10,48 

     0,05 mol L-1 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 4,48 5,13 
3,50  1,71 3,84 4,18 4,53  2,81 3,88 4,39 4,98 5,63 
6,50  1,71 6,84 7,18 7,53  2,96 6,90 7,44 8,06 8,74 
7,00  1,71 7,34 7,68 8,03  2,95 7,39 7,94 8,56 9,23 
7,50  1,71 7,84 8,18 8,53  2,94 7,89 8,44 9,05 9,72 
8,00  1,71 8,34 8,68 9,03  2,88 8,39 8,92 9,52 10,18 

 8,50  1,71 8,84 9,18 9,53  2,73 8,87 9,37 9,94 10,57 
Tris             
     0,01 mol L-1 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 7,15  -0,17 7,47 7,43 7,40 7,36 
8,00  -0,58 7,88 7,77 7,65  -0,17 7,97 7,93 7,90 7,86 
8,50  -0,58 8,38 8,27 8,15  -0,17 8,47 8,43 8,40 8,36 
9,00  -0,58 8,88 8,77 8,65  -0,17 8,97 8,93 8,90 8,86 

     0,05 mol L-1 7,00  -0,58 6,88 6,77 6,65  -0,16 6,97 6,94 6,90 6,87 
7,50  -0,58 7,38 7,27 7,15  -0,16 7,47 7,44 7,40 7,37 
8,00  -0,58 7,88 7,77 7,65  -0,16 7,97 7,94 7,90 7,87 
8,50  -0,58 8,38 8,27 8,15  -0,16 8,47 8,44 8,40 8,37 
9,00  -0,58 8,88 8,77 8,65  -0,16 8,97 8,94 8,90 8,87 

Tabla 8 (continuación)
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  Acetonitrilo  Metanol 

       

Tampón   mpH 20% 40% 60%  mpH 20% 40% 60% 80% 

Amonio             
     0,01 mol L-1 8,00  -0,60 7,88 7,76 7,64  -0,69 7,86 7,72 7,59 7,45 

8,50  -0,60 8,38 8,26 8,14  -0,69 8,36 8,22 8,09 7,95 
9,00  -0,60 8,88 8,76 8,64  -0,69 8,86 8,72 8,59 8,45 
9,50  -0,60 9,38 9,26 9,14  -0,69 9,36 9,22 9,09 8,95 

10,00  -0,60 9,88 9,76 9,64  -0,66 9,87 9,74 9,60 9,47 
     0,05 mol L-1 8,00  -0,60 7,88 7,76 7,64  -0,68 7,86 7,73 7,59 7,46 
 8,50  -0,60 8,38 8,26 8,14  -0,68 8,36 8,23 8,09 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 
Ácido bórico             
     0,01 mol L-1 8,00  2,97 8,59 9,19 9,78  - - - - - 
 8,50  2,97 9,09 9,69 10,28  -  - - - 

9,00  2,97 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-1 8,00  2,98 8,60 9,19 9,79  - - - - - 
 8,50  2,98 1,10 1,69 2,29  -  - - - 

9,00  2,97 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             
     0,01 mol L-1 4,50  -0,43 4,41 4,33 4,24  -0,73 4,35 4,21 4,06 3,92 
 5,00  -0,44 4,91 4,82 4,74  -1,00 4,80 4,60 4,40 4,20 

5,50  -0,44 5,41 5,32 5,24  -1,09 5,28 5,06 4,85 4,63 
6,00  -0,44 5,91 5,82 5,74  -1,13 5,77 5,55 5,32 5,10 
6,50  -0,44 6,41 6,32 6,24  -1,14 6,27 6,04 5,82 5,59 
8,50  -0,54 8,39 8,28 8,18  -1,17 8,27 8,03 7,80 7,56 
9,00  -0,54 8,89 8,78 8,68  -1,17 8,77 8,53 8,30 8,06 
9,50  -0,54 9,39 9,28 9,18  -1,17 9,27 9,03 8,80 8,56 

10,00  -0,53 9,89 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 

Tabla 8 (continuación)
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   Acetonitrilo  Metanol 

       

Tampón   mpH 20% 40% 60%  mpH 20% 40% 60% 80% 

Piperazina             
     0,05 mol L-1 4,50  -0,40 4,42 4,34 4,26  -0,90 4,32 4,14 3,96 3,78 

5,00  -0,41 4,92 4,84 4,75  -1,05 4,79 4,58 4,37 4,16 
5,50  -0,41 5,42 5,34 5,25  -1,10 5,28 5,06 4,84 4,62 
6,00  -0,41 5,92 5,84 5,75  -1,12 5,78 5,55 5,33 5,10 
6,50  -0,41 6,42 6,34 6,25  -1,13 6,27 6,05 5,82 5,60 
8,50  -0,55 8,39 8,28 8,17  -1,18 8,26 8,03 7,79 7,56 
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 9,28 9,17  -1,18 9,26 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-1 9,00  2,16 9,43 9,86 10,30  - - - - - 

9,50  2,16 9,93 10,36 10,80  -  - - - 
10,00  2,15 10,43 10,86 11,29  -  - - - 
10,50  2,09 10,92 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-1 9,00  2,15 9,43 9,86 10,29  - - - - - 
9,50  2,15 9,93 10,36 10,79  -  - - - 

10,00  2,15 10,43 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  -  - - - 
dpH=5/4 para ácidos fórmico, acético, cítrico y fosfórico; dpH=1 para tris, amonio y piperazina. 

