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RESUMEN.

Se presenta un estudio sistemgtico de los
principales pardmetros que interviernen en la fijacidn de
contraiones catidnicos del +tipo tetralquilamonio en
columnas de fase inversa. Los resultadosgs muestran que
las variables gque tienen mayor influencia sobre la
fijacidn de estos compuestos son la concentracidn de
contraion y de disolvente orgdgnico en la fase mdvil,
asi como la hidrofobicidad del contraion.

Se deduce una ecuacidn matemdtica que permite
calcular 1la concentracidn de contraion fijado por la
fase esbtacionaria para diferentes valores de los
pardmetros antes mencionados. Esta ecuacidén permite
ademds calcular el tiempo requerido para alcanzar el
equilibrio de la columna bajo cualquier composicidn de
fase mdévil.

Los resultados anteriores sirvieron de base para
efectuar un estudioco mds adecuado de 1la retencidn de
solutos anidnicos en presencila .de lones
tetralquilamnonio disueltos en la fase mdvil. Este
estudio demuestra gque los factores gue intervienen en
mayor grado sobre la retencidn de los solutos son la
concentracidn de contraion en la fase mdvil y por lo
tanto en la fase estacionearia, asi como la
concentracidn y tipo de sales disueltas en el eluyente.

El andlisis de estos resultados permite deducir una
expresidn gque relaciona, de una manera sgencilla, el
factor de capacidad del soluto con la concentracidn de
contraidn adsorbido en la fase estacionaria. En este
modelo se propone gque la retencidn del soluto en la
fase estacionaria se lleva a cabo en 2 diferentes
niveles:
lo. En una nube idnica difusa, asociada eldéctricamente
a la superficie idnica y
20. Directamente sobre la superficie del empaque
formando pares de iones con el contraion adsorbido.



ABSTRACT.

4 systemstlic study of the influence of several
parameters upon adsorption of tetralkylamonium ions on
reversed-phases is presented. Results show that organic

solvent content in mobile phase, counterion
concentration in eluent and tetralkylamonium
hydrofobicity are the most important variables.

A mathematical expression to calculate the

counterion adsorbed for different combinations of these
parameters is developed. Results from this study can be
applied to calculate column equilibration times for any
mobile phase composition.

These results sre the basis for an adecuate study
of anionic solute retention in presence of
tetrelkyamonium ions in the mobile phase. Results show
that counterion concentration in mobile phase and
therefore in stationary phase, salt type and salt
concentration in mobile phase are determinant
variables.

The analysis of these results brought us to deduce
a simple expression relating the capacity fector to the
adsorbed counterion concentration in the stationary
phase.

The retention mnodel indicsates that solute is
present in the stationary phase at two different
levels:
ist. Into a diffuse ionic cloud associated electrically
to the ionic surface and
2nd. Directly, at the surface of the packing, where it
forms ion pairs with the adsorbed counterions. -
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INMNTRODUCCTION.

El amplio desarrollo observado en las Jdltimas
décadasz en losz campoe de lase clencias bloguinlcas,
biomédicas y farmacéuticas ha sido en gran parte
posible gracias al desarrollo paralelo de técnicas
analiticas eficientes, rdpidas, confiables Yy nuy
sensibles para el andlisis de productos farmacduticos y
ligquidos fisioldgicos. En efecto, el andlisis de los
principales activos en los medicamentos NG los
metabolitos y compuestos diversos presentes en el
organismo representa a menudo un problema delicado
debido a las caracteristicas quinicas de estas
sustancias, su baja estabilidad térmica y/o las bajas
concentraciones a las que Sse encuentran en el
organismo.

La Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia ha sido
el método de excelencia para resolver el delicado
problena planteado por este tipo de compuestos. En
particular, la cromatografia de intercambio idnico, Yy
mds recientemente, la cromatografia de pares de iones
en fase inversa, han hecho posible el desarrollo de
metodologia adecuada para el andglisis de compuestos
bioldgicos y farmacdéuticos que tienen cardcter idnico o
ionizable.

La Cromatografia de Intercambioc Idnico, ya sea en
resinas poliméricas o en silices modificadas con grupos
intercambiadores de iones, presenta algunas desvenbtajas
como son la cinégtica lenta de intercambioco y 1la baja
resistencia a la presidén por parte de las resinas; Yy
une baja selectividad en el caso de las silices. Estos
problemas impulsaron la busqueda de vias alternas para
la separacidn de compuestos idnicos y es asi como se
desarrolld en 1los ultimos afios de 1la deécada de los
setentas la Cromatografis de Pares de Iones en fase
inversa.

Las numerosas publicaciones de metodos de
separacidn N andlisis de compuestos idnicos nuy
diversos utilizando la cromatografia de pares de iones,
ponen en evidencia la gran acepbtacidn y nopularidad que
ha tenido esta técnica. Esto es sin duda debido a 1la
buena estabilidad de 1la fase estacionaria, el bajo
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costo de los disolventes utilizados como fase mdévil y
la versatilidad y flexibilidad de 1la técnica que
permite realizar sgeparaclones tanto de ilones orgdnicos
como inorgdnicos, catidnices o©o anidnicos usando la
misma columna.

La optimizacidn de las separaciones en
cronatografia de pares de iones en fase inversa se
realiza a traves de cambios en la composicidn de la
fase mévil. Para ello se dispone de numerosocs
parametros ajustables como son:

— La proporcidn y naturaleza de disolvente orgdnico en
la fase mdvil.

— La concentracidn y tipo de sales o buffers disueltos
en el eluyente.

- El pH.

~ La naturaleza y concentracidn del contraion (ion de
carga opuesta a la del soluto que se desea separar y
que participa activamente en el proceso de retencidn)

Sin embargo, el ajuste rdpido y 1dgico de esta gran
variedad de pardmetros y la implantacidn de métodos
reproducibles para la resclucidn de un problema dado,
pueden lograrse sdlo a +travds de un conocimiento
profundo de los mecanismos gque participan en la
rebtencidn de los solutos.

Los estudios realizados sobre este tema por
numnerosos investigadores han conducido a la proposicidn
de una gran diversidad de mecanismos de retencidn; sin
embargo, ninguno de estos modelos ha permitido explicar
todas lags observaciones que se han publicado al
trabajar bajo condiciones experimentales muy variadss
en cromatografia de pares de iones.

El problema parece ser mnds complicado cuando los
contraiones disueltos en la fase ndvil poseen un
cardcter hidrdfobo marcado y se adsorben en la
superficie de la fase estacionaria apolar. En efecto,
esta adsorcidn depende de los mismos pardmetros que
afectan a la retencidn de los solutos.

Por 1lo mencionado anteriormente, el trabajo que
agqui se presenta abarca dos grandes objetivos:
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lo. Analizar la adsorcidn de contraiones hidrdfobos
en columnas de fase inversa pera conocer, definir y
predecir el efecto de variaciones en la composicidn de
la fase mdévil sobre el grado de fijacidn del contraion;
para ello se seleccionaron como contralones los iones
tetralguilamonio simétricos, que con su esbtructura
globular permitirdn complementar otros estudios ya
publicados en la literatura sobre contraiones anidnicos
de cadena lineal.

Esta parte del trabajo est4 directamente
relacionada con el conocimiento del egtado de
equilibrio de 1la columna y el +tiempo requerido para
alcanzarlos por lo tanto, representa la base
indispensable para la obtencidn de resultados

significativos y reproducibles.

20. Determinar, mediante un estudio profundo ¥y
secuencial, la influencia de los pardmetros de la fase
mévil sobre la retencidn de los solutos y en base a
ello proponer un modelo de retencidn para la
cromatografia de pares de iones con contraiones
hidrdfobos, con lo cual se pretende establecer bases
firmes para alcanzar la optimizacidn rdpida y ldgica de
solutos idnicos mediante esta técnica.



CAPITTULO I.

LA CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS HMODERNA.

La cromatografia de gases ha sido durante mnuchos
afios la técnica de eleccidn para la separacidn vy

andlisis de mezclas complejas, ya gue proporciona
andlisis rdpidos, eficientes y sensibles, ademds de que
se cuenta en la actualidad con uria enormne

disponibilidad de equipos completamente automatizados y
computarizados; sin embargo, muchas muestras no pueden
tratarse directamente mediante cromatografia de gases,
vya sea por gue son insuficientemente voldtiles , o
porgue son térmicamente inestables ¥y se descomponen
bajo las condiciones de la separacidn.

En cromatografia de liquidos no se +tienen estas
limitaciones, por 1lo gque se considera una técnica
complementaria ideal psasra la separacidn de especies
idnicas O ionizables Y de productos que sean
termoldbiles o poco estables, tales como metabolitos
animales y vegetales, 4dcidos nucléicos, polisacdaridos,

pigmentos vegetales, surfactantes, colorantes y
proteinas, entre otros.
La flexibilidad de las separaciones por

cromatografia liquida de alta eficiencia se debe
principalmente a las interacciones especificas entre
las moléculas de la muestra y las de las 2 fases: mdvil
y estacionaria, lo cual ha permitido el desarrollo de
una gran variedad de técnicas. Ademds, en cromatografia
liquida se trabaja en general, a temperatura ambiente.
En la actualidad se cuenta con equipos para
cromatografia liguida de alta eficiencia , HPLC,
totalmente automnatizados y controlados por
microcomputadoras. Las columnas son mas durables y las
fases estacionarias mas eficlientes y versdtiles,por lo
gque se tiene la posibilidad de hacer un gran numero de

separaciones individuales en una misma columna. La
inyeccid de la mnuestra, mediante vdlvulas
muestreadoras que pueden ser accionadas

avubtomdticamente, es muy precissa, alin para volumenes



Inferioreg al microlitro. El flujo del disolvente se
alocanzs medlante aslstemss de bombeo de alta preaidn gque
proporclonan un fluJo preciso, progremable, a través de
lag columnas, lo que conduce a separaciones altemente
reproducibles. Se cuenta tembién con una gran variedad
de detectores especificos, tales como refractdmetros,
espectrofotdmetros (UV, visible, IR), fluorimetros y
detectores electroguinmicos, entre otrog. Log avances
mas notables en los ultimos afios, en cuestidn de
tecnologia de detectores, gon &in duda los referidos al
espectrofotdmetro UV-viglble de barrido rdpido y a los
detectores electrogquinicos con varios electrodos
indicadores y con tensiones sobreimpuestas.

Otro aspecto muy importante en la cromatografia de
liquidos moderna es el desarrollo de nuevas técnicas de
alta selectividad como son la cromatografia de pares de
iones; la cromatografia de afinidad; la cromatografia
de intercamblo de ligantes v recientemente la
cromatografia en fluidos en condiciones supercriticas,
gque se encuentra en la frontera entre la cromatografia
de liguidos y la de gases.

LA CROMATOGRAFIA DE PARES DE IONES.

Por lo general, la extraccidn del medio acuoso de
productos idnicos mediante un disolvente orgdnico es
dificil y poco adecuada para mezclas complejas, de ahi
gue la separacidn de este tipo de sustancias se haya
realizado tradicionalmente por cromatografia de
intercambio idnico en resinas.

El desarrollo de resinas de pequefia granulometris
para la HPLC permite mejorar considerablemente la
eficiencia de las separaciones, sin embargo, el tiempo
de vida de las columnas es relativamente corto, debido
a que las resinas del tipo divinilbenceno-poliestireno
presentan baja resistencia a la presidn, ademdis de que
su estructura polimérica produce una cinética lenta de
intercambio.

Una alternativa posible son las silices modificadas
con grupos intercambiadores de iones que resisten mejor
a la presidn y que son nas eficientes. Estas
modificaciones se hacen mediante sllanicidn,
obteniéndose una sg1ilice vinilada , la cual =se hace
reaccionar con estireno y luego se sulfona para obtener
un intercambiador de cationes, o bien se le introduce



o bien ge le introduce un grupo amonio cuaternario para
efectuar intercamblo de sanione=; gin embargo, la baja
capacidad de intercamblio de estasg fases ha limltado su
Uso.

Se ha tratado también de efectuar sgeparaciones de
compuegtos 1l1dnicosg nediante otrasg técnlcas, como la
cromatografia de intercambio de ligantes ¥ la
cromatografia de pares de iones.

La cromatografis de reparto con formacidn de pares
de iones surge a mediados de la década de los setentas,
cuando la cromatografia liquida 1llega a su médximo
desarrollo, Estas separaciones sge efectuaron sobre
fases estaclionarias impregnadas, trabajando en fase
normal o en fase inversa.

En 1la literatura s=se encuentran publicados los
trabajos de diversos autores, comclosz de Howard vy
Martin (1}, quiene= encontraron aplicaciones limitadas
en egte tipo de cromatografia debido a la baja
eficiencia propia de las fases impregnadas; Horwibtz y
Bloomguist (2) prepararon columnas usando el dcido
bis(2 etil hexil)fosfdérico como fase estacionaria y una
fase movil acuosa. Wahlund et al (3) aplicaron en 1870
la cromatogrefia de pares de iones a polaridad de fases
invertida para la separacidn de iones orgdnicos de
amonio. Eksborg et al (4) publicaron la cromatografla
de pares de iones en fase Ilinversa para aminofenoles
utilizando cComo contraion el dcido 2(etil
hexil )fosforico. La eficiencia en todos estos casos fué
muy baja.

El mecanismo de retencidn en la cromatografia de
pares de iones con fases impregnadas era btotalmente
conocido: reparto del par de iones entre 2 liquidos no
migcibles; de modo que aplicando los principlios de 1la
guimica de lag disoluciones y 1las consbantes de
extraccidn ligquido-liquido ya conocidas, era posible
determinar las mejores condicilones para cada
separacidng sin embargo, este tipo de sistemas
cromnatogrdficos presentan serios inconvenientes debido
a 8u poca establilidad, lo gue hace necesario usar una
fase mnoévil presaturada con la fase estacionaria, asi
cCOomo controlar cuidadosamente la temnperatura del
sistena. .

Debido a los inconvenientes de las tédécnicas antes
mencionadas, se desarrolld una tdcnica que ha tenldo
gran acepbtacidn, reemplazando poco a poco a lasgs otras
técnicas para la separacidn de compuestos 1dnicos o
ionizables: la cromatografia de peres de iones a
polaridad de fases invertida sobre fases quimicamente
unidas; sin embargo, sus mecanismosg de retencidn no han
sido completamente elucideados, COmo se mnostrard
posteriormente.
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FORMACION DE PARES DE IONES.

Los primeros trabaJjos que publican la formacilidn de
pares de iones s&se deben a Bjerrum en 1228 (8}, en su
afdn por, explicar algunas desviaclones a la teoria de
Debye - Huckel - Onsayer, para clertos electrslitos.
Sostiene esta teoria que para gque dos iones con cargas
opuestas, en disolucidn, sSe unan para formar un par de
iones, es necesario que lleguen a estar lo
suficientemente prdximos para que la energia atractiva
couldmbica supere a2 la energia térmica que trata de
separarlos.

Bjerrum sugirid 1la posibilidad de gque cada ion
quedarea "atrapado” en el campo couldmblco del ion de
carga contraria formando el "par de iones”. Los iones
del par forman en conjunto un dipolo idnico sobre el
gue la carge resultante es cero.

Basdandose en las Teorias de la Disociacidn de
Arrhenius, BJjerrum propone gque las particulas neutras
de un electrdlito AB se disocian segun AY y B™.
Aplicando la Ley de Accidn de las Masas, la constante
de disociacidn es:

apt ap—
Kdig = —— (1.1)
2AB
donde:
apt, ap— Y aap son las actividades de las especies
indicadas.
Define por analogia una constante de .asociacidn
Kas correspondiente al par de iones Pl formado por las
especies M* y A~, segin el equilibrio:
M+ + AT =/ PI

. 3p1
Kas= ———e (1.2)
apt ap—

donde:”
apy apmt ¥ @apa— son las actividades de las especies
indicadas.
Calcula la constante de asociacidn mediante la
ecuacidn:
. 3
4IINa ztz"e s b
Kas= ey y—¢ dy (1.3)
1000 e=kT 2
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donde:

Kas es la constante de asocliacidn.

Na es el numero de Avogadro (iones/mol).

=zt es la carge del ion positivo (cerge elemental/ion).
z~ esg la carga del ion negativo (carga elemental/ion}).
es es la carga del electrdn (coulombs).

= es la constante dieldéctrica del disolvente.

k es la constante de Boltzman. (erg/K)

T es la temperatbtura absoluta. (K)

El limite de la integral b, estd dado por:

2q
b=

a
siendo:

g= distancia de aproximacidn suficiente (nm).
a= distancia de mdxima aproximacidn entre iones
(nm), acorde al tamafio de los radios idnicos.

A partir de la ecuacidn (1.8) se puede deducir que
los factores que producen un aumento en la constante de
asociacidn Kas son:

1. Las constantes dieléctricas bajas.

2. Los radios idnicosz pequefios, gue conducen a valores
pequefios del limite inferior "a” de la integral de la
ecuacidn (1.8) y por tanto, a valores grandes del
limite superior "b”; ¥y

3. Los valores grandes de z7 y de =z~

Estas ecuaciones obtuvieron apoyo experimental.
Cuando se realizan los cdlculos numgricos
correspondientes a la ecuacidn(l.3), se observa gue en
medios acuosos la asociacidn de pares de iones es muy
pequefia para los electrdlitos 1:1, pero es 'apreciable
para los electrodlitos 2:2 valentes y es muy importante
en las disocluciones no acuosas, gue en la mayoria
tienen constantes dielédéctricas mucho menores que el
agua (===80). '

El modelo de BJjerrum explica el comportamiento de
iones pequelfios en disolucidn acuosa o de electrdlitos
en disolventes orgdnicos de baja constante dieléctrica,
sin embargo; no explica el comportamiento de iones de
gran talla, anfifilicos, cuya molécula esta formada por
una parte apolar notable, que pueden también formar
pares de iones Iimportantes en disolucidn acuocsa, donde
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lag interacciones debldas a lag propiedadesz del agua
son considerables.
Fuoss (5) presentd una alterantiva al modelo de

Bjerrun y obbuvo la siguiente ecuacion para la
constante de asocliacidn del par de ilones:
dmNa
Kas= ——— aSeb (1.4)
3000
gin embargo, los resultados experimentales

presentados no permitieron. establecer una distincidn
clara entre las constantes de asociacidnde Bjerrum y de
Fuoss.

Se han propuesto varios modelos para explicar las
propiedades fisicas del agua ligquida, como el de Pople
(8), en 1851, modificado por Bernal y Fowler (7)) en
1964. Este modelo supone gue en el agua liquida existen
grandes grupos de moléculas de agua asociadas mediante
enlaces de hidrdgeno, en cada uno de los cuales se
distingue una unidad estructural o subgrupo formado por
una molécula central de agua unida tetraédricamente con
otras 4 moleéculas de agua mediante enlaces de
hidrdgeno, produciendo cavidades cerradas de volumen
variable. Los solutos apolares pueden ocupar dichas
cavidades sin provocar ruptura de los enlaces, pero
ocasionando deformaciones en la estructura ordenada del
agua.

En el caso de especies idnicas compuestas por una
parte apolar, la parte hidrocarbonada se aloja en una
cavided, mientras que el grupo idnico provoca una
fuerte orientacidn de las moldculas de agua.

Los cambios en 1la estructura del agua gue
acompafian a la disolucidn de moléculas parcialmente
hidrocarbonadas provocan una repulsidn del disolvente
hacia ellas, ocasionando la formacidn de asociaciones
de iones o de micelas. En efecto, las moléculas
hidrdfobas, en contacto con un disoclvente polar como el
agua, se rearreglan para presentar la minima superficie
de contacto con el disolvente, lo cual se 1logra
mediante su asociacidn.

Los pares de iones tienen la propiedad de pasar
fdcilmente de un medio acuoso a un medio orgdnico de
baja constante dieléctrica, ' pero debido a su cardcter
ligeramente polar son extraidos mas facilmente por
disolventes ligeramente polares comno son algunos
disolventes clorados, por ejemplo el cloruro de
metileno o el cloroformo, o bien alcoholes de cadena
larga como el pentanol, que por. disolventes apolares
como el tetracloruro de carbono o los alcanos.

Aungue algunos autores han supuesto que la
formacion ¢d= pares de iones se efectua en la fase
acuosa, es probable que en el caso de asociacidn ion



orgdnico—ion inorgdnico, la formacidn de pares de ilones
se efectia en la interfase agua-disolvente orgdnico;
sin embargo, no se tienen estudios detallados sobre
este tema, por lo que se pretende discutirlo
ampliamente durante este trabsajo.

MECANISMOS DE RETENCION EN CROMATOGRAFIA
DE PARES DE IONES.

Desde los primeros afios en que se desarrolld la
cromatografia de pares de iones sobre fases apolares
quinicamente unidas, los investigadores han tratado de
explicar el mecanismo de retencidn de los solutos y el
papel que desempefia el contralion. Para comprender mejor
los mecanismos gque han sido propuestos, se hard en
primer lugar una breve descripcidn del sistena
cromatogrdfico.

El =zistema estd formado por una fese estacionaria
apolar: silice modificada =a 1la que se han unido
mediante silanizacidn cadenas hidrocarbonadas de 8 a 18
atomos de carbono; audn cuando se han publicado
resultados con cadenas hidrocarbondas de 2 4dtomos de
carbono (8).

La fase mdvil utilizada estd formada por una mezcla
de agua y un disolvente orgdnico soluble en agua en
todas las proporciones: metanol o acetonitrilo, en la
que se disuelven sales, amortiguadores y el agente
formador de pares de iones, al que hemos 1llamado
contraion; no obstante, a menudo recibe otros nombres.

El contraion, en este tipo de cromatografia, es un
ion voluminoso de carga contraria al soluto que se
desea separar, cuya molécula estd formada por una parte
hidrdfoba importante.

Cualquiler cambio gque provoque una modificacién en
loa efectosg hildrdfobos sobre =1 solubs, a&aobhra al
contraion, o sobre el par de iones soluto-contraion,
afectard a la retencidn; de modo que se pueden hacer
variar ciertos pardmetros para obtener las condiciones
éptimas en cada separacidn.

El mecanismo de retencion del sgoluto en este tipo
de slistemas no ha sido completamente determinado. Se
han propuesto varias alternativas para explicar la
retencidn de los solutos en cromatbtografia de pares de
iones:

la. Extraccldn del =zoluto en forma de par de lones
por la fase estaclonarilia,



2a. Flijacion del contraion en la fase estacionaria, debido
a gu parte hidrofoba, agsociado @& un ion de carga
contraria (co—ionj). De este mrodo la fase esbtacionaria
se convierte en un intercambiador de iones dindmrico,
donde los solutos compiten con log iones de la misra
carge disueltos en la fase movil.

3a. Hecanismos intermedios entre los 2 antes mencionados,
dependiendo el predominio de uno de ellos de la
£raccion volumrica del disolvente organico, del grado de
hidrofobicidad del contraion, asi cono de 54
concentracion en el eluysente.

la. EXTRACCION DEL SOLUTO EN FORMA DE PAR DE IONES
POR LA FASE ESTACIONARIA.

Se supone que el par de iones se forma en el eluyente
y es fljedo en la fase egstacionaria.

Algunos aubtores (2) han observado que el factor de
capacidad del solubo aumenta, pero no linealmente, al
aumentar la concentracion de conbtraion en la fase mdvil.
La retencion de los solutos se debe por una parte, al
equilibrio de distribucidn del par de iones formado an el
eluyente; y por obtra parbe, a la adsorcidn directa del
soluto en la fase estacionaria.

La ecuacion para la retenclon de un soluto anidnico

es:
[(S=lgyg (8~1g + [S™C*tlgg
k'= K= ¢ ——— = § (1.5
[S™1p [S-1p + [S-C*lp
donde:

los subindices st y m representan la fase estacionaria y
la fase movil respectivamente.

k' es el factor de capacidad del soluto.

$ es la relacion de volumenes de fages (Vzi/Vpg)

K es la constante de digtribucidn del soluto. .

187} es la concentracion del soluto libre.

|S™C*| es la concentracidn del par de iones.

Llamando:

(S™1xiCTIL _
Ky= {(lL.e)
[(87C*1lp
a la constante de equilibrio de formacidn del par de iones
en la fase movil y :

[S—C+ ] 86
Egc® (1.7
[S”1plC*lp
a la constante de extracclon del par de iones y




k'g al factor de capacidad del soluto en ausencia de
contraion, se tendrd:

k’'o + EgeclCtlp
k's= (1.8)
1 + K1(C*ip

Cuando la tendencia e formar pares de iones en el
eluyente es muy baje y/o la concentracidn de contraion
en la fase movil es muy pequefia, la ecuacidn anterior
se reduce at

k's k'g + EgolC*+lp (1.9)

Este tipo de relacidn lineal ha slido observada por
Tomlinson et al (10}, traebajando con concentraclones de
contraion de 1x10-5® a 8x10-% H,.

2a. HMECANISHO DE INTERCAMBIO IONICO.

En este mecanismo se considera que el contraion,
por tener una parte hidrdéfoba importanbe, se fija sobre
las cadenas hidrocarbonadas de la fase esbacionaria,
asociado a un co-—ion de la mlsma carga que el soluto.
De esbta manera, la fase estacionaria gueda convertida
en un intercambiador de iones dindmico, donde los
solutos compibten con los iones de la mnisma carge
disueltos en la fase movil.

Algunos autores consideran que la retencidn de
log solutos depende de los siguientes equilibrios (11).

Intercambio idnico:
(CYPT g + Sp ———=2 (C*S™)gt + Pp
[C+S—]5t[P—]m

Kii= {1.10}
[C+P-]st[s—]s‘b

donde:

P~ representa a los iones de la misma carge que el
soluto, disueltos en la fase movil.

(C*P~) represente el par de lones contraion-coion.

S” representa el goluto anidnico.

Kii ez la constante de intercambio idnico.

Knox y Laird demogtraron que la isoterma de
adzorciodn de contraiones hidrofobos es del tipo
Freundlich (12},

(C*P~lgg = A[C*]% (1.11)
donde A y B son constantes.

La expresion peara el coaeficliente de distribucion
del =soluto se debe a la combinacion de 2 procesos:
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el de la fijJacidn del soluto ionizado ¥y el del
mecanismo de intercambio idnico que hemos mencionado.

K = Ko + Kes (1.12)
[S—]SJG
Ko =——— (1.13)
(s~ Im :
[CtS~1g¢
Kecg =—m—m (1.14)
[S™1m
. [(CYP~1st
K = Ko + Kii (1.18)
[P™Im
o también:
B
[C*Im 7
"K = Ko + Kii A~——eemr (1.18)
(P71
de donde:
B
[C*P‘]st [C*lm
k'’-k'o = cte————— = ¢ctbe —— (1.17)
[P™Im [P™1Im

tomando logaritmos:

log(k’-k’0) = cbte + B loglCTl, - logIP lp (1.18)

donde:
Vst
k' = &K k'o = $Ko H = ——
Vm

La relacidn (1 . 17) indica que el factor de
capacidad del soluto aumenta al aumentar la
concentracidn de contraion en la fase mdévil y disminuye
al aumentar la concentracidn de sales.

Algunos autores como Van de Venne (11) y Terweil]
Groen (13) hicieron estudios sobre la fiJacidn de
cetrimida y de hexilamlna, encontrando relaciones entre
log factores de capacidad de diferentes solubtos y la
concentracidn de contralon en la fage estaclonaria o en



fase mdvil, que obeuecen a las ecuaciones(l.17) ¥ (1.
18)

Knox ¥y Jurand (14) demostraron que para obtener
separaciones reproducibles, la columha debe encontrarse
previamente equilibrada con el contraion. Durante el
proceso de equilibrio el contraion se va fijando sobre
la fase estacionaria, dando lugar a la formacidn de un
frente de mnigracion de esa especie gque avanza a lo
largo de la columna. El tiempo requerido para alcanzar
el equilibrio varia con la composicidn de la fase mdvil
y puede en ocasiones ser sumamente largo. Estos mismos
autores observaron, sin embargo, en algunos casos,
relaciones no lineales entre los factores de capacidad
de los solutos y la concentracidn de los co—-iones (14).

3a. MECANISMOS INTERMEDIOS (MIXTOS).

En la literatura se han reportado una gran variedad
de mecanlismos de retencidn mds complejos que, debido a
gue 1involucran los dos casos extremos mencionados
anteriormente, hemos llamado "mecanismos mixtos”. Entre
ellos hemos seleccionado 3 gque consideramos los mas
completos e ilustrativos dentro de este tipo de
proposiciones:

— el mecanismo de inbteraccidn de iones.
— 2l mecanismo de intercambio dinamico de complejos y
— el mecanismo de intercambio idnico—-desolvatacidn.

A continuacidn se presentan detalladamente los
razonamientos y equilibrios que se proponen para cada
uno de ellos.

"Cromatografia por Interaccion de iones”.

Bidlingmeyer et al (15) encontraron gue no podian
interpretar los datos experimentales obtenidos por
ellos mnismos mediante los mecanismos propuestos por
otros investigadores, por lo que presentaron un
mecanismo que llamaron ”Cromatografia por Interaccidn
de Iones”, en el cual se establece que en egte sistema
intervienen interacciones del los giguientes tipos:
electrostdticas, eluofilicas (afinidad por la fase
mévil}), eluofdbicas, adsorbofilicas (afinidad por la
fase estacionarila) y adsorbofdbicas.

Las observaciones de estos investigadores se
resumen de la siguiente forma:

Las especilies utllizadas como contraiones, que ellos
llamaron agentes de interaccldn de 1loneg, { fueron
alqullsul fonatos de 5 a & dtomos de carbono y
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octilamina protonada) son adsorbidos por la fase
estacionaria apolar (puBondapack C 18). Al inyectar
estas especies en un sistema simple de fase reversa,
log autores encontraron una relacidn lineal entre el
logaritmo del factor de capacidad de estas especles ¥y
el namero de dtomos de carbono de su cadena
hidrocarbonada (£fig 1.1), gue concuerda con la ecuacidn

de Martin:

RTInK = a AuCHS + b AHSOS— + C Aucl{z_ (1.19)

en donde:

es la constante de los gases.

es la temperatura absoluta.

es la constante de particidn de la especie.

es el numero de grupos metilo en la molécula.

es el numero de grupos sulfonato en la molécula.

c es el numero de grupos metileno en la molécula.

Ay es el potencial quimico diferencial, es decir: es la
energia libre necesaria para transportar una mol del
grupo considerado (metilo, sulfdnico o metlleno) de la
fase estacionaria a la mdvil.

oOp RAa@®

En el caso de la serie homdloga de alquil
sulfonatos, a = b = 1, la ecuacidn de HMartin =e

simplifica asi:

log k' = Bg' + B1'b (1.20)
donde:
B,’' es una constante y
P1’ es una medida del potencial quimico diferencial del

grupo metileno.

El valor del potencial quimico diferencial depende
de la composicidn de la fase movil. :

Tambidén encontraron estos autores gque en mnezclas
agua—-metancl, el logaritmo. del factor de capacidad de
estas especleg, varia linealmente en funcidn de la
fraccidn volumétrica de metanol (£fig 1.2), dentro de un
intervalo de 20 a 680 % de mebtanol, por lo que la
ecuaciodn (1.20) puede escribirse:

log k' = Bo + B1(%HeOH - Bo) (b - B3) (1.21)
donde:
PBo es una congtante = -1,238%2

£1 es la pendiente comblnada respecto a porcentaje de
mnetanol Y numaro de grupoz mebtileno = ~0,0072956
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B> es una constante respecto al % de metanol = 78.741

Bs es wuna constante respecto al numero de grupos
metileno = 11,8603

Esta ecuacidn presenta el efecto combinado de la
composicidn del eluyente y de la superficie hidrdfoba
del contraion sobre su adsorcidn en la fase
estaclionaria. El valor de las constantes se obtuvo por
regresion no lineal usando los datos experimentales de
la figura 1.2

La figura 1.1 muestra que para el propil sulfonato
el factor de capacidad es independiente del porcentaje
de metanol en el eluyente. Esto indica que los cambios
en el potencial quimico diferencial del grupo S037,
debidos al % de metanol en el eluyente, son compensados
por los cambios en los potenciales quimicos de los tres
gdtomos de carbono (en una fase estacionaria apolar, los
potenciales quimicos diferenciales del grupo sulfdnico
y de los grupos metilenos son de signos contrarios).

La figura (1.2} muestra que para un porcentaje de
metanol de 79% aproximadamente, la retencidn de los
solutos es independiente de la longitud de la cadena
alquilo, 1lo cual significa qgque el potencial qguinico
diferencial del grupo metileno es igual a2 cero (Apu=0},
es decir: que el grupo metileno es atraido y repelido
con igual fuerza por las fases mdvil y estacionaria. La
composicion de la fase mdvil gque corresponde 2a essa
condicion de “isopotencialidad” es wuna funcidn del
potencial quimico de la fase estacionaria, por lo que
podria servir para evaluar el grado de apolaridad de
las fases estacionarias.

Estos mismos autores demostraron, mnediantes
titulaciones conductométricas, que los pares de iones
no se forman en la fage movil; sin embargo Horvath et
al (18) demogtraron que cuando la constante de
formacidn del par de iones es menor a 103, no es
pogible observar un cambio neto en la pendiente de la
recta A=f(ml de titulante). (A es la conductancia de
cada especie).

Tambidén mogtraron que los golutos idnicos que
tienen carga de signo contrario al contraion, aumentan
su retencidn al aumentar la concentracidn de contralon
en fase noévil; los de la miszma carga la dismlinuyen y
lag moléculas neubtras son poco afectadas. Se observd
que los solutos masg retenidosz son log que tlenen mayor
superficie hidrocarbonada para una misma carga,
concluyendo que en la retenclion de los solutos no sdlo
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FIGURA 1.1

DEPENDENCIA DEL FACTOR DE CAPACIDAD, k’>, DEL NUMERO DE
ATOMOS DE CARBONO DE LA CADENA HIDROCARBONADA EN
ALQUILSULFONATOS (15).

Los numeros Jjunto a las rectas indican el % de metanol
en el eluyente.
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FIGURA 1.2

DEPENDENCIA DEL FACTOR DE CAPACIDAD, k', DEL % DE
METANOL EN EL ELUYENTE (15).

Loz numeroz junto a las rectas indican el numero de
4tomos de carbono de las cadenas alquilo de los alquil-
sul fonatos de sodio.



FIGURA 1.3
MECANISMO DE RETENCION PARA LA CROMATOGRAFIA DE
LIQUIDOS A POLARIDAD DE FASES INVERTIDA, CON FORMACION
DE PARES DE IONES PROPUESTO POR BIDLINGMEYER Y
COLABORADORES (15}.

La regidn negra en la parte inferior de cada figura
representa la fase estacionaria C 18, la regidn en gris

claro es la primera capa idnica; la regidn blanca
representa el seno del eluyente.

»J\E? contraion octil sulfonato.

W soluto anidnico pentil sulfonato.

soluto catidnico hexilamina protonada.

cation inorgdnico (sodio).

=3 cation inorgdnico (cloruro).

(:1¢ nolécula neutra.



intervienen fuerzas de interaccidn electrostaticas {no
se trata de un intercambio idnico puro), sino también
eluofdbicas y adsorbofilicas.

Esquemnatizaron el mecanismo propuesto como se
indica en la figura (1.3), tomando como ejemplo el caso
de un contraion anidnico: octil sulfonato, sobre una
fase apolar C 18, en presencia de solutos anidnicos:
pentil sulfonato y catidnicos: hexilamina protonada; de
aniones y cationes inorgdnicos y de moléculas neutras.

El contraion se adsorbe sobre la fase estacionaria
Yy crea una primera capa cargada negativamente, por lo
que de inmediato aparece una segunda capa de carga
positiva, formada por cationes inorgdnicos del medio.

Los solutos cargados negativamente experimenbtan una
repulsidn electrostatica de la primera capa , que los
mantiene lejcs de la £fase estacionaria y son por lo
tanto eluidos rdpidamenbe (figura 1.3 A y B 2a la
derecha).

Como el contraion estd en un equilibrio dindmico,
constantemente se adsorbe N desorbe a la misma
velocidad (figura 1.3 a la izquierda), por lo que los
solutos de su misma carga pueden compebir con &1,
provocando el desplazamiento neto de algunas de sus
moléculas. Las moldculas neutras no experimentan ni
atracciones ni repulsiones electrostdaticas de la
primera y segunda capa, por lo gque pueden atravesarlas
sin problemas; sSu retenciodn varia poco con la
concentracidn del contrazion (figura 1.3 A y B en el
centro).

En la segunda capa, positiva, tambidn se tiene un
equilibrio dingmico, de modo gue un soluto cargado
positivamente como la hexilamina protonada, compite con -
los cationes inorgéanicos por un lugar en dicha capa
(figura 1.3 C); si dicho soluto contiene un grupo
adsorbofilico, serda Jalado de la segunda capa a la
interfase fase estacionaria-fase mdvil, o lo que es lo
mnismo, empujando por la fase mdévil de la segunda capa
hacia la interfase. El grupo funcional idnico de dicho
soluto gquedard sobre la primera caspa y la cadena
hidrocarbonada sobre la fase estacionaria (figura 1.3 D
a la derecha). El efecto neto de este proceso es la
neutralizacidn de una carga negatlva de la primera capa
por la hexilamina protonada y por tanto otra molécula
de contraion entra a la misma para restablecer el
equilibrio electrostatico (figura 1.3 D a la
izquierda). El resultado final es que dog iones de
carga opuesta han sldo adsorbidos @ en la fase
estacionaria (no necesariamente un par de 1lones).



Del modelo propuesto dedujeron gque el mecanismo en
cromatografia de pares de iones no implica la formacidn
de los mismos en una u otra fase y no estd basada en un
intercambio idnico clédsico; el mecanismo sgupone un
equilibrio dindmico que estd afectado por fuerzas
electrostaticas, eludfilas, eludfobas, adsorbdfilas ¥y
adsorbdfobas.

"Intercambio Dindmico de Complejos”

Este mecanismo fué propuesto por Melander y Horvath
{(16), btomando como base, a la vez, el equilibrio de
formacion de pares de iones en mnedios acuosos y a la
fijacidn de conbtraiones que contienen en su molécula
una parte hidrdfoba importante, sobre las cadenas
hidrocarbonadas de la fase estacionaria.

Estos autores propusieron una expresidn para el
factor de capacidad de un sSoluto idnico, en un sistema
que contiene un contraion disuelto en una fase mndvil
acuosa, basada en los siguientes equilibrios:

1. Retencidn del soluto, 87, en ausencia de contraion,
sobre los sitios de adsorcidn A de la fase

esbacionaria:

Ko
Sty e——— g
o S - st
[STlgy = KolSTlplAalgt (1.22)

Como la cantidad de soluto inyectada en mnuy
pequena, se puede suponer gque los sitios totales de
adsorcidn: [Algp*~[Algt libres

2. FiJjacidn del contraion, C~, sobre los sitios de
adsorcidn de la fase estacionaria, segun una isoterma
de Langmuir:
K1
Cm z—/—= C7s¢

Kl[C—-]m[A]st*

(CTlgy = (1.23)
1 + KpLc,
donde:
(A] g% es la concentracion total de sitioz de
adsorcidn en la superficile de la fase
ezstacionaria, que corresponde a la maxima

concentracidn de contralion que puede ser flJjada.



K1 es la constante de equilibrio de filJjacidn del
contraion.

Cuando el contraion estd presente en el sistena
algunos sitios de adsorcidn estdn ocupados por
moléculas de contraion y por los tanto la fijacidn del
soluto, bajo la forma S+st se ve modificada; se bendrsd
entonces:

[Algg® = [Algt libre * [CTlgg

utilizando las ecuacidnes 1.22 y 1.238 se tiene:

KolStIqn[Al*gg _
[S*1gy = (1.24)

3. Formacidn de pares de iones en la fase md&il, seguin
el equilibrio:

Ko
C™p * S*n T———2(S*C 1,

n <—

[S*C™ 1y,
Kg = (1.25)
[(CTIgplS*Ip

4. Formacidn de un complejo ternario a partir del par
de iones formado en la fase mdévil y el contraion fijado
en la fase estacionaria.

Kg
C st + [S¥CTIp 3 > [C~S+C-1g¢

Kg = (1.26)

de donde:

[C_S+C—]St = Ka[C_]St[S+C—]m

introduciendo los relaciones (1.23) y (1.25) se tiene:

K1KoKglS*IqlC™12 (A% 4y
[CTS*C~ gy = (1.27)
1+ Ky [C™ 1




5. El complejo ternario se disocia en la fase
estacionaria segun el equilibrio:

Kgq
[CB8TCT1gy ——— [CTlgy + [STCTIgg

Kq = (1.28)
[CT8¥C1gt

por lo gque:

[CTS*C™1g4

[CT1gg

involucrando las relaciocones (1.28) y (1.28) se tiene:

[STC™1gt = KoKgKglS*InLlC™1p (1.29)

El factor de capacidad del soluto estd dado por:

Vgt [[Sti1gp + [S¥C 1g4 + [c—s+c—15t1

k’ = J
Vi [S*1y + [S*C™ 1

Mediante las relaciones (1.24), (1.28), (1.27) vy
(1.29), se obtiene la ecuacidn que relaciona el factor
de capacidad . del soluto con la concentracidn de
contraion en fase movil, como udnica variable.