Tabla 8 (continuación)

5. EFECTO DEL MODIFICADOR ORGÁNICO
SOBRE EL GRADO DE IONIZACIÓN DEL ANA-
LITO

     El grado de ionización de un analito (α) se define
como la fracción molar de especie ionizada. Si el analito
es un ácido monoprótico neutro (HA), su grado de ioniza-
ción (αA) puede expresarse como:

                                                                                      (9)

y si se trata de un ácido catiónico (base protonada) (αHA):

                                                                                    (10)

     Habida cuenta del efecto del modificador orgánico
sobre el pH del medio y el pKa del analito, resulta eviden-
te que el grado de ionización de un analito ionizable en
una fase móvil hidro-orgánica estará muy condicionado
por la naturaleza y contenido del modificador orgánico.
En consecuencia, para el cálculo preciso del grado de
ionización en una determinada fase móvil, será necesario
utilizar los valores de           y              o bien de            y

, ya que la combinación de las Ecs. (1) y (2) muestra
que                        =                            .
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6. INTERPRETACION DE LOS CROMATOGRA-
MAS DE LAS FIGURAS 1 Y 2

     El factor de retención (k) de un analito con propieda-
des ácido-base a un determinado pH es un valor compren-
dido entre el correspondiente a la forma ácida (kHA) y a la
forma básica (kA). En el caso de un ácido monoprótico
neutro y elución isocrática, la expresión característica de
la variación de la retención en función del pH de la fase
móvil es [53-57]:

                                                                                    (11)

y para un ácido monoprótico catiónico:

                                                                                    (12)

siendo               la constante de disociación del analito. Las
Ecs. (11) y (12) describen sigmoides con un punto de
inflexión correspondiente al valor de               del analito.
Para poder aplicar correctamente esta ecuación es necesa-
rio que el pH de la fase móvil esté correctamente definido
y medido, y que el valor de               del analito se encuentre
en la misma escala. Tal como se ha comentado con ante-
rioridad, la escala               no da información real sobre el
pH de la fase móvil, y el pKa del analito en la mezcla
hidro-orgánica no coincide con           , por lo que estas
escalas no serían adecuadas. Por el contrario, serían per-
fectamente válidas las combinaciones de escalas

y                           . Del examen de las Ecs. (11) y
(12) concluimos que pequeñas variaciones del pH de la fase
móvil en la zona próxima al pKa del analito pueden condu-
cir a cambios notables en la retención cromatográfica. De
ahí la importancia de conocer el grado de ionización de los
analitos, y expresar el pKa y el pH en las escalas apropiadas.

     Ahora ya sabemos todo lo necesario para responder a
la cuestión formulada al principio de este artículo: ¿Por
qué fases móviles del mismo pH acuoso pueden conducir
a cromatogramas distintos? Centrémonos en el ejemplo
más sencillo, el de la Figura 1. Tenemos dos fases móvi-
les al 60% de acetonitrilo, preparadas a partir de dos tam-
pones acuosos de la misma concentración (0,01 mol·L-1)
y del mismo pH (              =8,00). Uno de los tampones es

, ácido catiónico, mientras que el otro es
, ácido aniónico. Debido a la distinta natu-

raleza de los tampones, ya estamos en condiciones de
suponer, de manera cualitativa, que el pH de la fase móvil
tamponada con                      será menor que 8.00 (mpH=
-0,60 según Tabla 8), mientras que para el
será superior (mpH=1,75). Si recurrimos a la Ec. 7 vemos,
que en efecto, los valores del           de las fases móviles
serán 7,64 y 9,05. Una diferencia notable. Si centramos
nuestra atención en los analitos, veremos que se trata de
2-nitrofenol, 2,4,6-trimetilpiridina, 3-bromofenol y N,N-
dimetilbencilamina. Los valores de pKaen agua de estos
analitos (               ) son, respectivamente, 7,23, 7,43, 9,03 y
8,91 [25,58]. Cualitativamente podemos decir que el pKa

de los fenoles en la fase móvil va a aumentar, debido a su
carácter de ácido neutro, mientras que para la piridina y la
amina, ácidos catiónicos, se va a observar el fenómeno
contrario. Habitualmente la variación del pKa de los ana-
litos suele ser más pronunciada que la variación del pH de
la fase móvil, pero es conveniente comprobarlo.
Calculamos los valores del                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
móvil y de pKa de los analitos, podemos calcular fácil-
mente mediante las Ecs. (9) y (10) su grado de ionización.
Los resultados se muestran en la Tabla 9.