Vg |[KolAlgp® + KoKgKg[CTlp(Ll+K1iC™ig) + KiKoKglC 12, [Algp*
k' = -

vm [1 + KjICTIplil + KgiC-14h]

(1.306)

! Los aubores compararon su modelo con lasg

observaciones experimentales presentadas por
diversos investigadores en cromatografia de pares
de iones sobre fase inversa y encontraron

congruencia en cuanto al efecto de fijacidn del
contraion, dependencia de la retencidn de solutos
en la concentracidn del conbtraion, el efecto de
concentracidn de sales o de disocolvente orgdnico en

la fase mdvil, la superficie hidrdfoba y en las
cargas del contraion y del soluto.
Sin embargo, el modelo propuesto por estos

autores (18) estd basado en una isoterma tipo
Langmuir para la fijacidn del contraion, lo cual no
concuerda con numerosas publicaciones que informan
isobternas de adsorcidn tipo Freundiich
(17)(18)(18)(20)(21).

*Intercambio Idnico—Desolvatacidn?”

Hung y Taylor (22)(23}) propusieron un mecanismo
mixto que incluye la formacidn in situ de una
matriz de intercambio idnico por adsorcidn del
contraion sobre la fase estacionaria y la posterior
desolvatacidn del soluto sobre la superficie de la
fase estacionaria, como 1o mnuestra el sigulente
esquena:

—~—

soluto O R™ R™
SN

S /
' —
s 30‘2 L\f
Céntraio?h:jj&tk-g Aijy{{h / H;ﬁg%&
Cc L8

C 18 C 18

estado inicilal intercambio i1idnico esbtado final

FIGURA 1.4



En ausencia del contraion, la desolvatacidn del
soluto sobre la superficie de la fase estacionaria C 18
es minima cuando el soluto es pequefio, pero es notable
81 el soluto tiene una parte hidrdfoba importante. EIl
volumen de retencidn del soluto, considerando este
mecanismo es:

Vry — Vm = KjAst

donde:

Vry = volumen de retencidn del soluto.

Vm = volumen muerto.

K1 = constante de desolvatacidn.

Ast = superficie de la fase estacionaria accesible a la

desolvatacidn del soluto.

En presencia de contraion en el sistema, la fase
estacionaria se transforma en un intercambiador de
iones, segun el equilibrio:’

[RCHlgy + STagg——=2[87C*lgy + R7ac
[S=C* 1ot R Tac
Kii = (1.31)

[RC*1g5lS  lac

donde:

[R™C*] es un par de iones contraion-coion, adsorbido
por la fase estacionaria.

R™ es un co—ion.

ST es el soluto en la fase mdévil.

Kii es la constante de intercambio idnico.

El coeficiente de particidn D del soluto} segun
este mecanismo, estd dado por:

D = Kii — (1.32)
[R™lac

Este coeficlente toma en consideracidn sclamente
efectos electrostdticos y no permite explicar las
diferentes retenciones para solutos de la misma
carga, por lo que se sugirid que la reaccidn de
intercambio idnico era seguida por una
desolvatacldn del soluto neutrallzado sobre la
superflcie de la fase estaclonaria, representada por
una constante Ko, que actida aumentando el efecto
electrogtdatico del intercambio idnico. Ko es andloga
a Kj3 pero puede variar en magnitud, ya que ae
reflere al soluto ya neutralizado por el contraion,



La retencidn debe también ser proporcional a la
superfiie accesible de la fase estacionaria, por lo gque
el volumen de retencion eg:

Kii[R™C*lgg
Vre — Vm = KoAgg (1.33)
[R™1ac

y el wvolumen de retenticldn total, considerando ambos
mecanismos es:

Kii[R™C*1gg

Vr=Vm = KjAgt + KoAgg - (1.34)
[R7lac
Vr-vym Agt KiilR™CT1gg
k' = = Kl + K2 (1.35)
Vm Vi LR 15¢

Como la superficie accesible al soluto, Agy, estd
relacionada con la superficie total de la fase
estacionaria AXgg:

Agt = A¥gy — [R™CTlgy Ag (1.38)
donde:

Az es el drea por mol ocupada por el contraion.

Sustituyendo y rearreglando términos de tiene:

1 [R™CH1gt [R™C*1%54
k’=s —Ag:Ky - Kl[R_C+]stAc + KzKiiA*St —— ~ KgKiiAp, ——
Yim (R™1ac [R™1g
{1.37)

Esta ecuaclidn relaclona el factor de capacildad del
goluto con la concentracidn de contraion en la fase
estacionaria. Al ser una funcidn cuadrdtica de [R¥C7lgg
presenta un mndximo, lo cual estd de acuerdo con los
resultados obtenildos experimentalmente por astos
autores y por algunos otros investilgadores, trabajando
a elevadas concentraclones de contralon.



Se observd muy buena concordancia entre la forma de
lag curvas experimentales y la de las calculadas, 1lo
que refuerza la validez del modelo propuesto; sin
embargo, en el caso de solutos neutros, el mnodelo
predice una variacidn lineal de k' en funcidn de [R7CT]

st-

Ky
k' = — (Agp — [R™CTlgpAg) (1.38)
Vm

mientras que los resultados sexperimentales muestran un
comportamiento hiperbdlico gue los autores atribuyeron
a probables efectos de exclusidn sobre el soluto
neutro, causados por los conbtraiones adsorbidos, que no
se congideran en el modelo.

Los autores de este modelo. trabajaron sin
modificador orgdnico en el eluyente, lo que hace
dificil alcanzar el equilibrio tratandose de una
columna apolar, con una fase mndvil acuosa. Por otra
parte, la variaciodn simultdnea de 2 pardmetros: [(R™CH]
st ¥y [R71434o, dificulta la interpretacidn de los
resultados experimentales y el ajuste de wuna curva
complicada como lo es la de la ecuacion (1.37), por 1lo
que no constituye una evidencia irrefutable del
mecanismo propuesto.

ANTECEDENTES DIRECTOS DE ESTE TRABAJO.

Se ha realizado anteriormente un trabajo similar al
que se propone dentro de esta investigacion (19), en el
cual la autora estudilid el comportamiento de contraiones
anidnicos del tipo alquil sulfatos y alquil sulfonatos,
sobre fases apolares quimicamente unidas (C 8) y los
mecanismos de retencion de los solutos.

En este trabajo se investigo la influencia de los
principales pardametros que rigen la fijacidn del
contraion sobre la fase estacionaria: concentracidn de
disolvente organico en la fase moévil, concentracidn de
contraion en la migma y la longltud de la c¢adena
hidrocarbonada del contralon.

Por combinacion de los pardmetros  nmnenclonados
anteriormente, g8e astablacio una ecuacion que permlte



calcular para diversas condiciones de comnposicion del
eluyente, la cantidad de contraion gue se puede £1jar
sobre la fase estacionaria y predecir de este modo el
tiempo necesario para alcanzar el equilibrio de la
columna con la fase movil gue se va a emplear.

El modelo propuesto, para alguil sulfonatos, es de
la forma:

loglCHgy = -0.44 — 1.381CH3CNI - O.11lNec + 0.84dlogiC7h +
+ 1.831CH3CNIloglCTj; - 0.0BNclogiC iy (1.39)

El estudio de la retencidn de los solutos
cationicos en funcidn de la concentracidn de contraion
anionico fijado sobre la fase estacionaria demnostrd gue
existe un mecanismo de intercambio idnico, gque gobierna
la retencidn de los solutos.

Debido a ciertas disgresiones observadas e=en e=ste
estudio, <omo son los resultados del andlisis de la
influencia de la longitud de la cadena hidrocarbonada
del contraion sobre la retencicdn de los solutos,
principalmente cuando se trabaja con un contraion
fuertemente hidrofdbico ¥ a bajas concentraciones de

disolvente organico en el eluyente, se supone la
existencia de algun otro fendmeno paralelo al
intercambio idnico, gque posiblemente se refiera a la
fijacion suplementaria de un par de iones soluto-

contraion, formado en la interfase.

Este tLrabajo pretende complemnentar los estudios
realizados anteriormente, empleando contraiones
catidnicos de estructura globular, que podrian
presentar un comportamiento diferente al presentado por
los contraiones anidnicos de cadena lineal; investigar
la influencia de los parametros mas importantes ya
ennumnerados y hacer las comparaciones pertinentes con
estudios previos.

En este trabajo se incluird tambien un =estudio del
aefecto de la concentracion de diferentes sales arnadidas
al =luyente; en presencia de contralones catldnicos, ya
que no se dispone de un =gbtudlio analibtico del mizno.
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CAPITULO I I

CONDICIONES EXPERIMENTALES
1. INSTRUMENTACION, MATERIALES Y REACTIVOS:

EQUIPO:

El equipo utilizado en los estudios bdsicos
consistid en un cromatdgrafo de ligquidos marca Perkin
Elmer, serie 8B, con un inyector Rheodyne modelo 7105.
En todos los experimentos se controld la temperatura a
40T mediante un horno Perkin Elmer modelo LC 100.

Comno sistemas de deteccidn se utilizaron:

- un detector UV-Visible de longitud de onda variable,
marca Perkin Elmer, modeloc LC-75.

.— un detector de indice de refraccidn marca Waters,
modelo R 401.

El registro de la selfial enviada por los detectores
se hizo mediante un registrador lineal marca Perkin
Elmer, modelo 023.

Las fases mdéviles utilizedas fueron desgasificadas
mediante ultrasonido { batfio ultrasdnico de Branson
Instruments, modelo D-50).

La separacidn de sulfas fué llevada a cabo en un
cromatdgrafo Varlan, modelo 5020 B, equipado con un
bloque de calentamiento para el control de temperatura
y un detector UV-Visible de longitud de onda variable,
modelo UV-100 y un inyector Rheodyne modelo 920 - 3B581.

COLUMNAS.

Las columnas empleadas fueron empacadgas en el
laboratorla po via humeda, segun se indica en técnicas
yva publicadas (24). Se utilizaron columnas de acero
inoxidable {tubo Lichroma con paredes interiores
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pulidas), de Alltech. Como fase estacionaria se empled

Supelcosgil LC 7 (Supelco). Esta ez una fase C 1& unida
quimicamente a silice microparticulada de digdgmetro

nominal de % pum y de superficie especifica de 250 mé/g

(dato del proveedor). Por andlisis elemental se
determind un contenido de 13.68 % de carbono, en la
fase, que corresponde s 0.863 mmol g~ ! de cadenas C-18

unidas a la silice.

La cantidad de material de empaque empleado para
lags columnas fue de 1.24 g =* 2% (andalisis de 5
columnas).

El estudio de =sales se realizd en columnas con las
mismas dimensiones, empacadas con Rsil HL RP 18
(Alltech), con contenido de carbono = 18 % (dato del
proveedor) y diametro de particula 5 pum. E]l contenido
de empaque fué de 1.45 g.

La sepsaracidnes de las sulfas se hicieron en una
columna preempacada Lichrosorb RP &, 10 um, de 25 cm de
largo por 4.8 mm de seccidn (Chromapon Inc. ).

El volumen muerto de la columna se determind para
cada composicidn de la fase mdévil, en =ausencia de
contraion, mediante inyeccidn de una solucidn de
nitrato de sodio, a una velocidad de f£flujo baja (0.2
ml/min). Se observé gque el volumen muerto variaba
significativamente al cambiar la proporcidn de
acetonitrilo en el eluyente, como se muestra en la
tabla 2.1. La variacidn de obtros pardmebtros de la fase
névil, como el contenido o tipo de sales presentes, no
tiene efecto significativo sobre el volumen muerto.

TABLA 2.1

VARIACION DEL VOLUMEN MUERTO DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO
AL CAMBIAR LA PROPORCION DE ACETONITRILO EN EL
ELUYENTE.

CONDICIONES:

Columna de 15 cm x 4.6 mm d.i., empacada con Supelcosil
LC 7 B pum.

Fase mdvil: agua-acetonitrilo, pH=7; NHgqAcO O.25 MN.
T=400C,.

% de acetonitrilo Volumen muerto (ml).
40 1.88
35 2.04
30 2.14
25 2.18
20 2.22

10 2.35
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REACTIVUS:

El =acetonitrilo y el mebtanol de grado analitico
usados fueron de Merck; el agua fueé destilada Yy
degasificada exhaustivamente maediante vacio. Los
bromuros de tetraetilamonio (TEA), tetrapropilamonio
(TPA), tetrabutilamonio (TBA) y tetrahexilamonio (THA),
fueron de Eastman Chemnicals.

Los reactivos ahadidos a la fase mdvil fueron de
grado analitico:

Acetato de amonio (Baker).

Sulfato de sodio (Baker).

Fosfato monobdsico de sodio (Merck).

Fosfato dibdsico de sodio (Merck).

Acido citrico (Merck).

Acido crotdnico (Eastman Chemicals).

Hidrdxido de sodio (Reactivos Monterrey).

Las sulfas fueron muestras proporcionadas por el
Laboratorio Central de la Direccidn General de
Aduanas.

Los compuestos grado analitico empleados como
solutos de prueba fueron los siguientes:

Acido orto-toluico (Eastman Chemicals).

Acido para-toluico (Eastman Chemicals).

Acido sdrbico (Eastman Chemicals).

Acido para~hidroxibenzoico (Eastman Chemicals).

PREPARACION DE FASES MOVILES:

CONTRAIONES:
Se prepararon soluciones "concentradas” de cada
contraion 10~ %M, pesando la cantidad requeride ¥y

aforando con agua destilada y desgasificada En el caso
de THA, gque es poco soluble, la solucion "concentrada”
fug 107 3HM.

SALES Y REGULADORES DE pH.
Se prepararon soluciones concentradas de sales ¥y

amortiguadores (1 M o 10~ 1M ), disolviendoc en agua el
peso adecuado de la sal (sulfato de sodio o acebtato de

amonio ), de la mezcla de sales (fosfatos mono ¥y
dibdsicos de s=sodio ), o bién de los dcidos (citrio o
crotdnico); ajustando el pH de la disolucidn con

solucidn de hidrdxido de sodio y aforando con agua
bidestilada y degasificada.

Las soluciones de acetato de amonio, en las que se
requeria mayor precisidn respecto a su concentracidn,
fueron valoradas por el Método del Formaldehido (25).
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FASES MOVILES.

Laz fases moviles 8on mezclas de agua y
acetonitrilo en proporciones variables que contienen
ademds sales, amortiguadores y el contraion.

Lag fages mdviles para las distintas experiencias
se prepararon en mnabraces volumétricos, Justamente
antes de usarse, tomando las alicuotas correspondientes
de las soluciones "concentradas” de contraiones y de
sales, previamente preparadas en volumenes mayores,
afiadiendo el volumen requerido de acetonitrilo ¥
aforando con agua destilada y dezgasificada. Las fases
méviles para preequilibrar la columna se prepararon de
manera semejante, pero sin el contraion.

Todas las fases méviles fueron desgasificadas por
ultrasonido, antes de su uso.

SOLUTOS.

Se prepararon soluciones acuosas 10~3 M de los
solutos:
acido orto-toluico,
dcido para-toluico,
dcido sodorbico y
Ex10~% M de dcido para-hidroxibenzoico ; éste Ultimo se
usd méds diluido para ajustar el tamano de los picos.

2. SELECCICON DE SOLUTOS Y DE CONTRAICONES PARA EL
ESTUDIO DESARROLLADO. )

Se seleccionaron COmO contraiones para el
desarrollo de este trabajo los iones tetralquilamonio,
debido por una parte, 2 que en la literatura no se
encuentran estudios sistemdticos de cromatografia de
pares de lones empleando estos conbtraiones, gue por su
estructura globular pueden presentar comportamientos
diferentes a2 los de otros 1iones mas esbudiados, como
son los alquil sulfatos (381)(382), la octilamina
ionizada (33)(37) y la cetrimida (384)(35)(38)(22). Por
otra parte, el estudio de la crometografia de pares de
iones con contraiones catidnicos globulares complementa
un estudio realizado anteriormente (27) con alguil
sulfatos y alquil sulfonatos.

Los diones tetralquilamonio presentan ademdas las
siguientes ventajas:

-son compuestos estables en las condiciones de trabajo



usadags en cromatografia.

—-Se encuentran totalmente ionizados en las mezclas
agua—~acetonlitrilo, a cualquier pH del medio.

—Son compatlbles con el sistema de deteccidn mas usado
en cromatografia liquida (UV-visible).

~Se pueden adquirir fdcilmente en el mercado desgde el
tetralquilamonio hasta el tetraheptilamonio (excepto
el tetrapentilamonio), lo que permite estudiar el
efecto de la cadena hidrocarbonada del contraion.

Como solutos de prueba para estos estudios se
buscaron compuestos con las sigulentes caracteristicas:

—que sean fdcilmente detectables con el sistema de
deteccidn empleado, (detector de absorcidn de luz
ultravioleta a 254 nm)

—-gque no se descompongan en las condiciones de trabajo

—gque se encuenbtren totalmente ionizados a un pH < 8.
En efecto, en medios alcalincos la silice que contiene
la fase estacionarie es atacada por los grupos OH™.

Los solutos finalmente escogidos fueron dcldos
organicos del tipo HA/A™, que en el pH de operacidn
(7), se encuentren totalmente bajo la forma A™, {(carga
contraria al contraion). En la tabla 2.2 se ennumeran
estos solutos y algunas de sus caracteristicas.

3. SELECCION DE LOS PARAMETROS CROMATOGRAFICOS A
ESTUDIAR Y SU INTERVALO DE VARIACION.

DISOLVENTE ORGANICUO.

Los eluyentes usados con fases no polares en
cromatografia de pares de iones son mezclas de agua ¥y
disolventes org@anicos, con sales, amortiguadores y el
contraion. Mientras m&s baja es la polaridad del
disolvente orgdnico es mayor su fuerza eluyente. Entre
los disolventes organicos mas usados en este tipo de
cromatografia se encuentran el acetonitrilo y el
metanol, porgue tienen relativamente baja viscosidad,
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TABLA 2.2

pKas Y SOLUBILIDADES DE LOS ACIDOS

CARBOXILICOS EMPLEADOS COMO SOLUTOS.

SOLUBILIDAD
FORMULA pKa(l) EN AGUA(Z2).
CHg
Acido orto-toluico E:)COOH 3.9 0.12
CHg
Acido para-~toluico 4,3 .03
COOH
OOH
Acido p-OH benzoico 4.8 0.865
) H
Acido sdrbico CHz—-CH=CH-CH=CH-CQOOH
4.78 0.14

(1) pKa en agus a fuerza idnica hnula.

(2) Solubilidades en g/100 g de agua a 20 T.

T=256 T (49)

(50)
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no interfieren con el sistema de detecclidn usmual (UV-
visible), son facilmente eccesibles y disponibles con
un alto grado de pureza. Nosobros hemos escogido el
acetonlitrilo para poder hacer comparaclones y tener una
base de referencia de acuerdo al estudlo previo a este
trabajo, desarrollado con contraiones anidnicos (27).

La tabla 2.3 nuestra las propledades fisicas
comparativas entre €l agua y el acetonitrilo.

TABLA 2.8

PROPIEDADES DE LOS DISOLVENTES AGUA Y ACETONITRILO
(26).

CHgCN HoO

Peso molecular (g/mol) 41 18
Punto de ebullicidn T 82 100
Indice de refraccion vV(257T) 1.342 1.333
X de no interferencia UV (nm)257 180 170
Densidad a 20T (g cm— 1) 0.783 0.988
Viscosidad a 20T (cP) 0. 358 1.0
Constante dieléctrica e 38.8 78.5
Momento dipolo p Debyes 3.37 1.84

- Tensidn superficial (din cm™!) 29 73
Pardmetro solubilidad (38) 13.14 ) 25.582
5 (call/2 gpn—3/2y,
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La polaridad vy la tensidn superficial s=on muy
grandes en el agua, por lo gue el agua es el eluyente
mas debil en cromatografia de fase inversa. Las mezclas
de agua-acetonitrilo producen fases moviles de fuerzas

eluyentes intermedlas.

La figura 2.1 muestra los valores de la viscosidad,

tension superficial y constante dielectrica en estas

mezclas (£26).

80
\ A
~ 1.5
=
-
60 — AN
kd TN ‘\ n
dinas cm—! T~ . cP
40—
20—
0 0
I | | |
0 20 40 60 80 100

% acetonitrilo

FIGURA 2.1

VARIACION DE LA TENSION SUPERFICIAL ¥, DE LA CONSTANTE
DIELECTRICA € Y DE LA VISCOSIDAD n DE MEZCLAS AGUA-
ACETONITRILO A 25 T (28).



Al aumentar . la concentracldén de acetonitrilo se
observa una disminuciodn en el valor de esag
propiedades, s=in embargo la viscosidad aumenta hastsa
alcanzay un mdximo en 10% de acetonitrilo y luego
decrece.

En engayos preliminares se observd que 2
concentracliones de acetonitrilo en el eluyente
superiliores a 40% , la retencidn de loeg solutos es muy

débil y el efecto del contraion es prdcticamente nulo;
por lo cual se decidld tomar este valor como limite
superior en el estudio de la proporcidn de acetonitrilo
en fase mdévil. Por otra parte, como se detalla mas
adelante, a concentraciones de acetonitrilo inferiores
a 1l0%, el contraion se fija muy fuertemente sobre 1la
fase estacionaria vy provoca una degradacidn
irrevergible de la columna, lo cual se manifiesta por
el desdoblamiento de picos y por un considerable
ensanchamiento de bandas.

pH

El pH del medio es un pardmetro importante ya que
determina el grado de ionizacidn de las especiles
presentes en la fase mdévily se £fiJo en 7 para asegurar
una completa ionizacidn de las mismas y para proteger a
la fase estacionaria de hidrdlisis observadas a pH >8
(28).

CONCENTRACION DEL CONTRAION.

El intervalo de concentraciones bajo las cuales se
determind efectuar este estudio se £ijdé, en principio,
de acuerdo a las solubilidades que mostraron los
contraiones y adends, tomando en cuenta las
limitaciones prdcticas e instrumentales detectadas en
la fase se ensayos preliminares.

El THA presentd una solubilidad muy baja en las’
fases mdviles, por 1lo que este contraion sdlo se
trabajd =a concentracién 10—-4 M., E1 TBA, TPA y TEA
mostraron una mayor solubilidad, por lo gque pudieron
trabajarse en un intervalo nas amplio de -
concentraciones.

El limite inferior del intervalo se £fijoé en 10-4 H.
, Ya que 2 menores concentraciones es dificil observar
el frente de migracldn del contraion con el detector de
indice de refraccidn. El limite superior se establecid
en 4x10"2 M., para evitar la degradacidn de la columna
que se presenta a concentraciones mds elevadas, con los
contraiones md&s -hidrdéfobos.



TEMPERATURA.

El efecto de la tTemperatura sobre sistemas de
distribuclidn con formacidn de pares de 1iones ha sido
estudiado por Terwelj-Groeh et al (28) y Kraak et al

{29). Al aumentar la temperatura disminuye la fijaciodn
del contraion gsobre la fase estacionaria y la constante
de intercambioco idnico, disminuyendo por ftanto la

retencidn de los solutos; sin embargo, estos efectos
son relativamente pegquefios en comparacidn con los
provocados por la variacidn de otros pardmetros, por lo
cual se decidid trabajar a temperatura constante.
Escogimos 40 T como temperatura de operacidn durante
todo este trabajo para disminuir la viscosidad del
eluyente, tener una menor caida de presidon en el
sistema y obtener maeyor eficiencia.

LONGITUD DE LA CADENA HIDROCARBONADA DEL CONTRAION.

Al sumentar lea hidrofobicidad del contraion aumenta
su fijacidn sobre la fase esbtacionaria y tambieén la
retencidn de los solutos; sin embargo, de acuerdo con
las pruebas preliminares de solubilidad en el eluyente
seleccionado; sdlamente es posible trabajar con
contraiones de 8 a 24 dtomos de carbono (el bromuro de
tetraheptilamonio fueé insoluble en las condiciones de
trabajo), Por otre parte,con el tetraetilamonio no se
percibe un efecto significativo sobre la retencidn de
los solutos.

LONGITUD DE LAS CADENAS HIDROCARBONADAS DE LA FASE
ESTACIONARIA.

De acuerdo con Horvath et al (80), la retencidn de
los contraiones Yy de los solutos en la fase
estacionaris es mayor al aumentar el numero de cadenas
hidrocarbonadas y la longitud de las mismas (mayor
hidrofobicidad de la fase). En este estudio, por
cuestiones de disponibilidad, se trabajd con fases
quimicamente unidas con cadenas de 18 4datomos de
carbono.
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CONCENTRACION Y TIPO DE SALES DISUELTAS EN FASE MOVIL.

Algunos investligaedores han demnostrado (88) gue a
mayor concentracidn de sales disueltas en la fase mdvil,
menor es la retencidn de los s=solutosg; sin embargo, los
resultados obtenidos no se han enalizado suficientemente
para poder esclarecer el mecanismo de retencion de los
solutog. En este trebajo se decidid efectuar un estudio
de retencidn de los solutos haciendo variar la
concentracidn de sales en el intervalo de 0.05 1 a 0.8 M,
lo cual corresponde a las condiciones usuales de trabajo
en cromatografia de peres de iones. Por otra parte, se

decidid estudiar el efecto que provocan sobre la
retencion de los solutos diferentes sales disueltas en
la fase mdévil, manteniendo constante 1la concentracidn

total de las mismas.

En el caso en el cual los solutos sean anidnicos, es
el anidn de la sal el que compite con el solubo. Se
seleccionaron como aniones los iones: acetato, fosfato,
crotonato, citrato y sulfato.

En conclusidn; los dominios de variacidn de los
parametros por estudiar y las condiciones de operaciodn
determinadas son:

Concentracion de acetonitrilo en el eluyente: de 10 a 40
RoV/V. ’

Longitud de la cadena hidrocarbonada del contraion: de 8
a 24 dtomos de carbono.

Concentracidon del contraion: de 1074 a 10—% M.

Concentracidn de sales (acetato de amonio)l): de 0.058 a 0.8
M.

Aniones de las sales: qufato, citrato, crotonato,
sulfato y acetato.

pH = 7

Temperatura: 4d T.
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ESTUDIO DE LA FIJACION DE IONES TETRALGUILAMONIO SOBRE
FASES APOLARES QUIMICAMENTE UNIDAS.

La reproducibilidad de 1los meétodos empleados en
cromatografia liquida de alta eficiencia con formacidn
de pares de iones depende de gque se trabaje con una
columna perfectamente equilibrada; sin embargo, la
cantidad de contraion fijado por la fase estacionaria,
cuando 1la columna =alcanza el estado de equilibrio,
depende directamente de 1la composicidn .de 1la fase
mévil;por lo anterior, se ha considerado indispensable,
antes de estudiar la retencidn de los solutos, hacer un
estudio de la influencia de los principales pardmetros
descomposicidn de la fase mdvil sobre la adsorcidn de
los iones tetralquilamonio. Los pardmetros qgque se
estudiaron fueron los siguientes:

—Concentracldn de sales y amortiguadores.
-Uso de diferentes sales.
—Proporcidn de acetonitrilo en el eluyente.

—Concentracidn de contraion eh la fase movil.

-Longitud de la cadena hidrocarbonada del contraion.
PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

La cantldad de contraion fijado en la fase
estaclonaria se determind por deteccidn refractométrica
del frente de migracidn del contraion a la salida de la
columna. En efecto, durante el proceso de equilibrioc de



la columna, el contraion disuelto en la fase mndvil es
adsorbido por la fase estacionaria dando lugar a un
frente movil de contraion que migra a 1lo largo de la
columna y es detectado por un refractdmebro diferencial
colocado a la salida de 1la misma. El1 procedimiento
experimental empleado es el siguiente:

La columna previamenbe se equilibra con la fase
névil seleccionada. Con esta mnisma fase sSe llena la
celda de referencias del refractdmetro. Posteriormente
se hace pasar por la columna el eluyente gque contiene
al contraion y la salida de 1la columna se conecta
directamente a la celda de medida del refractdmetro; en
este preciso momento se empliezan a registrar las
variaciones en el indice de refraccidn en ligquido que
sale de la columna,.

Durante la primera fase del proceso todo el
contraion es adsorbido por la fase estacionaria por lo
que el 1indice de refraccidn se mantiene constante,
salvo . algunas perturbaciones que se producen al
finalizar la elucidn del volumen muerto de la columna.
Después de un cierto tiempo se observa un cambio, en
forma de frente, en el indice de refraccidn (fig 3.1).
Este frente es tanto mnds grande cuanto mayor es la
concentracidn del contraion disuelto en la fase mndvil;
su deteccidn indica el momento en que la columna ha

quedado equilibrada con la fase movil v
congecuentemente el contraion empieza a aparecer en el
efluyente.

Para calcular la cantidad de contraion fijado por
la fase estacionaria se mide el tiempo transcurrido
desde el inicio del proceso hasta el punto de
infleccidn de la curva, correspondiente al frente del

conbraion. Esbte frente es muy agudo, lo gque parece
indicar que la cindbtica de f£fijaclidn del contraion es
rédpida.

l.a concentracidn de contraion en fase estacionaria
se determina mediante ls siguiente fdrmula:

(V=Vo)IC*I,
[CTlgE= (3.1)
Wst
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FIGURA 3.1

DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE CONTRAION FIJADO EN UNA
COLUMNA.

Condiciones:
Columna: 15 cm % 4.6 mm d. 1.
Fase estacionaria: Supelcosil LC-7 Sum.
Fase movil: acetonitrilo-agua (pH = 7); @gprg = 0.2;
acetato de dmonio Q.1 m.
TBA 2x10~3HM.

T = <40°C,
F = 1 ml min—1
Voi,p, = 1.89 ml,.

Detector: refractomebtro diferencial.



donde:

V= volumen de fase mdvil eluido de la columna hasta
la aparicidn del frente de migracidn del contraion
{ml).

Vo= volumen muerto (ml).
(ctlp= concentracidn de contraion en la fase mnévil

(mmoles ml1—1)
Wgt= peso de la fase estacionaria (g).
[C+]st= concentracidn de contraion en la fase
estacionaria (mmoles g—1)

En la tabla (3, 1) se muestran los resultados
experimentales de los estudios de fijacidn de
tetrabutilamonio bajo diversas condiciones de
composicidn del eluyente.

En 1la tabla (3. 2) se mnuestran .los resultados
obtenidos con otros conbtraiones.

RESULTADOS Y DISCUSION.

a) Determinacidn de la isoterma de adsorcidn del
contraion.

La figura 8.2 mnuestra la isocoterma de adsorcidn de
log contralones TBA y TPA a 40 € , obtenidos a partir
de las tablas 3.1 y 3.2. Su forma linealizada aparece
en la figura 7. Ambas curvas corresponden a isotermds
de adsorcidn tipo Freundlich:

g
[C*1gy = h [C*l,

que se pueden linearizar bajo la forma:

logliC+lst = £ + g log [C*ly (3.2)
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TABLA 3.1

FIJACION DE TBA EN LA COLUMNA BAJO DIFERENTES
CONDICIONES DE COMPOSICIOMN DEL ELUYENTE.

Isally @Oré tc+ig, logtcti ICHtg¢ logiCHlgy| F. st
104 -4.0 1.35x10~3 -2, 889
0.4 6x10—4 -3.22 7.22%x10"3 -2.141
4%10~3 -2.39 2.33x10"2 ~-1.832
0.85 6x10~4 -3.22 9.10x10-3 -2.041
0. 30 6x10~4 -3.22 1.2Bx10™2 -1.904
4x%x10~3 -2.39 3.72x1072 -1.430
0.25 6x10~4% -3.22 1.79x10~2 -1.747
0.25 0.20 8x10—4 -3.22 2.52x10"2 -1.598
0.15 8x10~4 -3.22 3.47xl10-2 ~1.480

10—4 -4.0 2,07x10"2 -1.684 1
4x10—4 -3.38 3.70x10-& -1.432
6x10—4 -3.22 4,18x10~2 -1.381
0.10 [1.03x103 -3.0 8.47x10™2 ~-1.189
2x10-3 -2.89 8.11x10-2 -1.091
4x10-3 ~-2.38 9.85x10~2 -1.015
# 10-2 -2.0 1.25x10~1 -0. 9804
# 4x10~2 -1.39 1.78x10~1 -0.758
0.05 3.05x10"2 -1.5186
0.1 0.20 3.886x10°2 -1.473
0.2 3.51x10°2 -1.454
0.3 3.86x1072 ~1.436

2x%x10—3 -2.7

0.05 5.48x10~2 -1.281
0.1 5.91x10™2 -1.228
0.3 ¢.10 8.51x10"2 -1.188
0.4 B8.77x10~2 -1.170
0.5 6.84x102 -1.164
0.05 3.83x10"2 ~-1.418
0.1 4,45x10"2 -1.38561

0.2 0. 20 2%10~3 -2.7 4.88x10"2 -1.313 2
lo.0 5.08x1072 ~-1.295
1 0.4 5.24x104 -1.280
] 0.5 5.52x1072 ~1.257

# En estos puntos se produjo degradacion de la columna.




TABLA 3.1
Condiciones:
Columna (15 cm x 4.6 mm D.I.)
Fase estacionaria:
1 Supelcosil LC 7 5pu
2 Rsil C18 HL,5u

Fase mdévil:

Flujo:

Temperatura:
Detector:

min—1
400C

1 ml

acetonitrilo:
amoniog

TBA.

agua (pH=7});

refractdmetro diferencial.

TABLA 3.2

acetato de

FIJACION DE DIVERSOS CONTRAIONES EN LA COLUMNA.

Contraion Porg {c*in logiC*+im ICtist loglCtist

0.4(1) 10-4 -4.,0 3.0x10~% -3.512

0.3(1) 2x10~3 -2.869 7.22%1073 -2,141

4x%10-3 -2,39 1.19x10"2 -1.928

TPA 104 -4.0 3. 48x10 7% -2.458

4x10~% -3.39 8.74x10-3 -2.171

0.1(2) 10—3 -3.0 1.11x10-& -1.958

4x%10—3 -2.39 2.90x10"2 -1.538

10-2 -2.0 5.10x10—2 -1.293

4x10-2 -1.99 9.89x10"2 -1.013

THA 0.4(1) 104 -4,0 1.71x10-2 -1.787

TEA 0.1(1) 104 -4.0 8.39x10~4 -3.185
Condiciones:

Columna (15 cm % 4.6 mm D.I)

Fase estacionaria:
Fage mdvil:

Flujo:

Temperatura:
Datector:

tetralquilamonio.
1 ml min-1,

400C,
raefractometro diferencisasl.

Supelcosil LC 7 5um
acetonlitrilo—-agua (pH=7};
amonio(l) 0.25 H,

acaetato de
{(2) 0.31 M;

ion
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FIGURA 3.2
ISOTERMAS DE ADSORCION DE IONES TETRALQUILAMONIO.

Condiciones:
Columna: 15 cm x 4.8 mm d.1i.
Fase estacionaria:
Supelcogil LC-7 RP18, 5um.
Fase movil: acetonitrilo-agua (pH = 7); @gpg = O0.1;
contraion: (A) TPA; NHgqAcO 0.31 H.
(B) TBAs NHqAcO 0.25 M.

T= 400¢
F =1 ml min—1

~--~- sondiciones que provocan degradacion de la columna.
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FIGURA 3.3

ISOTERMAS DE ADSORCION DE IONES TETRALQUILAMONIO.

Condiciones:
Columna: 15 cm % 4.8 mm d. i.
Fase estacionaria: Supelcogil LC-7 Bumn.
Fase modvil: acetonitrilo-agua (pH = 7); Qgpgy = 0.1;
contraion: '
(A) TPA y acetato de amonio 0.31 M.
(B) TBA vy acetato de amonio 0.25 H.

T = 40T
F = 1 ml min—1



donde:

h, £f y g son constantes cuyoc valor depende de las
condiciones experimentales.

[C*1 gy es la concentracidn de contraion en fase
estacionaria (mmoles g~ 1y,

[C*1p es la concentracidn de contraion en fasa movil
(mmoles 1-1),

Las ecuaciones de regresidn correspondientes a la
isoterma de Freundlich linearizadas para cada uno de los
contraiones son las siguientes:

TPA

log [Ctlgy = —-0.184 + 0.577 log [Ctly r = 0,028
{(3.3)

TBA

log [CYlgy = 0.082 + 0.443 log [Ctlp r = 0.286
(3.4)

(Para el cdlculo de los coeficientes de regresidn no se
incluyeron los puntos experimentales en los cuales se
produjo degradacidn de la columna).

En estos estudios se observd quea para
concentraciones de contraion en fase estacionaria
iguales o mayores que, aproximadamente, O.12 mmol g—1
deja de cumplirse la relacidn 3.2, producidndose una
degradacidn rdpidae e irreversible de la columna. que se
manifiesta mediante ensanchamiento de bandas Yy
desdoblamineto de picos. Este valor limite de
sobrecarga corresponde a una adsorcidn de contraion
sobre 17% de las cadenas hidrocarbonadas de la fasge
estacionaria (aproximadamente una de cada 5).

No se pudieron trazar las isotermas de adsorcidn
para TEA Y THA. En el primer caso, porque el TEA se
adsorbe muy débilmente sobre la fase estacionaria, aun

usando-  fases mnodviles muy ricas en agua, lo que
dificulta 1la deteccidn del frente de migacidn del
contraion, gque aparece en regiones mnuy cercanas al

volumen muerto del sistenma.

El THA presenta el problema de =su solubilidad muy
bajJa en la fase movil y por lo tanto una adsorcidn nuy
grande sobre la fase estacionaria, que rebasa
rapldamente el Jlimlte de esteblilidad de la columna,
anotado anteriormente.



Cabe sefalar que el tipo de isoterma de adsorcidn
que presentan los iones tetralquilamonio aqui
estudiados, coincide con lo que ha sido reportado por
otros 1investigadores al wutilizar como contraiones la
cetrimida (22)(368)(41)(42), las aminas primarias
ionizadas (38383)(37), los alquil sulfatos (31)(32)(45) y
los alquil sulfonatos (43)(44){(48). La diferencia entre
los diversos contraiones se presenta unicamente en las
valores de los coeficientes de la ecuacidn de
regresidn.

b) Influencia de la proporcidn de acetonitrilo en la
fase mdévil sobre la fijacidn del contraion en fase
estbacionaria.

Para este estudio se determind la concentracidn de
contraion adsorbido en la fase estacionaria para varias
proporciones de acetonitrilo en el 2luyente, manteniendo
constantes la concentracidn del contraion en la fase
mévil y la fuerza idnica del eluyente.

Se efectuaron 2 series de medidas usando cono
contraion al TBA & concentraciones de: (A) 4x10™38 M y
(B) 8x10~4 M respectivamente. Los resultados obtenidos
se muestran en la figura 3.4 A y B.

En ambos casos se observa gque la cantidad de
conbraion fijado por la fase estacionaria disminuye
exponencialmente al aumentar la fraccidn voliamica del
acetonitrilo en el eluyente. Este comportamiente se
puede expresar mediante la relacidn lineal siguiente:

log[C+]5t = X - Y %org (3.4)
donde:

X ¥y Y son constantes que dependen de las condiciones
experimentales.

Porg @8 la fraccidn volumica de acetonitrilo en la fase
mévil.

Este tipo de relacidn se cumple en el caszo del
contraion TBA para concentraclones de acebtonitrilo

entre 10% y 40% v/v. Para concentraclones de
acetonitrilo mnenores a 107% v/v, se observd un
comportamiento anormal, caracterizado por una

disminucidn notable @ lrreversible de la eficiencia de
la columna. Esto es debido a que en asag



-1.5 -

+
log [C] .

org

FIGURA 3.4

ADSORCION DE CONTRAION EN FUNCION DEL CONTENIDOC DE

ACETONITRILO EN LA FASE MOVIL.

Condiciones:

Columna: 15 cm x 4.6 mm d.i.

Fase estacionaria:

Supelcosil LC-7 S5um.

Fase movil:

{(A) acetonibtrilo—agua 3 TBA 0.004 M;

amonlio 0.25 M
(B) acetonitrilo-—agua; TBA O. 0008 W;

amonio 0.256 M

T
F

40T
1 ml min—1

acetato de

acetato de
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log [C ]st

FIGURA 3.5

ADSORCION DE CONTRAION EN LA FASE ESTACIONARIA EN
FUNCION DEL NUMERO DE ATOMOS DE CARBONO DEL
 CONTRAION.

Condiciones: )

Columna: 15 cm x 4.6 mm d.i.
Fase estacionaria:
Supelcogil LC-7 Bum.

Fase movil: acetonitrilo—agua (pH = 7); acetato de
amonio 0,256 M ;3 contraion 104N

(A) $opg = 0.4

(B) ¥opg = 0.1

T = 407

F = 1 ml min—1



condiciones la concentracidn del TBA adsorbido
sobrepasa el limite de carga de la columna mencionado
anteriormente.
1

A concentraciones de acetonitrato, superiores a 40%
v/v la cantidad de contraion adsorbido es sumamente
débil y el frente de nmnigracidén del TBA aparece muy
cercano al volumen muerto del sistenma.