Grado de ionización ( ) 

Analito   

 

 

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% 

Tabla 9. Grado de ionización de los analitos de la Figura 1 en las fases móviles estudiadas (60% acetonitrilo).
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     Podemos observar que el grado de ionización de la
2,4,6-trimetilpiridina y el 3-bromofenol es prácticamente
nulo en las dos fases móviles, explicando así por qué pre-
sentan la misma retención cromatográfica independiente-
mente del tampón utilizado. La 2,4,6-trimetilpiridina pre-
senta un             bastante inferior al             de las dos fases
móviles, por lo que siempre se encuentra en su forma
básica, desprotonada y neutra. Con el 3-bromofenol suce-
de lo contrario, pero con el mismo resultado: el              es
claramente superior al            , y el fenol se encuentra en su
forma ácida, neutra. Pero para el 2-nitrofenol y la N,N-
dimetilbencilamina sí que observamos cambios en el
grado de ionización en función del tampón seleccionado,
puesto que los valores de              se encuentran entre los
valores de              de las dos fases móviles. El fenol, en el
tampón de fosfato se encuentra más ionizado (57%) que
en el de amoníaco (5%), y por este motivo su tiempo de
retención 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 más
complejo porque introduce un mayor número de analitos,
pero conceptualmente parecido al anterior. En este caso
los compuestos cromatografiados son: 4-nitrofenol
(              = 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             para las

fases móviles de                         y                                 son, respec-
tivamente, 7,59 y 9,51. Y los valores de             de los anali-
tos, 8,10, 8,19, 6,19, 9,43, 9,65, 8,37 y 10,17, respectiva-
mente. Ahora podemos calcular el grado de ionización de
los compuestos en las fases móviles (Figura 3) y compro-
bar que los cambios observados en la retención cromato-
gráfica responden a variaciones en el grado de ionización
de los analitos. La bencilamina presenta la variación más
espectacular en el tiempo de retención en función del
tampón seleccionado. Este analito ocupa el primer lugar
en el orden de elución en la fase móvil                      , y la
última posición en el tampón                                  (Figura 2).
Si observamos la Figura 3, veremos que al usar fases
móviles tamponadas con                          el grado de ioniza-
ción de este analito es elevado y permanece más o menos
inalterado al variar el contenido de metanol. Esto es por-
que ambos, analito y tampón, son ácidos catiónicos que
disminuyen su pKa con la adición del modificador orgá-
nico. Por lo tanto, la disminución del pH de la fase móvil
se ve compensada por la disminución del pKa del analito,
manteniéndose la bencilamina mayoritariamente en su
forma ácida. En cambio en la fase móvil
sucede el efecto contrario: el analito se vuelve más ácido
mientras que la fase móvil se torna más básica, provo-
cando una progresiva disminución del grado de disocia-
ción de la bencilamina. Este mismo efecto, aunque de
signo contrario, explica las variaciones en el orden de
elución de los fenoles de la Figura 2.

 

 

Figura 3. Variación del grado de ionización al añadir metanol a tampones acuosos de              =8 y concentración 0,01 mol·L-1

preparados a partir de                                      y                           . Compuestos: (n) 2,4,6-trimetilpiridina, (l) N,N-dimetilbencilami-
na, (s) 3-bromofenol, (t) 2-clorofenol, ( ) 2-nitrofenol, (u) 3-nitrofenol y ( ) 4-nitrofenol.s

s
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7. CONCLUSIONES

     En resumen, las Ecs. (11) y (12) ponen claramente de
manifiesto que la retención cromatográfica de las sustan-
cias ionizables depende de la diferencia entre el pH de la
fase móvil y el pKa del analito en la misma fase móvil,

. Ambas magnitudes vienen condicionadas por
el efecto del modificador orgánico sobre los valores de
pKa del analito y del compuesto utilizado para tamponar
la fase móvil. Si tanto el analito como el tampón son áci-
dos neutros o aniónicos, sus correspondientes pKa, y por
tanto el pH de la fase móvil, crecen con la adición de
modificador y la diferencia mencionada varía (la varia-
ción de ambos pKa no tiene porque ser la misma) pero no
demasiado. Lo mismo ocurre si el analito y el tampón son
bases, es decir ácidos catiónicos, ya que en este caso
ambos pKa decrecen ligeramente al aumentar la propor-
ción de modificador en la fase móvil. Las mayores varia-
ciones en la diferencia                     se observan cuando se
combina un tampón catiónico con un analito neutro o
aniónico, o viceversa, produciendo resultados espectacu-
lares como los de los ejemplos mostrados en las Figs. 1 y
2. Hay que añadir aquí que los efectos descritos se ponen
claramente de manifiesto siempre que el pH de trabajo
esté próximo al pKa del analito, es decir, en la región de pH
correspondiente al salto en las curvas sigmoidales de las
Ecs. (11) y (12), donde pequeños cambios de pH implican
notables variaciones en la retención cromatográfica.
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