Las ecuaciones de regresidn lineal, obtenidas para
las 2 series de experiencias realizadas son las
siguientes: (fig.3.4)

TBA 4x10~3 M:
log[C*lgy = -0.812 - 2.05 $g5rg r = —-0.999 (3.8)

TBA 8x10~%4 M:
loglCtlgy = -1.10 - 2.83 Forg r = —-0.997 (3.7)

c) Influencia de la longitud de las cadenas
hidrocarbonadas del contraion sobre su adsorcidn en
fase estacionaria.

Para este estudio se midid la concentracidn de
contraion fijado por la fase estacionaria en funcidn
del numero de dtomos de carbono, correspondientes a
TEA, TPA, TBA y THA. Se efecburon dos series de
medidas manteniendo constantes, en cada caso, la
concentracidn de contraion en fase mdvil, la fraccidn
volumétrica del acetonitrilo, la fuerza idnica del
eluyente y la temperatura.

Debido a la baja solubilidad del ion THA y a su
fuerte fijacidn sobre la fase estacionaria, sSolamente
fué posible efectuar el estudio de la serie TPA, TBA,
y THA wusando como fase mdévil una mezcla rica en
acetonitrile y a baja concentracidn de contraion
disuelto. En esas condiclionesg, la fijacidn del TEA es
practicamente nula.

El estudio de la serie TEA, TPA y TBA, por el
contralon, sdlo pudo hacerse usando como fase mndvil
una mezcla pobre en acetonitrillo y a baja
concentracldn de contraion disuelto. Estas
condiciones son necesarias para poder observar el
frente de migracidn del 1lon TEA en un volumen de
efluente suficientemente diferenclado del volumen



—-55-

nuerto del sistema, ya que este ion se adsorbe muy poco
sobre la fasge estaclonaria. Estos medios no son
adecuados para estudiar la fijacidn de THA, gue es muy
elevada y produce degradacidén de la columna.

Los resultados obtenidos en estas dos series de
medidas se muestran en las fliguras 8.5 A y B.

Se observa que la cantidad de contraion fijada en
la fase estaclionaria aumenta exponencialmente al
aumentar el nimero de dtomos de carbono en la molé&cula
del 1ion tetralquilamonio. Este comportamiento puede
expresarse en forma linearizada por la relaclidn
siguiente:

log [C*1lgt = ¢ + D Ne (3.8)

donde:

C y D son constantes que dependen de las condiciones de
operacidn en cada caso.

Nc es el numero de dtomos de carbono en la molécula del
contraion.

La aplicaclidn de la relacidn (3.8) a las 2 series
de experiencias realizadas conduce a las ecuaciones de
regresidn siguientes:

Qorg = 0.40

log [C*lgg = —-5.21 + 0.144 Nc r=0.999 (3.9)

Porg = 0.10

log [C*tlgy = —4.71 + 0.189 Nc r=0.999 (3.10)

d}) Influencia de la concentracicdn de sales disueltas en
la fase mdvil.

El estudio de la influencia de la concentracidn de
sales sobre la adsorcidn del contraion se efectbud
midiendo la cantidad de TBA fijado en fase esbaclonaria
para diferentes concenbtraciones de acetato de amonio en
el eluyente. Se llevaron a cabo 3 series de
experiencias con las sigulentes caracteristicag:
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FIGURA 3.8
ADSORCION DE TBA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE
SALES EN LA FASE MOVIL.

Condiclones: )

Columnasr 15 cm % 4.8 mm d. 1.
Fase estacionaria:

(A) y (C) Supelcosil LC-7 5unm.
(B) Rsil C 18 HL 5 u.

Fase mdvil: acetonitrilo-agua (pH = 7); acetatbo de
amonio; TBA 2x10-3

‘borgz

(A) = 0.1

(B) y (C) = 0.2

T = 40T

F = 1 ml min—1



la serie (A):
Contraion: TBA 2x10~3 M.
Acebonitrilo: 10 % v/v,
Fase estacionaria: Supelcosil LC-7; B um.

2a. serie (B):
Contraion: TBA 2x10~3 H,
Acetonitrilo: 20 % v/v.
Fase egtacionaria: Rsil C18 HL 5un.

Ja. serie (C):
Contraion: TBA 2x10~3 M.
Acetonitrilo 20 % v/v.
Fase estacionaria: Supelcosil LC-7 5um.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura
3.8 ¥y en la tabla 3.1.

Se puede deducir de estos resultados que al variar

la concentracidon de sales en la fase mndévil, en el
intervalo de 0.05 a 0.5 M, el efecto sobre la adsorcidn
del contraion es muy débil, comnparado con el gque

producen los pardmetbtros estudiados anteriormente.

La adsorcidn del contraion aumenta
exponencialmente, aungue con una pendiente pequefia, al
aumentar la concentracidon de sales, de modo que esbe
comportamiento se puede expresar por la relacidn lineal
siguiente:

log[C+]st = P + R loglsally (3.11)
donde:

P ¥y R son constantes.
[sally es la concentracidn de acetato de amonio en el
eluyente.

La aplicacidn de esta relacidén a los resultados
experinmentales conduce a2 las ecuacliones de regresiodn
siguientes (figura 3.8):

Serle la. (A):

loglCtlgy = —-1.136 + 0,087 logisallp r=0, 9088
(3.12)

Serie 2a. (B}):

loglC*lgy = ~1.282 + 0.149 loglsallnm r=0, 980
(3.13)

Serie 3a. (C):i
loglC*lgy = — 1.383 + 0.099 loglsallp r=0, 286
(3. 14)



Adlcionalmente se puede observar en estas
experlencias que, para una composicidn idéntice de fase
mdvil, la adsorcidn del contraion es mayor y varia nmas
pronunciadamente con la concentracidn de sales, cuando
se utiliza una fase estacionaria con mayor contenido de
cadenas hldrocarbonadas. (Rslil 18 % C y Supelcosil 13.8
% C). Este efecto se ajusta bien a los postulados de la
teoria hidrofdbica desarrollada por Horvéath et al (28)
para las fases apolares quimicamenbte unidas.

e) Influencia de la naturaleza de las =sales disueltas
en la fase mdvil.

Este estudio consistid en valorar el efecto que
puede producir el tipo de sal presente en la fase mdvil

sobre la f£fijacidn del contraion en la fase
estacionaria, refiriéndonos principalmente a los iones
de carga contraria al contralon. En efecto, el

contraion adsorbido en fase estacionaria atrde hacia
ésta a los iones de carga opuesta presentes en la fase
movil formando una doble capa (superficie cargada—nube
idnica asociada), elédctricamente neutra.

En esbtas experiencias se midid la cantidad de
conbraion adsorbido en la fase estacionaria usando una
fase movil que contenia, en cada caso, la sal del anidn
por estudiar a concentracidn 0.04 M y una concentracidn
de acetato de amonio 0.01 M , para mantener fijo el pH
y la fuerza idnica de la fase movil.

Como contraion se usé TBA a una concentracidn 2x10~93
M y acetonitrilo en una fraccidn volumica de C.2

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.3

Se observd un efecto muy pequeifio sobre la adsorcildn
del contraion en 1la fase estacionaria al cambiar el
anldn de la sal disuelta en la fase mdvily sin embargo
se puede deducir gque 1la adsorcidn del ion TBA, en
presencia de los aniones estudiados, aumenta seguin el
orden:

HoPOg4™ HoCitrato2~
Acetato™ < S0428~ ¢ ——— < crotonato~ <
HPO42~ HCitratoS~




TABLA 3.3

INFLUENCIA DEL USO DE DIFERENTES SALES SOBRE LA
FIJACION DEL CONTRAION EN LA FASE ESTACIONARIA.

Condiciones:

Fase estacionaria: Rsil HL Cl8 Bunm. X
Fase mdvil: acetonitrilo—agua (pH = 7); Porg = 0.2; TBA
2x10-3 M; acetato de eamonio 0.01 M + sal de anidn
estudiado 0.04 H. :

Anion

esbudiado acebtato sulfato fosfato crotonato citrato

-

TBA adsorbido |3.27x1072 | 3.84x10"2 |3.91x1072 | 4.24x10~2 |4.35x10-2

mmol g—1




Este orden refleJa gque el efecto de los iones de
carga opuesta, presentes en la fase mndvil, sobre la
adsorcidn del contraion, depende de la carga e
hidrofobicidad de aquéllos, aungque dicho efecto es
deébil.

MODELO GENERAL -DE ADSORCION DE IONES TETRALQUIL AMONIO.

a) Modelo lineal de primer grado —completo-.

Considerando los resultados obtenidos en las

diferentes experiencias realizadas, se observa que,
dentro de 1los limites usuales de variacidn de los
parametros estudiados, los efectos mds 1importantes

sobre la adsorcidn de iones globulsres tipo tetralguil
amonio sobre fases apolares quimicamente unidas son:

~La varlacidn de la fracclidn volumétrica del
acetonitrilo en la fase mdvil.

~-La variacidn del nitmero de datomos de carbono de 1la
molécula del contraion.

~La variacidn de la concentracidn del contraion en la
fase mdvil.

Los demds parametros estudiados ejercen efectos méds
débiles sobre la fijacidn del contraidn y no se
conslderan en el tratamiento siguiente:

De acuerdo a los resultados obtenidos =n nuestros
egtudios (ecuaciones 3.1 a 3.14) y por comparacidn con
relaciones ysa publicadas obtenidas para los contraiones
alquil sulfatos y alquil sulfonatos (22), es pogible
proponer un modelo matemdtico lineal que permite
calcular la concenbracidn de conbraion fijado por la
fase estacionaria, para cualquier combinacidn de
valoreas de los paramebtros que rigen la adsorcidn de
éste.

El modelo matemdatico es de la fornma:

i

loglC*lgg 80 + @idopg + 92 loglCtlp + @3Nc +
+ @12 PorgloglCtip+ 81-3%opy Nc + (3.15)

+ B2-3loglC*IgNec + 81-2-3dorgloglCtipNc



El cdlculo de 1los coeficientes del modelo se
realiza de acuerdo a la "Teoria del Plan de
Experiencias” (47), que indica que para un mnodelo
lineal de primer grado gque contenga 3 variables, los
coeficientes correspondientes a dichos pardmetros y a
todas las interacciones posibles entre ellos, pueden
ser calculados a partir de 23 experiencias
seleccionadas convenientemente a partir de los
resultados obtenidos en la pridctica.

El problema principal consiste en seleccionar las 8
experiencias Jdptimas y mds representativas para formar
con ellas una matriz de experiencias [Matriz (G)]. La
matriz del modelo [Matbtriz (X)), que permite calcular
los 8 coeficientes, estd formada por la concatenacidn 1!
de un vector unitario, (Y2, a la izquierda de 1la
matriz de experiencias.

Para optimizar la matriz del modelco [Matriz (X)1,
son necesarias 2 condiciones:

1) Que la matriz del modelo sea ortogonal , es decir:
que la matriz (X’) 3 sea igual a la mabtriz (X~1) 4

2) Que el valor del determinante de la matriz producto
(X'¥X}), sea mdximo.

Cuando se cumplen estos requisitos la condicidn de
optimizacidn se ha alcanzado NS los coeficientes
calculados tendrdn una varianza minima y una covarianza
nula; es decir: la matriz de varianza - covarianza,
[Matrix (X’X)~ 11 5, serd diagonal.

Para poder formar una matriz de experiencias Sptima
es necesario, en primer lugar, poner todas las
variables a un mismo nivel, ésto se logra trabajando
con variables reducidas, dichas variables pueden tomar
unicamente valores comprendidos entre +1 y -1.

{ Se entiende por concatenacidn la extensidn de la
matriz de experineclas por un vector columna.
conaultar pg. 64.

(X') es la matriz trangpuesta de (X).

(X~1) es la metriz inversa de (X).
(X'X)~1 e3 la matriz inversa de (X'X¥).

[V I S N



La transformacidn de variables reales en variableg
reducidas se efectbia mediante la relacidn siguilente:

Valor de la variable
real al centro del dominio

Variable -

Variable . real

Valor de la variable real

al centro del dominio
{(38.18)

Valor extremo que puede
tomar la variable =

reducida

La tabla 8.4 mnuestra el dominio de variacidn de los
pardmetrogs esbudiados y los valores central y extremo
de las variables consideradas:

TABLA 3.4

DOMINIOS DE VARIACION DE LAS VARIABLES, VALOR CENTRAL Y
VALOR EXTREMO DE LAS MISMAS.

Dominio Valor al centro Valor extremo
de variacidn del dominio de la varilable
Pardametro -1 +1 :
x1=log(C*In| -4 -2.398 -3.199 -2.398
xo= Nc i2 16 14 18
x3=8%,CH3CN 0.1 0.4 0.25 0.4




Si se usan variables reducidas, las matrices de
experiencias dptimas pueden hacerse usando planes
factoriales a 2 niveles; en esbte caso, la mnatriz de
experiencias estd formada por valores +1 y —1 para las
variables reducidas. Estas matbrices son ortogonales;
sin embargo, en nuestro cass no es posible usar un’plan
factorial debido a que el dominio posible de variacidn
de las variables no es regular; por ejemplo: no podemos
medir la cantidad de THA £ijado por la fase
estacionaria a una concentraciodn nuy baja de
acetonitrilo, ni tampoco la cantidad de TEA f£fijado por
la fase estacionaria a un 40 % de acetonitrilo en la
fase mévil. Estas limitaciones prdcticas nos han
llevado =a tomar como intervalo de varisclidn para el
pardmetro Nec los valores de 12 y 16, correspondientes a
TPA y & TBA. Adn con esta restriccidn no es posible
tener un dominio de variacidn totalmente regular por 1la
baja adsorcidn de TPA a altas concentraciones de
acetonitrilo; sin embargo, si se escoge una combinacidn
de 8 experiencias tales que losg pardmetros tengan los
valores mds extremos posibles dentro del dominlo de
variacidn, se logra tener una mabtriz que si no es
ortogonal, al menos es la "mejor posible”.

La tabla 3.5 muestra las 8 experiencias escogidas.
TABLA 3.5

PUNTOS DEL MODELO.

experiencias {(variables reales)
5 (=]

Pardmetro 1 2 3 4 7 8
Xx1=loglC*l, 1 —2.308 -4 -2.398 -4 -2.398 -4 -2.398 -4
xz=Nc 12 12 16 18 12 12 18 16
¥5=@yCHgCN 0.1 0.1 0.1 0.1 0.3 0.4 0.4 0.4
[C+]Stx102 2.878 0.348 9.877 2.0p8 1.132 0.0309 2.321 0,1343
loglCtlgg -1.541 -2.4681 -1.018 -1.687 -1.946 -3.510 -1.834¢ -2.872
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Las figuras 8.7, 3.8, 3.9, 3.10, 8.11 y 8.12
muestran: la mabtriz de experiencias (G), la matriz del
modelo con variables reducidas, mabriz (X), la matriz
inversa (X)~1l; 1ls metriz producto (X'X); el valor del
determinante de la matriz producto (X’'X); la matriz de
varianza—covarianze (X'X)~1l y el vector columna (Y).
Las otras combinaciones posibles de experiencias han
dado valores menores para el determinante (X’X).

El vector columna (Y) nuestra los valores de la
concentracidn de conbraion en la fase estacionaria
medida experimentalmente para cada una de las
experiencias 1 a 8; tomados de las tablas 3.1 y 3.2.

La ecuacidn del modelo puede representarse en forma
matricial seguin:

(Y) = (X)(B) + (@) (3.17)

donde:

(Y) es el vector columna formado con los 8 valores
de loglCTlgt. ‘

{X) es la matriz del modelo formado con las 8
variables reducidas, (matriz cuadrada de 8 x 8).

(B) es el vector de coeficientes a estimar (modelo
de variables reducidas.

(Q) es el vector de errores aleatorios de medida
[dimensidn (8x1})1].

La estimacidn de £ se hace sobrqA}a hipdtesis de
que () es mnuy pequena. El vector (B), estimador de
(B), se calcula mediante la fdoérmula:

(B) = (X'X)~1(X')(Y) (3.18)

Cuando 1la matriz (X) es una matriz cuadrada, la
fdrmula 3.18 se simplifica en la forma:

(B) = (x~1y() (3.19)

Rue permite calcular los coeficientes del modelo de
variables reducidas (tabla 3.6)



MATRIZ DE EXPERIENCIAS.
MATRIZ (G}

{(variables reales)

Experien-—

cias Xi X0 X3 X1Xp X1X3 XoX3 X1X2X3
1 -2.3988 12 0.1 —-28.778 -0.24 1.2 - 2.88
2 -4 12 0.1 -38 ~-G.40 1.2 - 3.8
3 -2.398 18 0.1 -38.368 -0.24 1.6 - 3.84
4 -4 18 0.1 - 8.4 -0.40 1.8 - 8.4
5 -2.398 12 0.3 -28.776 -0.72 3.6 - 8.83
8 -4 12 0.4 -48 -1.8 4.8 -19.2
7 —-2.398 18 0.4 -38.368 -0.86 8.4 -15.35
8 -4 18 0.4 -84 -1.8 8.4 —-25.60

FIGURA 3.7




MATR1IZ DEIL MODELO. VECTOR
MATRIZ (X} COLUMNA
Variables reducidas.

Resultados

experimentale
loglCTligg
=T

Exp. X0 X1 pe=] X3 X1X2 X]1X3 XOX3 X1X2XD Y
1 +1  +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1 ~-1.541
2 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 ~2.461
3 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 -1.018
4 +1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 -1.887
5 +1 +1 -1 +0.333 -1 +0.333 -0.333 —0.333 —1.9%8
5] +1 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -3.510
7 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 —-1.834
8 +1 -1  +1  +1 -1 -1 +1 -t - -2.872

FIGURA 3.8



MATRIZ INVERSA (X)-—1

X Xq Xo Xg XqXo Xy Xg KoXg XjXpXg

Xg 0.062 0.125 0.125 0.125 0.188 0.125 0.125 0.125
Xq 0.062 -0.125 0.125 -0.,125 0.188 -0.125 0.128 -0.125
Xo -0.082 -0.1258 0.125 0.125 -0.188 -0.125 0.1256 0.125
X -0.188 -0.125 —-0,125 -0.125 0.188 0.125 0.125 0.125
Xq¥g -0.082 0.125 0.125 -0.125 -0.188 0.125 0,125 -0.12b6
Xq¥g -0.188 0.125 -0.125 0.125 0.188 -0.125 0.125 -0.125
KoXg 0.188 0.125 -0.125 ~0.125 -0.188 -0.125 0.125 0.125
XXXy 0.188 -0.125 -0.125 0.125 -0.188 0.125 0.125 ~0.125

FIGURA 3.9




MATRIZ TRANSPUESTA (X')

1 a 3 4 5 6 7 8
+1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
+1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 -1
-1 -1 +1 +1 -1 -1 +} +1
-1 -1 -1 -1 +0.3383 +1 +1 +1
-1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 +1
-1 +1 -1 +1 +0.333 -1 +1 -1
+1 +1 -1 -1 -0.3833 -1 +1 +1
+1 -1 -1 +1 ~-0.3338 +1 +1 -1

FIGURA 3.10




MATRIZ (X'X)

20 X1 X9 X3 X1X2 R1X3 xzxéy X]1X2X3
3 Q ] ~0.867 0 -0.867 0.887 0.887
2 8 ¢] -0.867 o -0.887 0.8687 0.887
2 0] 8 0.8867 o) 0.887 -0.887 -0.867

.887 —~-0.687 0.887 7.11 G.887 —-0.889 0.889 0. 889
2 o) Q 0.887 . 8 0.8687 —0.6887 -0.667
. 687 —0.8é7 C.6887 —-0.882 0.887 7.li 0.889 0.889
.B687 0.887 -0.887 0.889 -0.887 0.889 7.11 -0.8892

.887 0.887 -0.887 0.8892 -0.887 0.889 -0.889 7.11

R

DETERMINANTE (X'X) = 106.872

FIGURA 3.11



MATRIZ

DE VARIANZA-COVARIANZA (X'X)~1

X0 x1

X9 x5 X1 Xp X1 X3 X2X3 X1X2X3

X0
X1

%3

X1X2
X1¥X3
XoX3

K X2X3

0.133 0.008

0.0078 0.183

-0.0078 —-0.008

—-0.008 -—0.008

0.0283 0.023

-0.028 -0.028

-0.023 -0.023

~0.008 0.023 -0.008 0.023 —-0,028 +0.023

-0.008 0.023 -0.008 0.023 -0.023 -0.023

0.138 -0.023 0.008 —-0.023 0.023 0.028

0.008 -0.0283 0.133 -0.023 0.028 0.023

—0.023 0.03¢ -0.023 0.184 —-0.039 -0.039

0.023 -0.032 0.028 -0.038 0.184 0.039

0.023 -0.032 0.023 —-0.039 0.038 0.184

FIGURA 3.12

MODELO DE VARIABLES REDUCIDAS PARA LA FIJACION

DE

IONES TETRALQUIL AMONIO.



) (X—1y¢y)
Bo = -2.109
B1 = +0Q., 23
Bo = +0.306
B3 = -0, 432
B1-2 = ~0. 047
B1-3 = +0.1286
Bo-3 = -0.018
Bi-2-3 = +0.,018
TABLA 3.8

VECTOR DE COEFICIENTES A ESTIMAR (B).
Modelo de varisbles reducidas.

Bo es el valor que tomard el logiCtlgy si todos los
pardametros se encuentran & nivel cero, es decir:
¢y org = 0.85; Nc = 14 y logiC*l, = —-3.188 (tabla 3.4).

El valor negativo del coeficiente Bg indica que la
concentracidn de contraion fijado disminuye al aumentar
la fraccidn voluimica de acetonitrilo en el eluyente,
seguin se ha demostrado experimentalmente.

El modelo de variables reducidas {variables
adimensionales), permite comparar el valor absoluto de
los coeficientes B, por lo gue es posible hacer la
consideracidn de que B2 - 3, que representa la
interaccidn entre los parametros fraccidn volumica de
acetonitrilo y longitud de la cadena hidrocarbonada del
contraion; ¥y By-2-3, 9que representa 1la interaccidn

entre todos los parametros, son desprecieables,:
cometiendo un error relativo menor del 1 % sobre el
valor de Bg. Por el contrario, el coeficiente B1-92,

que representa la interaccidn entre la concentracidn de
" contraion en el eluyente y la longitud de la cadena
hidrocarbonada del contraion, no se desprecio. El valor
de este coeficiente representa 2.23 % del valor de Bg.

Eliminando los teérminos despreciables se puede
formar una nueva nabtriz del modelo, mabtriz (Xy1), de
dimension (8,6); y recalcular los valores de acuerdo

con la ecuacidn 3.18.



MATRIZ DEL MODELO SIMPLIFICADA (X3)

=y

(con B8 pardmetros, variables reducidas)

Exp. XQ X1 X X3 X1X92 X1X3
1 +1 +1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1 +1 +1
3 +1 +1 +1 -1 +1 -1
4 +1 -1 +1 -1 -1 +1
5 +1 +1 -1 +0. 333 -1 +0.333
S +1 -1 -1 +1 +1 -1
7 +1 +1 +1 +1 +1 +1
8 +1 -1 +1 +1 -1 -1

FIGURA 3.13







MATRIZ TRANSPUESTA (X1)°
{(con 6 pardmetros, variables reducidas).

xo | +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
X1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 -1
Xo -1 -1 R 5 +1 -1 -1 +1 +1
X3 -1 -1 -1 -1 40.883" +1 +1  +1
K1XQ -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1
X1X3 -1 +1 -1 . +1 +0.838 -1 +1 -1

FIGURA 3.158

MATRIZ (X1'X1)~1(xy1")

e

0.1058

0.125 0.0862 0.125 0.144 0.125 0.1598 0.125
0.1058_-0.125 0.0962-—0.125 0. 144 ;0.125 0.1558 -0. 125
-0.1058 -0.125 0.1538 0.125 -0.144 ~-0.125 0.0882 0.125
-0.1166 -0.125 -0.1%82 -0.1256 0.115 0.125 0:;782 ‘0.125
-0.1058 0.125 0.i588 -0.125 ~-0.144 0.125 0.0962 -0.1256

-0.115€¢ 0.125 -0.1732 0.125 0.115 —-0.125 0.1732 ~0.125

FIGURA 3.18



MATRIZ DE VARIANZA-COVARIANZA (Xl’Xl)_l

X0 X1 - X X3 X1XQ X1X3
0.1274 0.0024 -0.0024 0.0144 -0.0024 0.0144
0.0024 0.1274 -0.0024 0.0144 -0.0024 0.0144

-0.0024 —-0.0024 0.1274 —-0.0144 0.0024 -0.0144

0.0144 0.0144 —0.0;44 0.1480 -0.0144 0.0241

-0.0024 -0.0024 0.0024 -0.0144 0.1874 -0.0144

0.0144 0.6144 -0.,0144 0.0241 -0.0144 0.1481
FIGURA 3.17

(8) (X1 'X1)71(X1)(Y)
Bo -2.109
81 +0. 524
Ba +0. 306
Ba -0.432
Bl-o -0.046
B1-3 +0.127

FIGURA 3.18



b} Modelo lineal de primer grado simplificado.
Variables reducidas.

Las figuras 3.13, 3.14, 3.1H6, 3.18, 3.17 y 3.18
representan: la nueva matriz (X1) con 6 pardmetros Yy
variables feduqidas; la matriz (X1’X1), el valor del
determinanate (X3'¥X1), la matriz transpuesta (X1)’, el
producto de matrices (X3'X1)~1l(X1)’, 1la natriz de
varianza — covarianza (Xl’Xl)"l Y el vector (B,
estimador de (B}.

El modelo de varisbles reducidas utilizando los
coeficientes B es la siguiente:

log [Ctlgy = —2.109 + 0.5241l0g[CtImpeg + O.808 Ncped

0.12710g[C+Inred®0r&red (3.20)

3=

La ecuacidn del mnodelo (3.20) se aplicd a todos los
valores experimentales presentados en las tablas 3.1 y
3.2. La comparacidn de resultados se muestra en la tabla
3.8. La varianza re51dual por error experlmental fue de

de 0 984 Y el coeflclente de var1a01én sobre log[C+]st
para las 26 experiencias probadas fue de 3.1 % . Las
estimaciones anteriores hnos permitieron considerar que
queda confirmada la validez del modelo.

Cabe anotar que dos de las experiencias probadas,

con TPA a concentracidn 10-2 M y 4x10-2 M, en presencia
de acetonitrio al 10 %, caen fuera del dominio de

variacidn con el que se elabord el modelos sin embargo
la diferencia entre los valores calculado y observado
para los [C+]_. es del mismo orden que para los obros
puntosg probados. Esto parece indicar que el modelo
propuesto puede emplearse para calcular la concentracidn
de contraion que se fija en la columna aun en
condliciones que quedan fuera del dominio de variacidn
estudiado. La dunica limitante sgseria para aquellas
condicliones en donde el contraion fijado sobrepasza la
concenbtracidn de aproximadamente 0,12 mmol g‘l, en cuyo
caso, comno se ha menclonado anteriormente, se degrada
lrreveraiblemente la columna y au comportamlento no
obedece a las relaclones matemdtlicas aqui propuestas.



{(C*ly Nc ¢y X1X2 X]1X3 Yobs Ycalc ayY (Yi-Yic)? 1Y4-F12 (Yic-F)2
Yi Yic

-1 -3 -1 +3 +1 -3.185 -3.130 0.0825 4.225x10~3 1.9645 1.7885
-1 +1 ~1 -1 +1 -1.8242 -1.7220 0.0378 1.429x10"3 0.0119 0.0081
-0.248 +1 -1 -0.248 +0.248 -1.4317 -1.458 0.0283 0.694x10"3 0.1308 0.11285
~-0.235 +1 -1 -0.235 +0.235 ~1.41 -1.4534 0.0973 1.38 x10~3 0.1423 0.1158
-0.029 +1 -1 ~-0.028 +0.028 —-1.3825 -1.3812 0.0013 2 x10~6 0.1848 0.1699
~-0.028 +1 -1 -0.029 +0.028 —-1.3816 -1.3812 0.0004 1.77 x10-7 0.1696 0.16086
+0.284 +1 -1 +0.264 -0.264 -1.1891 -1.2783 0.0882 7.963x10"3 0.3652 0.2853
+0.248 +1 -1 +0.248 -0.248 -1.2085 -1.2839 0.0784 6.147x10-3 0.3456 0. 25856

+1 +1 -1 +1 -1 -1.0163 -1.020 0.0037 1.4 x10-5 0.8038 Q.588
-0.029 +1-0.67 -0.028 0.0193 -1.4587 -1.5287 0.0680 4.824x10-3 0.1120 0.0711
-0.029 +1-0.33 -0.029 9.7E-3 -1.5979 -1.6718 0.6738 5.458x10-3 0.03822 0.0148
-0.028 +1 O ~-0.029 o ~1.7484 —-1.8168 0.0684 4.887x10~3 0.00202 0.00069
+1 +1-0.33 +1 +0.333 —-1.4299 -1.4266 0.0033 1.1 x10-5 0.001321 0.1345
-0.028 +1 0.33 -0.29 -9.7E-3 -1.9050 —1.9618 0.0560 3.243x10~3 0.01248 0.0284
~0.028 +1-0,867 —-0.028 —-0.019 -2.0408 -2.074 0.0338 1.129x10-3 g0.0612 Q.0787
+1 +1 +1 +1 +1 -1.6318 -1.6830 0.0019 4 x10-8 0.0280 0.0283
-1 +1 +1 =1 -1 -2.8685 -2.840 0.0295 8.7 x10-4 1.1579 1.085637

-1 -1 -1 +1 +1 -2.4585 -2.4260 0.0325 1.056x10™3 0.4423 0.4

-0.248 -1 -1 +0.248 +0.248 -2.1715 -2.0928 0.0788 6.186x10"3 0.1428 0.0887
+0.25689 -1 -1 -0.268 -0.259 —1.95560 —1.8388 0.0887 7.52 x10~3 0.026 0.00856
+1 -1 -1 +1 -1 ~1.5385 —-1.5400 0.0002 2.8 x10"8 0.0648 0.0622
+1.497 -1 -1 -1.497 —1.487 -1.2823 -1.3198 0.0275 7.58 x10~¢ 0.2509 0. 2242
+2.247 -1 -1 -2.247 -2.247 -1.034 -0.8875 0.0484 2.155x10-3 0.5787 0.68495

+0.624 -1 0.33 -0.624 +0.208 -2.141 -2.1768 0.0357 1.281x10"3 0.1208 0.147
+1 -1 0.33 -1 +0.333 ~-1.948 =-1.8466 0.0008 3.192x10-7 0.0233 0.0234
-1 -1 +1 +1 -1 ~-8.5074 ~3.5461 0.0368 1.340x10"3 2.9378 3.086156
¥= —1.7934 S(Yi-Yic)2 E(Yi-$)2 2(Y¥ie-¥)2

2Y=~46.6224 8.2186x10-2 8.8084 g.5858

TABLA 3.8

RESULTADOS OBTENIDOS DE LA APLICACION DEL MODELO DE VARIABLES
f ~EXPERIME 5~PRESENTADOS=

EN LAS TABLAS 3.1 y 8.2.
La varianza residual por el error experimental se calculd
mediante la fdrmula:

B(Yi-Yic)2
o2 = = 3.109x10-3
n—(k+1)
para n=26 experlencias y
k+l = 8 coeficlentes estimados con el modelo.
por lo que la degviaclidn tipo fuéd:r o = 0.058

El coeficilente de determinacidn se calculd mediante la fdérmula:
S(Yic-y)e
ré = ——————— = 0,97
E(Yi-y)2

obteniendo para el coeficiente de correlaclidn un valor r=0.928

El error relativo promedio dild:



El intervalo de confianza para las B se estimd con
un nmndrgen de seguridad de 95 % mediante la siguiente

férmula:
Bij * tas2 “8j3 (3.21)
(n-8) g.1.
donde:
o2gy = aLa j j (3.22)

ajj son los valores de la diagonal de la matriz
varianza—covarianza (figura 3.17)
t es la variable reducida de Student.
es el umbral de confianza = 5 %
o es la varisnza residual por el error experimental
= 38.108x1073 (tabla 3.6)

Q

Ce=0.028 = 2.088
(286-8)g. 1. (48)

aj j Pij Taj3 =

a11=0.1274 | Bg =-2.109 | 1.99 x10-2 | Bo=-2.1098%0.041 |
asg=0.1274 | B = 0.524 | 1.99 x1972| B1= 0.524%0.041 ,

ags=0.1274

kel

N
i
O
€
O
»

1.99 x1072 | Bp= 0.30620.041 ;

aq4=0.1481 | Bg =-0.432 | 2.1563x1072 | Bg=-0.43220. 045 |

[
ag5=0.1274 | P12=-0.048 | 1.99 x1072 | B12=—0.046+0.041]
f
ag88=0.1481 | B13= 0.127 | 2.163x1072 | B13= 0.127+0.45 F

TABLA 3.7

DETERMINACION DE LOS INTERVALOS DE CONFIANZA DE LOS
COEFICIENTES B



c} Modelo de variables reales.

El cdlculo de 1los coeficientes del modelo de
variables reales se efectua sustituyendo en la ecuacidn
3.20 cada una de las variables reducidas por su
expresidn en funcidn de las variables reales (ecuacidn
3.18), es decir:

®CH3CN - 0.25

$vCHICNred = (3.21)
Q.15
Nec — 14
Nered = —— (3.22)
2
logictl, + 3.189
logiC*Ilmpegqg = (3.23)

0. 801

Se obbtuvieron los siguientes coeficientes ©:

=T = —0.986
L o TR O ——
89 = 0.08
o3 = 0.59
81-2 = -0.03
81-3 = 1.08 @ua%@%@é

Los cuales conducen a la ecuacidon de varisbles
reales:

log(C*lgy = ~0.95 + 0.82 1loglCr1ly + 0.08 Ne +

+ O, 58%org + log[C+]m( 1.08 Qorg - 0.03 Ne)
(3.24)
Este modelo permite calcular la concentracidn de
iones tetralgquilamonio adsorbidos, a 40 T, sobre una
fase reversa (Supelcosil LC-7 C 18) con 13.6 7% de
carbono y superfilcie especifica 2B0 na g“l, empleando
como fase mdvil mezclas agua—-acebonitrilo con contraion
y sales o buffers disueltos.



El modelo puede utilizarse para cualquier conjunto
de condiciones experimentales gue quede incluido dentro
del dominio de variecidn de los parametros estudiados e
incluso para puntos fuera de este dominio, siempre y
cuando la fase estacionaria no quede sobrecargada
(menos de 0.12 mmol g1 de contraion adsorbido).

Es importante hacer notar que las variables
independientes del modelo de variables reales no tienen
las mismas unidades y sus intervalos de variacidn no
son tampoco comparables; por lo que los coeficientes
obtenidos para cada término no pueden ser comparados
entre si; de la misma manera (y sSobre todo por la
existencia de términos mixtos), no es posible tomar un
término por separado para obtener deducciones sobre el
comportamiento del sistema con respecto a una sola
variable. En cualqguier caso, el modelo matemdtico debe
ser tomado en conjunto.

CONCLUSIONES.

En este trebajo se ha demostrado que la adsorcidn
de iones tetralgquilamonio sobre las fases estacionarias
hidrocarbonadas, estd debterminada por los siguientes
pardmetros:

- concentracidn del disolvente orgdnico en el eluyente.
— hidrofobicidad del ion tetralgquilamonio.

— concentracion del ion tebtralquilamonio en la fase
movil.

El efecto provocado por los 2 primeros pardametros
corresponde bien a los postulados de la teoria
hidrofdbica, que explica la retencidn de los solutos en
las fases estacionarias reversas. De hecho, varios
investigadores han observado relaciones lineales entre
al logaritmo del factor de capacidad y el numero de
atomos de carbono en las moléculas de los solutos
(15). También se han observado relaciones Ilineales
entre log k' y la fraccldn volumdétrica del disolvente
organico en la fase mdévil (15).

En 1o que se refiere al las lsotermas de adsorcidn
de los contraiones ([C*1gy = £LICY]1 /T3, en la
literatura se han publicado isotermas del tipo
Freudlich para aniones de cadena lineal como los
alquilsulfatos y los alquilsulfonatos (21) Yy para
cationes deg cadena lineal COmo lag alquilaminas



ionizadas y 1la cebtrimida (12). Nuestros resultados
mnuestran que este tipo de l1lsobterma se obtiene también
con iones de estructura globular coRo los

tetralquilamonios.

De lo anterior se podria concluir que,
independientemente de su estructura, todos los iones
volurinosos se adsorben sobre las fases reversas segun
una lsoterma tipo Freundlich. El1 comportamineto de los
sistemas estudiados es similar al observado por J.T.
Davies (42) en sus estudios sobre la adsorcidn de
surfactantes en la interfase agua—aceite.

Segun el modelo de Davies, al adsorberse los lones
en la interfase atraen hacia <&sta a2 1ones de carga
opuesta presentes en la solucldn acuosa, generdndose
una doble capa eldéctrica. Considerando el potencial
eléctrico de esta doble capa, Davies dedujo wuna
expresion general para la adsorcidén de cualguier
surfactante idnico en este tipo de interfase segun:

log n = A+ B Ne + C log(Slyzg + D loglsally,g
(3.25)

donde:

A es una funcidn lineal del numero de dtomos de
carbono en la moleécula del surfactantse.

B, .C. .y .D son constantes.

[Sly,p es la concentracicon molar de surfactante
idnico en agua.

{sallyzo es la concentracidn molar total de
electrdlito monovalente en agua.

n es el numero de moléculas de surfactante idnico
adsorbidas por unidad de superficie.

La similitud que existe entre esta ecuaclidn y
nuestros propios resulbtados (ecuaciones 3.2, 3.8 y 3.
11) indica que, como en el caso de un gistema agua-—
aceite, al adsorberse los contraiones en la superficie
de la fase estaclionearia, sgse genera una doble capa
eléctrica, misma que Juega un papel Iimportente en la
retenciodén de los solutos, como se versd posteriormente.

Por otra parte, se ha degarrollado un modelo
matemdatlco que permlite calcular la concentracidn de ion
tetralquilamonio adsorbido sobre la fase



egtacionaria para cualquier composicidn { fraccidn
volimica de acetonitrilo y concentracidn de contralon)
de la fase mdvil y por 1lo banto permite preveer a
priori el volumen de fase movil que debe pasar a través
de la columna (o el tiempo requerido) para alcanzar un
estado de equilibrio. Esto es de suma importancia para
obtener resultados reproducibles cuando se efectuan
separaciliones de iones emnpleando la técnica de
cromatografia de pares de iones.

Los coeficientes del modelo matemdtico desarrollado
son vdlidos inicamente en las condiciones agui
enpleadas (fase Supelcosil LC-7, lones btetralquilamonio
simétricos, acetonitrilo como modificador orgdnico,
acetato de amonio de 0.25 a 0.80 M y temperatura de 40
T): sin embargo se demostrd que es posible calcular los
coeficientes del modelo para diferentes condiciones con
s8dlo 8 medidas de f£ijacidn de conbraion, seleccionadas
adaecuadamnente. Esto guiere decir, en los valores
extremos del dominio de variacidn de los pardgmetros.

Es importante hacer notar gque el nodelo agui
deducido Gtiene exactamente la misma forma (aungque
diferentes coeficientes) que otros modelos que han sido
deducidos para contraiones del tipo algquil sulfato y
alquil sulfonato (27); por lo tanto =se puede suponer
que para cualquier tipo de contraiones {series
homdlogas)} que se desde utilizar, se podrd establecer
un modelo sirilar; y con sdlo 8 experiencias se podrdn

calcular, con una precisidn gque es suficiente para la
mayoria de los casos prdcticos, 1los coeficientes del
modelo.

Se ha observado, tanto en este trabajo como en
obtros ya publicados, que existe un limite de sobrecarga
de la fase estacionaria con el contraion adsorbido,
arriba del cual la columna se degrada
irreversiblemente. En las condiciones empleadas en este
trabajo, dicho limite se situa aproximadamente para O.
12 mmol de ion tetralquilamonio por gramo de fase
estacionaria, es decir, alrededor de una molécula de
contraion por cada cinco cadenas hidrocarbonadas.



CAaPITTUL.O I

ESTUDIO DE LA RETENCION DE LOS SOLUTOS.

Como ya se ha indicado en capitulos anteriores,
desde los primeros aliog del desarrollo de la
cromatografia por pares de iones, los investigadores
han tratado de explicar los fendmenos gue intervienen
en el proceso de retenclion de los solubtos y el papel
que desenpeiia el conbraion. Entre los mnodelos de
retencidn que se han propuesto ge digtinguen 2
- principales corrientes:

La primera considera que el soluto y el contraion
forman en la fase movil o en la interfase un par de
iones dgue se adsorbe reversiblemente sobre 1la fase
estacionaria apolar, debido a su gran superficie
hidrocarbonada y a su carga neta nula.

En el segundo grupo se encuentran las proposiciones
que consideran gue durante el proceso de eguilibrio de
la columna con la fase moévil, el contraion disuelto en
ésta se adsorbe reversiblemnente sobre la fase
@estacionaria apolar, asocliado & un ion de carga opuesta
presente en el medio (co—ion). De esta manera la fase
estacionaria gqueda convertida en un intercambiador de
iones dindmico, donde los solutos compiten con los
iones de su misma carga, presentes en la fase movil,
por asociarse al contraion adsorbido.

Hasta ahora ninguno de los modelogs propuestos
permite explicar completamente todas las observaciones
experinentales que se han reportado en lasg separaciones
realizadas por cromatografia de pares de lones. De
hecho, el problema parece ser més complicado cuando los
contraiones disueltos en la fase mdvil poseen un fuerte
cardcbter hidrofdblco y se adsorben apreciasblemente
sobre la fase esbacionaria.



Con el £in de contribuir a elucidar el mecanismo de
retencion de los solutos en presencia de contraiones de
alta hidrofobicidad, en este trabajo hemos realizado un
estudio secuencial del efecto provocado por variaciones
en los principales pardmetros de composicion de la fase
movil sobre log factores de capacidad de algunos
solutos de prueba. Loz contraiones utilizados son los
iones tetrapropil y tetrabutil amonio. Los solutos de
prueba son los aniones de los dcidos aromdabicos para
hidroxi benzoico, orto toluico, sorbico y para toluico.
Los pardametros estudiados son:

- Concentraclion de acetonitrilo en el eluyente.
- Concentracicdn de conbraion en la fase movil.

- Concentracion de sales en el eluyente.

Uso de diferentes sales en la fase movil.

Como se ha demosgtrado en el capitulo anterior,
cualguier cambio en alguno de estos pardmetros (y
especialmente en los dos primeros} ocasiona una
modificacidon en la concentracion de contraion en la
fase estaclonariasy; por lo cual, en varios de los
incisosg reportados a continuaciodn, presentaremos los
resulbtados normalizando el factor de capacidad por la
concentracion de conbtralon adsorbido. De esta manera
gsera posible ohservar exclusivamente el efecbo--del
pardamretro estudiado sgobre la retencion y llegar a
conclusiones nas claras sobre log mecanismos que
intervienen en estos sistenas.

RESULTADOS.

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ACETONITRILO EN EL
ELUYENTE SOBRE LA RETENCION DE LOS SOLUTOS.

Este estudlo se efectud determinando el factor de
capacidad de log solutos de prueba a diferentes valores
de la fraccion volumica d& acetonitrilo en el eluyente.
lL.os resultados obtenidos se muestran en la table 4.1 y
en la #figura 4.1 a. La Ffigura 4.1 b presenta la
variacicn de la retencion normalizada,
tfuncion(k’ ~ k’'g)/ILCY 1 gl con el contenido de
acetonitrilo en la fase movil.

La compoagicldn de la fase movil utlilizada fudé la
slgulente:

acetonltrilo-agua an proporcion variable.
conbraion TBA 8x10-¢ H
acebato de amonio 0.25 M



TABLA 4.1

EFECTO DE LA PROPORCION DE ACETONITRILO EN EL ELUYENTE
SOBRE LA RETENCION DE 1L.0OS SOLUTOS.

Condiciones:

Columna (15 cm x 4.6 rm d.1.).

Fase estaclonaria: Supelcosil LC~7, B un.

Fase mdvil: acetonitrilo-agua (pH=7) : TBA B6x10~ % HM;
acetato de amonlio 0.25 H.

Temperatura: <40 T.

Flujo: 1lml min~1,

]
@org | [CT1g4x102 k'(a) (k'-k’g)/IC*1zp (b))
mmol g—1 | SOLUTOS(+)

_ . 1. 2. 4 1 2 4 = |

R R
0.4 0.72 0.01 0.18 0.20 | o 0.02 0.08
0.8 1.25 0 0.18 0.29 | O 0.08 0.08
0.25 1.79 ~—=  0.28 0.41 | ——- 0.08 0.12
0.20 2.52 0.09 ~-—— 0.74 | 0.028 ~=—- 0.19
10.15 3.47 0.14 0.71 1.84 | 0.07 0.23 0.48
10.10 4.18 0.28 1.06 2.25 | 0.177 0.87 0.9

Porg = fraccidn volumica de acetonitrilo.
Solutos (+).

1 p OH benzoato.

2 sorbato.

4 para toluato.



O
T4
O\\\\\O‘\ﬁk———_s

1
3 ola o\ 3 0.4
()

org
FIGURA 4.1 a

VARIACION DEL FACTOR DE CAPACIDAD EN FUNCION DE LA
FRACCION VOLUMICA DE ACETONITRILO EN LA FASE MOVIL.

Condiciones:

Columna: 15 cm x 4.6 mm d. 1.

Fese estaclonaria: Supelcosil LC-7 5u.

Fase mdvil: acetonitrilo-agua (pH = 7); ®gpg = O0.1; TBA
0.002 M.; amacetato de amonio 0.25 M.; TBA 6x10-4 H.

T = 400C.

Solutos:

1 p OH benzoato..
3 orto toluato.
4 para toluato.
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FIGURA 4.1 b

VARIACION DEL FACTOR DE CAPACIDAD NORMALIZADO EN
FUNCION DE LA FRACCION VOLUMICA DE ACETONITRILO EN LA
FASE MOVIL. »

Condiciones:

Columne: 15 cm x 4.8 mm d. 1.

Fase estacionaria: Supelcosil LC-7 5u.

Fase mdévil: acetonitrilo-agua (pH = 7); Porg = 0.1y TBA
0.002 M.; acetato de amonio 0.25 M.; TBA 6x10~4% M.

T = 40°C.

Solutosy

1 p OH benzoato.

2 Sorbato.

4 para toluato.



La figura 4 . 1 a nuastre una disminucidn
considerable del factor de capacidad de los solutos al
aurentar la proporcidn de acetonibtrilo en el eluyente.
Este resultado se ajusta bien a log postulados de la
teoria hidrofdbica, gque rige el comportamlento de las
fases hidrocarbonadas quimicamente unldes; . sin embargo,
la gelacidn entre el factor de capacidaed: y la
fraccion volumica de acetonitrilo no es logaritmica a
diferencia de lo que se ha reportado (58) respecto al
ceaportamiento de los solutos en la cromatografia en
fase reversa simple. Esto es de esperarse ya que esta
figura ilustra el efecto del disolvente orgdnico no
86lo sobre la retencidén de los solutos, sino tambilén
sobre la adsorcidn del contraion.

LLa figura 4.1 b permite observar el efecto del
nodificador orgdnico exclusivamente sobre la retencidn
de los solubtos (factor de capacidad normallzado). Las
grdficas obtenidaes muestran una disminucidén en la
retencidn al aumnentar la fraccidn volumrica de
acetonitrilo en la fase mdvil; sin embargo, la relacidn
entre la retencidn y la proporcidn de acebtonitrilo es
nuy compleja. Este comportamiento refleja el efecto del
disolvente orgdnico sobre lag constantes de los
equilibrios que intervienen en la retencidn en esbtos
sistenas.

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CONTRAION SOBRE LA
RETENCION DE LOS SOLUTOS.

Egste estudio se efectud deberminando los facbores
de capacidad de los solutos de prueba para diferentes
concentraciones de contraion en la fage mdévil y por lo
tanto a diferente concentracidn de contraion en la fase
estacionaria; la concentracidn de =ales y le fraccidn
volumnica de acetonitrilo en el eluyente se manbuvieron
constantes. Se hicleron 2 series de experiencias: una
con TBA y otra con TPA. Los solutos de prueba fueron
inyectados después de haber equilibrado la columna con
la fase movil. El intervalo de concentracidn de
contraion estudiado se escogid de acuerdo con el
dominio de variacidn védlido en el modelo para la
£fijJacidn de idones tipo tetralquilamonio, propuesto en
@l capitulo anterior. Los resultados obtenldos ae
mnuestran en las tablas 4.2 y 4.3.

Lag figuras 4.2 y 4.8 nuestran la relacidn entre
los valores de lozs factores de capaclidad de los solutos
y la concentracidn de contraion en la fase moévil y en
la fage estacionaria respectvivamente.

En este uUltimo caso, la relacidn entre el factor de
capaclidad y concentracidn de contraion en la fase



TABLA 4.2
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE TPA SOBRE LA RETENCION DE
LOS SOLUTOS.

Condiciones experimentales:

Columna: 15 cm % 4.8 Bm d.i.

Fase estacionaria: Supelcosil LC-7 RP 18 5 um.

Fase mdvil: Acetonitrilo-agua (pH=7); ®org = 0.1; TPA;
acetato de amonio 0.31 H.

T = 4090C.
S -
[TPAIRx102| [TPAlgyx102( k'’ (solutos de prueba)
{mrol/ml) |(mmol/g) 1 2 3 4
0.00 0.00 0.05% 0.69% 0.58% 1.35%
0.01 0.35 0.08 0.89 0.58 1.85
0.10 1.11 0.07 0.79 0.89 1.65
0.40 2.8 | 0.08 0.88 0.79 1.88
1.00 B.10 0.14 1.11 1.02 2.858
4,00 8.70 0.26 1.43 1.42 3.31
S s S S

TABLA 4.3

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE TBA SOBRE LA RETENCION DE
LOS SOLUTOS.

Condiciones experimentales:

Columnea: 16 cm % 4.6 mm d.i.

Fase estacionaria: Supelcosil LC-7 RP 18 5 um.

Fase moévil: Acetonitrilo—agua (pH=7) oorg = 0.1l; TBAj
acetato de amonio 0.25 H.

T = 400C.
[TBAIpx102 | [TBAlgx102| k' (solutos de pruebs)
(mrol/ml} {mmol/g) 1 2 3 4
0.00 0.00 0.08% 0.689% 0.58% 1,357
0.01 2.07 0.14 0.84 0.73 1.6B
0.04 3.70 0.18 0.99 0.90 2.13
0.06 4,18 0.23 1.06 0.97 2.25
0.10 6.47 0.28 1.468 1.39 3.80
0.20 8.11 0.34 1.73 1.74. 4.04
0.40 9.63 0.44 1.92 1.87 4.78B

+ valores experimentales de k'o.
Solutos de prueba:

1 p OH benzoato.

2 sorbato.

3 orto toluato.

4 para btoluato.
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FIGURA 4.2

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CONTRAION EN FASE MOVIL
SOBRE LA RETENCION DE LOS SOLUTOS.

Condiciones:

Columna: 15 cm x 4.6 mm d. 1i.

Fase estacionaria: Supelcosil LC-7 bu.

Fase mdvil: acetonitrilo-agua (pH = 7)3 Popg = 0.1
acetato de amonio (A) 0.31 M.y (B) 0.256 M.; contraion
(A) TPA, (B) TBA.

T = 400C.

Solutos:

1 p OH benzoato.

2 Sorbato.

G orto tolustao,

4 para btoluato.
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[Ct1gLx1l028
FIGURA 4.3

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CONTRAION EN FASE
ESTACIONARIA SOBRE LA RETENCION DE LOS SOLUTOS.

Condicioneasa:
Columna: 16 cm % 4.6 mm d. 1.
‘Fase estacioneria: Supelcosil]l LC-7 Bunm.

Fese mdévil: acetonitrilo—aegua (pH = 7); dorg = ©O-.1j
acetato de amonio (A) 0.31 HM.; (B) 0.25 M.3; contraion
(A) TPA, (B) TBA.

T = 400C,

Solutos: 1 p OH benzoato; 2 sorbato, 3 o toluato, 4 para toluato.



, -92~

estaclionaria es lineal y se puede representbar por la
ecuacidn:

k' = A + BI[C+lgg (4.1)

Para todos 1los solutos estudiados se observa un
aunento en la rebtencidn de los solutos al aumentar le
concentracloén de contraion, ya sea en la fase movil,
{fig. 4.2) ¢ adsorbido (fig. 4.3).

En la tabla 4.4 se nuestran los pardmnetros de
regresidon derivados de la aplicacidn de la ecuacidn 4.1
a los valores de retencidn mostrados en las tablas 4.2
y 4.3.

TABLA 4.4

PARAMETROS DE REGRESION OBTENIDOS AL APLICAR LA
RELACION k’= A + BIC*lgy A LOS VALORES DE k'’ DE LAS
TABLAS 4.2 y 4.83.

Ordenada al Pendiente Coeficientes de
Soluto origen correlacidn
TPA TBA TPA TBA TPA TBA
p OH benzoato 0.03 0.08 | 2.30 3.71 0.995 0.988
Sorbato 0.88 0.47 {7.84 15.1 0.298 0.8
Orto toluato 0. 58 0.30 | 8.84 17.2 0.828 0.885
Para toluato 1.38 0.83 | 20.8 42.1 0.991 0.887




EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SALES EN LA FASE MOVIL
SOBRE LA RETENCION DE LOS SOLUTOS.

En este estudio se ridid }a retencidn de los
solutos de prueba a diferentes concentraciones de
acetato de amonio en el eluyente; primero sin contraion

y después con unas concentracion constante, 2x10~-38 M.,
de TBA. La proporcidn de acetonitrilo en la fase mdvil

fueé de 10% en todos los casos. Los resultados obtenidos
se nuestran en la tabla 4.5 y en la figura 4.4. En
ambog casos se presenta el valor de la retencidn
normalilzada, (funcidn (k* -k')/[C+ 1 ), para cada

concentracidn del ion acebato en la fase mdvil, (P ip.

TABLA 4.5

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SALES DISUELTAS EN LA
FASE MOVIL SOBRE LA RETENCION DE LOS SOLUTOS.

Condiclones:

Columna: 15 cm X 4.6 mm d.1.

Fase estacionaria: Supelcosil LC-7, Bum.

Fase mdévil: Acetonitrilo-egua (pH=7); ¥org = 0,1; TBA

2x10" S M.; acetato de amonio.
T = 400C.
(P71p ((k’-k’0)/[CH1gy)
[CH3CO0™ 1p Solutos de prueba
(mmol/ml) 1 2 3 4
0.05 15.6 B&.8 8l.e 188.0
0.10 8.61 02.1 33. 56 77.0
0.30 3.18 12.1 13.7 31.9
0.40 3.89 10.4 12.1 27.5
0. 50 2.19 8.72 7.98 21.0
Solutosa:

1 p OH benzoato.
2 sorbato.

3 orto toluato.
4 para toluato.
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FIGURA 4.4

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SALES EN FASE MOVIL SOBRE
LA RETENCION DE LOS SOLUTOS.

Condiciones:

Columna: 15 cm x 4.6 mm d. 1i.

Fase estacionaria: Supelcosil LC-7 5pu.

Fase mévil: acetonitrilo-agua (pH = 7); $Porg = 0.1; TBA
0.002 MHM.; mscetato de amonio

T = 400C,

Solutos:

1l p OH benzoato.

3 orto toluato.

4 para toluato .
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El comportamiento de los solutos en esatos
experimnentos puede expresarse mediante la relacidn:

k'-k'g

—————— = C + D[P~ 1p"1 (4.2)
[Ctlgg

donde:

C ¥y D son constantes que dependen de las condiciones de

operacidn en cada caso.

(PT1z es la concentracidn de ion acetato en la fase -

movil,

Esta dependencia de la retencidn de los solutos en
la concenbracidn de sales en la fase noévil puede

deberse a gque 1los iones de la misma carga que e2l.. ...
soluto, {(co—iones), disueltos en la fase mdévil, entrev- -

en competencia con los solutos para asocliarse =l
contraeion fiJjado.

La tabla 4.6 nmnuestra los pardmetros de regresion
derivados de la aplicacidn de la relacidn 4.2 a-los
datos de la tabla 4.5

TABLA 4.8

PARAMETROS DE REGRESION DERIVADOS DE APLICAR LA
RELACION ((k’-k’g)/[C*lgg) = C + DIP~1,~1, A LOS DATOS
DE LA TABLA 4.5.

Soluto Ordenada al Pendiente | Coeficientes de
origen correlacidn
p OH benzoato 1.15 0.728 0.98
Sorbato 2.583 2.84 0.999
Orto toluato 3.77 , 2.91 0.999
Para toluato io.2 8.48 0. 92856




EFECTO DE LA HNATURALEZA DEL CO-ION SOBRE LA RETENCION
DE LOS SOLUTOS.

Para examiner la influencia del tipc de co—-ion
disuelto sobre la retencidn, se determinaron los
factores de capacldad de 1los solutos de prueba en
presencia de diferentes sales disueltas en la fase
mévil. En todos los experimentos se usd una fase mdvil
que contenia acetato de amonio 0.01 M. para fijar el
pH; una sal del anidn' por estudiar a una concentracidn
0,04 M.; TBA & concentracidén 2x10-8 M. y una fraccidn

volunica de acetonitrilo de 0.2. La temrperatura se fijs s« -

a 400C, Los resultados obtenidos se muestran en 1l
tabla 4.7 y en la figura 4.5.

La figura 4.5 muestra que para todos los solutor,
la retencidn aumenbta en el orden siguiente:

CibratoS~— ) Hp042—
~—————— < Crotonato ~ 8042~ < —— < Acebato”
Citrato2— HpPOg™

Estos resultados permiten deducir que el efecto
competitivo del c¢o-ion aumenta con sSu carge Yy su
hidrofobicidad.

TABLA 4.7

EFECTO DEL USO DE DIFERENTES SALES SOBRE LA RETENCION
DE LOS SOLUTOS.

Co—-ion (k’—k’o)/[0+]§p
Solutosx i
1 - 2 3 4
Acetato 18.7 48.9 48. 8 84.4
Fosfato 10.7 32.1 32.7 58,7
Sulfato 2.904 29.1 28.8 b2.8
Crotonato —— 29.4 28.7 51.4
Citrato 8.99 21.1 23.0 42.1

Condiciones:

Columna: 16 cm x 4.6 mm d. 1.

Fase estacloneria: Rsil RP 8 Bun.

Fase mdévil: Acetonitrilo-sgua (pH=7); TBA 2x10~3H.;
dorg = 0.2; sal por estudlar 0.04 M.; acetato de amonilo
0.01 H.

T = 400C.

*Solutos:

1 p OH benzoato.

2 gorbato.

3 orto toluato.

4 pare toluato.
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Acetato fosfato sulfato crotonato citrato

‘ FIGURA 4.5

EFECTO DEL USO DE DIFERENTES SALES DISUELTAS EN LA FASE
MOVIL SOBRE LA RETENCION DE LOS SOLUTOS.

Condiciones:

Columna: 15 cm x 4.6 mm d. 1.

Fase estacionarie: Rsil RP 18-7 5umn.

Fase mévil: acetonitrilo-agua (pH = 7)3; %gorg = 0.1; TBA
0.002 M.; acetato de amonio 0.01 M; sal por estudiar O.
04 H. ‘

T = 40°C.

Solutoss

i p OH benzoato.

3 orto toluato.
4 para btoluato.



DISCUSION.

Para deducir el necanismo responsable de la
retencidn de los solutos en cromatografia por pares de
iones c¢con contraionesg hidrdfobos de forma globular,
como los iones tetralquil—-amonio, se hard un examen, en
primer lugar, de las relaclones gque se derivan de los 2
principales mecanisnmos propuestos; y se hara

posteriormente una comparacidn con nuestros resgultados
experimentales.

En este mecanismo se considera gque el par de iones
soluto—-contraion se forma en la fase mnovil o en la
interfase y es adsorbido reversiblemente sobre la fase
estacionaria apolar.

Sea C* un contraion catidnico y S~ un soluto
anidnico inicialmente presentes en la fase movil, la
cual contiene ademnds otros cationes N aniones

provenientes del buffer o de otras sales disueltas. Se

supone que en el sistema tienen lugar los siguientes
.equilibrios:

- Adsorcidn del soluto independliente del contralon:

Ko
5 p == S" st (4.3)
Ko s —— (4.4)
R
[S—Jst
k'o = $Ko = ¢ —— (4.5)
[S—=1m

dondea:

Ko s la constante de equilibrio de retencidn del
soluto en ausencia de contraion.

k'o es el factor de capacidad del soluto en ausenclea
del contralon y

$ es la relacidn de fases.
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— Retencidn del =soluto en presencia de contraion.

K
$™m +* Ctpz—2 [S™,C¥lgy (4.8)
o blen:
Ky Kg
S™h + Crp—=I[8",C*lp—>[S™,Ctlgt (4.7)

Globalmente, el coeficiente de distribucidn del
soluto en presencia de contraion, es en el primer caso,
(ec. 4.6)

[S7™'1st [s-1st + [CT,871g¢
K = —— o = (4»8)
[S™’lp [S™1p

y el factor de capacidad gqueda expresado por:

k,

dKs = k'’o + @K[C*]m (4.9)
En- el segundo caso (ec. 4.7):
[S™'lgy Ko + KiKa[Ctlp

Kg = —— = {4.10)
[S—’]m 1 + Kl[c+]m

y @l factor de capacidad es:

k'o + #KjKplC*lyh
K = (4.11)
1 + K1IC*1p

donde:

$ es la relacidn de fases.

[8™'1gt representa la concentracidn total de soluto en
fase esbacionaria.

[S™’1; es la concentracidn total de soluto en la fase
movil., :

Nuestros resultados experimentales, presentados en
la figura 4.2, nuestran que la relacidn 4.8 no se
cumple. En efecto, la relaciodn antre factor de
capacidad y concentraciodn de contralon en fase mévil no
es lineal. Por otra parte, la figura 4.4 muestra una
dependencia muy marcada de la retencidon de los solutos
en la concentracidn de las sales disueltas en la fase
mévil, EP™ 1 ms» no obstante gque sSe trebajd con una
concentracldn de contraion en &l eluyente, constante.

El efecto que eJjercen las sales disueltas en la
fage movil sobre la retencidn de los solubtos, no puede
ser atribuldo a cambios en los valores de k’o, que son
mnuy pegueifiog, de modo que concluirog que la ecuacidn 4.
11, no representa el mnecanisro de retencidn en nuestro
caso,
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2. Intercambio de lones dingnico.

Este modelo propone que previamente a la inyeccidn
del soluto, el contraion se ha fijado sobre las. fase

estacionaria, debido al efecto hidrdfobo que
experimenta por su gran superficie hldrocarbonada; este
conbraion adsorbido estd asoclado a lones pequenos , de

carga opuesbta, provenientes de las sales disueltas en
la fase mdvil (co-iones). De este modo, la fase,
edtaclonaria queda convertida, en un intercambiador de
iones dindgmico, donde los solutos compiten con los
iones de la misma carga, disueltos en la fase nmndvil,

para asociarse al contraion fijado. Este meceanismo
conduce a los siguientes equilibrios:

- Equilibrio de intercambio idnico:

Kii
[CT™Plgy + ST T LICT Slsg+ Py (4.12)

[C*~Slgt [P~ Inm
Kii = — (4.13)
[S~™Im [CHPlgt :

donde:

Kii es la constente de intercambio idnico.

El coeficiente global de distribucidn del soluto,
Ks, considerando la retencidn del soluto independiente
del contralon estd dado por:

[ST1ge + [CT~S1ze [C* " Plgt
Kag = = Ko + Kii —mm— (4.14)
=l I [P 1p

De donde el factor de capacldad del soluto se expresa:

[CYPlgg
k' = k'o + #Kij ——————— (4.18)
[P™1p

La ecuacldn 4.15 indlca que, si la concentracidn de’
sales en la fase mdévil se mantliene constante, la
relacidn k'’ = £([C+]lst) deberd corresponder a una recta
con k'o como ordenada al origen y:

® ¥ Kili = pendiente x [(P—-In (4.168)
Por otra parte, s1 la concentraecidn de contraion en
la fase estacionaria y la concentracidén de sales en la

fase movil, cambian, la funcidn:

k'-k'o

= FCLP-1Im~ 1) (4.17)
[C"']sb
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deberia dar lugar a una linea recta gue pasa por el
orlgen y con pendiente igual a $Kii.

Lag figuras 4.3 y 4.4 repregsentan estos 2 tipos de
experimentos y muestran gque nuestros resultados siguen
log comportamientos lineales predichos por la ecuacidn
4.15, para todos los solutos estudiados. Adends, a
traveés del estudio de diferentes co—iones, se encontrd
que el orden de afinidad de la fase estacionarie para
los aniones analizados es el mismo que s ha
establecido para las resinas de Iintercambio de sniones
fuertes, es decir:

CitratoS-— HPOg2~
: > Crotonato > Sulfato > —— 3 Acetato
Citrato®~ HgyPO,-

Por lo tanto, debemos concluir gue en croratografia
de pares de iones usando contraiones hidrdfobos, el
mnecanismo de intercambilo idnico participa
definitivamente en 1la retencidn de los asolutoa; a&in
embargo, €l andlisis de las ordenadas al origen y de
las pendientes, (tablas 4.8 y 4.9), sugiere que el
intercambio idénico no es el uUnico mecanismo involucrado

en la retencidén de los solutos. Otro fendmeno, -—-cuya
importancia aumenta cuando aumemtan la hidrofobicidad
del soluto y del conbtraion—, contribuye también

apreciablemente a la rebtencidn.

En log experimentos llustrados en la figura 4.3, se
trabajd a concentracidn constante de sales en el
eluyente, variando la concentraciocn de contraion en la
fase movil y consecuentemente, en la fase estacionarisa.

En la tabla 4 . 8 se comparan los valores
experimentales de k'o para losgs 4 gsolutos , con las
ordenadas al * origen de las rectas de regresion
presentadas en esta flgura. Se puede observar gue con
el contralon TPA, los 2 Juegos de valores son
similares, pero con el contraion TBA, las ordenadas al
origen son significativamente menores que los valores
de k'o; y esta diferencia ez mnes marcada para los
solutos mas hidrdfobos.

En 1la tabla 4. 9 se reporten logs valores del
producto ( pendiente x [P—]m } para cada solubo, con
log contraiones TPA y TBA, tomados de la figura 4.3.
Este producto representa, segin la ecuacidn 4. 15, la
esgtinacidn de la constante de intercarblio idnico.
Tomando en consideracidn que el intercambioc idnlico es
un fendmeno fundamentalmente eléctrico, Kii deblera ser
independliente del drea hidrocarbonada del contraion
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TABLA 4.8

ANALISIS DE LA ORDENADA AL ORIGEN EN LA FUNCION
k' = £(IC*1gg)

D,

Solutos k'o *ordenada al *%ordenada al
origen con TPA | origen con TBA

1. p OH benzoato § 0.085 0.03 0.08
2. sorbato 0.88 0.68 0,47
3. orto toluato 0.58 0.56 Q.30
4. para toluato 1.35 1.36 0.63

* Concentracidn de acetato de amonio 0.31 M.
¥% Concentracidn de acetato de amonio 0.25 M.

TABLA 4.9

ANALISIS DE LAS PENDIENTES DE LAS FIGURAS 4.3 y 4.4

A: producto (pendiente x [P~ 1) para TPA y TBA .
Fase mdévil: [P~ lx constante; [Ctl variable.
Fase estacionaria: [C*] variable.-

B: pendiente usando TBA como contraion.
Fase movil: [P~ 1y variable; [TBA]l constante.
Fase estacionaria: [TBA] ligeramente variable.

Solutos "A” (figura 4.3) |"B" (figura <4.4)
TPA TBA
1. p OH benzoato 0.713 Q.93 0.728
2. Sorbato 2.43 3.78 2.84
3. Orto toluato 2.74 4.30 2.91
4. Para toluato 8.45 10. 58 8.48
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previamente adsorbido; sin embargo, se observa que el
contraion mds voluminoso conduce a valores nayores de
$Kii; y la diferencia entre ambos Juegos de valores
aunenta con la hidrofobicidad del =oluto.

La figura 4. 4 corresponde al segundo tipo de
experimentos. La retencidn de los solutos se determind
usando TBA como contraion a concentracidn constante en
el eluyente y ligeramente variable en la fase
estacionaria, haciendo variar la concentracidn de sales

en la fase mndvil. Se puede observar en aesta figura,
asi como en la tabla 4 . 8 que las rectas
correspondientes a cada uno de los solutos no pasan por
el origen. Esto parece indicar gue existe un segundo
mecanismo de retencidn, independiente de la

concentracidn de sales en el eluyente, que se superpone
al mecanismo de intercambio ionico.

Una evidencia més de le coexistencia de un segundo
mecanismo de rebtencidn, se tiene al comparar las
pendientes de las rectas de la figure 4.4, con los
valores obbenidos para el producto (pendiente x [P 1py)
de la figura 4.3 B, como se muestra en la tabla 4.9.

Estos Jjuegos de valores se refieren al conbraion
TBA y a los mismos solubtos; y deberian representar,
ambos, el valor de la constante de intercamblio idnico,
81 el mecanismo de retencidn fuera intercambio idnico
puro; sin embargo, estos valores difieren marcadamente
entre si ¥y la diferencia relativa es tanto mds grande
cuanto mayor es la hidrofobicidad del solubo.

Por obtra parte, en la tabla 4.2 se puede aprecilar
que el conjunto de valores derivados de la flgura 4.4
es sorprendentemente similayr a los valores del producto
(pendiente x (PTlp) derivados de la figura 4.3. A pera
@l contraion TPA.
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PROPOSICION DE UN MODELO DE RETENCION.

De acuerdo con la discusidn anterior, no puede
rechazarse la existencia de un mecanismo de intercambio
idnico, el cual, bajo ciertas condiciones, va
acompafliado por un segundo mecanismo de retencidn . Para
poder explicar estos fendmenos se propone que la fase
estaclionaria sea considerada como una doble capa formada
por una superficle idnica y una nube idnica difusa
asociada (figura 4.8).

La superficie 1idnica estd constituida por las
cadenas hldrocarbonadas y por el contraion adsorbildo.

La nube idnica difusa estd formada principalmente poi -~ .-

co—iones.
El solubo puede entrar a la fase estacionaria por 2
caminos diferentes:

lo. Atraido por la superflcie 1idnica, el soluto puede«.
entrar a la nube idnica difusa desplazando a un co-iou~
(intercambio 1dnico). Esta mecanismo se representa por
el equilibrio:

Kii
P hi + STpT—=2 P™p + S™nji (4.18)
la constante de intercambioc idnico se espresa por:

[P—]m[s-]ni
Kii = (4.19)

(PTIni[s-1m

donde el subindice nl representa a la nube 1idnica
difusa.

Dado que la inyeccidn del soluto es analitica, se
cumple que:

[S-1ni << [P71pi (4.20)

como la doble capa es eléctricamente neutra, se
puede establecer que:

[P™1pi ~ [C*lgg (4.21)

de donde el coeficiente de distribucidn del =oluto se
axpresa por:

(5~ 1ni [CT1gt
Kg = ——— = Kii - (4.22)
(S™In [P~ 1p
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{a) Adsorcidn directa del soluto sobre la superficie de la
fase esbtacionaria (poco probable con solubtos de pegueiia
superficie hidrocarbonada}.

{b}) Intercambio Idnico (depende de la concentacidn de sales
en la fase movil y de la carga de la superficie
idnica).

{c) Formacicn de par idnico sobre la superficie de la fase
estacionaria {(depende de la hidrofoblicidad del soluto
y del contraion).

37 v Soluto anidnico.

Contralon catidvnico voluminoso.

Anion del buffer.

Cation del buffar.

FIGURA 4.8
MODELO SUPERFICIE IORICA~-DOBLE CAPA.
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De eacuerdo con nuestros resultados , cuando el
contralon no es fuertemente hidrdéfobo , el mecanismo de
intercambio idnico es el tdUnico que interviene en la
retencidén de los solutos. En este caso, el factor de
capacidad para el soluto se expresa por la relacidn
tipica para un intercambiador de iones puro:

[CTlgg
k'(l) = k’o + oKii — (4.23)
(P 1n
20. Cuando el contraion presente en la superficle de

la fase estacionaria posee una drea hidrocarbonada
mnayor, los efectos hidrdfobos que experimentan tanto el
contraion adsorbido como el soluto gque se encuentra en
la fase mdvil, pronuaeven el paso de este udltimo
directamente hasta la superficie idnica, dando lugar a
la formacidn de pares de iones. El .equllibrio gue
expresa este proceso es el sigulente:

Kpi
Kpi = (4.25)

(S~ 1plC*lgt

donde el subindice pl se refiere a la formacldn del par
de iones.

La estabilidad del par de iones formado depende
fundamentalmente de la estructura del soluto y de la
hidrofobilicidad de soluto y contraion. Nuestrosg
resultados experimentales indican que la contribucidn
de este mecanismo a la retencidn de los solutos queda
representada por una relacidn del tipo:

k'(gy = -2 + $KpiiC¥lgg (4.26)

donde Z es una constante que depende de la naturaleza
del soluto y del contraion. Los estudios reaelizados no
nog permlten dar una interpretecidn fisica del término
negativo en esta ecuacidn, pero experimentalmente se ha
observado que, en cromnatografia de pares de lones ocon
contraiones de alta hidrofobicidady y en presencla de
faseg méviles pobres en disolvente orgédnlco, la
retencidn se ve afectada por ese factor.
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En una investigacidn anterior (52) con alguilsul fonatos
como contraiones, se encontrd una relacidn lineal entre
k’ y I[CT]lgy. Las ordenadas al origen para algunos
solutos con octil sulfonatos CORo contraiones,
corresponden a los valores de k’o, pero con contraiones
altamente hidrdfobos como el dodecil sulfonato, las
ordenadas al origen son francamente negabivas. '

Cuando exlste formacidn de pares de iones en la
superficie de 1la fase estacionaria, los 2 mecanismos

mencionados contribuyen a la retencidn de los solutos,
es decir:

k' = k'(1) + k' (2) (4.27)

por lo que:

F o+ [‘I'Kpi + ‘I’Kii[P—]m—ﬂ[C+]st (4.28)

k’® =
¢ bien:
k'—-F
= 3Kpi + QKii[P~1p,~1 (4.28)
[CTigt
donde:
F = k’o - 2 (4.30)

PRUEBA DEL MODELO.

Loa valores del término "F” del modelo propuesto
fueron obtenidos para cada soluto a partir de las
ordenedas al origen de lag rectag de regresidn
mostradas en la figura 4.3 B, (tabla 4.8 para TBA).
Estos valores se usaron Junto con logs datos de los
experimentos a diferentes- concentraciones de sal,
(tebla 4.5), para calcular la funcidn Bk’—F)/[C*]sﬁ](

Aplicando la ecuacidn del modelo propuesto (ec. 4.
29), se obtuvieron las sigulentes ecuaciones de
regresidn para cada soluto:
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k'-0.08 1

p OH benzoato ————— = 1.34 + 0.865 r=0. 986
[Ctlgg ] [(P™1Im
k'-0.48 1

Sorbato — = 4,88 + 2.7 r=0, 999
k*'—-0.31 1

orto toluato — = 7,03 + 2.81 r=0, 099
(Ctlge (P71
k'-0.84 1

para toluato —_ = 18.1 + 8.38 — r=0, 899
[CH1lg¢ [P 1Ip

En estas ecuaciones, el primer término numeérico representa
& la constante de equilibrio de formaciodn de pares de
iones, (®Kpi), y el segundo se refliere a la constante de
equllibrio de intercambio idnico, {(eKii). Con .estos
valores se calculd la funciodon ($Kpi + mKii[P‘]m_ll, { para
tP~1p=0.26 M.}, que representa la pendiente en la ecuacidn
4, 28. Cabe hacer ¢énfasis en el hecho de que estas
constantes fueron obtenidas de una serie de experimentos
con TBA como contraion, donde:

{(C*]l, se mantuvo constante y
{P7™1ln variable.

Estos valores, reportados en la tabla 4. 10, pueden
compararse con log de las rectas de regresidn mostradas en
la figura 4.3 B y en la tabla 4.4, que provienen de
experimentos realizados bajo las condiciones siguientes;

[TBAly variable ¥y
{PT]ly constante.

{Por claridad, los valores de las pendientes de estas
rectas se reportan de nuevo en la tabla 4,10}

La simnilitud en estas 2 series de valores indica que el
nodelo propuesto eg coherente con todos loa resultados
experimentales obtenidos en este estudio.
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TABLA 4.10

Valores Pendilente Pendiente
deducidos calculada observada
en la scuaciodn a [(P71lp = 0.26 | a [P™1ly = 0.25
k’-k’o 1 segun ec. 4.28 |en k'= f[(Ctlgy
Solutos ——— = £ i (figura 4.3)
[Clgy {(Plg
B PKii
PKpi K1l #Kpl +
[Plp
p OH benzoato 1.34 0.85 3.94 3.71
Sorbato 4,88 2.70 15.87 15.1
Orto btoluato 7.083 2.81 18.30 17.2
Pare toluato 192.10 8.32 44,70 42.1
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TABLA 4.11

COMPARACION DEL VALOR DE LA CONSTANTE DE INTERCAMBIO
IONICO, Kii,'DETERMINADA PARA TPA MEDIANTE EL PRODUCTO
{PENDIENTE x [P”1p), CON EL VALOR DE #Kii, DEDUCIDOQ
MEDIANTE EL MODELO, USANDO EL CONTRAION TBA.

Solutos (Pendiente x [PT 1y TO@Kii
{tabla 4.9) (tabla 4.10)

TPA ) TBA

p OH benzoato 0.713 C.656

Sorbato 2.43 2.70

Orto toluato 2.74 2.81

Para toluato 6.456 6.3

La tabla 4.11 muesbra la comparacldn del valor de la
constante de intercambio idnico ($Kii), deteminada
mnediante el producto Pendiente x [PT 1R, obbtenido
experimentalmente con el contraion TPA, (tabla 4.9), ¥
el valor de 9Kii, deducido mediante el modelo con el
contraion TBA, (tabla 4.10). Ambos conjuntos de valores
son muy semejantes, lo gue nos indica que la tendencia
de los solutos estudiados a formar pareg de lonesg con
TPA, en la superficie de la fase estacionaria, es
insignificante; es decir, que en presencia del
contralon TPA, cuya molécula no es suficlentemente
hidrdfoba, los solutos estudiados son retenidos
exclusivamente por un mecanismo de intercamblo idnico
"puro”. Este hecho no excluye la pogibilidad de que ,
con sgolutos mds hildrdfobos, pueda presentarse tambidn
el mecanismo de formacldén de pares de lones en la
superficie de la fase estaclonaria, ya que aeste segundo
mnecanismo depende de la hidrofobicidad de ambas
entidades: soluto y contraion.
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CONCLUSIONES.
En cronatografia por pares de iones, usando
contralonegs hidrdéfobos, la retenclidn de 1los solutos

idnicos de lleva a cabo por 2 diferentes meceanismos,
dependiendo de la naturaleza del soluto y del
contraion.

El primero es el de interamblo idnico, en el cual
el soluto desplaza a logs co—iones de la nube idnica
difusa que se encuentra asoclada eldctricamente a la
superficie de la fase estacionaria; la cual a su vez
estd formada por las cadenas hidrocarbonsdas y los
contraiones adsorbidos.

El segundo esta basado en la formacidn de pares de
iones entre el soluto y el contraion adsorbido, en la
superficie del empaque.

El primer mecanismno se efectia a cualquler
composicidn de la fase mdovil Y en presencia de
cualgquier contraion, siempre y cuando se cumpla la
condicidn de que este udltimo se adsorba apreclablemente
en la fase esbacionaria. Los pardmetros determinantes
en &ste mecanismo son:

- La cantidad de contraion adsorbido (capacidad de
intercambio}.

- La concentracidn de sales disueltas en la fase moévil
(cantidad de co-iones competitivosl).

- La carga y estructura de las moldculas de soluto y
del co-ion (valor de la constante de
intercambio idnico).

Cabe hacer notar que la proporcidn del disolvente
organico en el eluyente interviene también en este
mecanismo, aunque en forra indirecta. En efecto, la
adsorcidn del contraion y la constante de intercambio
idnico dependen de este factor.

El segundo mecanismo, gue se superpone al primero,
se efectua sdlamente bajo condiciones en las cuales el
par de iones resultante, soluto - contraion, es
fuertemente hidrdfobo. De aqui se deriva que los
factores determinantes en este caso sons

~ El drea hidrocarbonadae de las moléculas de soluto y
del contrailon.

- La proporcidn de disolvente orgdnico en el eluyente
(efectos hidrofdbicos).

- La cantidad de contraion adsorbido (concentracidn
del agente formador de pares de lonesms).



-112-

CAPITULLO N

EJEMPLO DE APLICACION: SEPARACION DE SULFAS.

Las "sulfas” constituyen un problema’ analitico muy
importante en algunas - determinaciones bioquimicas o
farmacoldgicas como son las trazas de dichos farmacos
en tejidos animales (0.1 ppm) o en leche (O. 01
ppm)(51}. Los metodos comunes para debterminar estos
compuestos generalmente involucran cromatografia en
capa fina (=) en papel, seguida de deteccion
colorimetrica (B52)(53)(54). Se han propuesto métodos
alternos por cromatografia en fase gaseosa (55)(58) ¥y
en columna (57);sin embargo, la cromatografia ligquida
de alta eficiencia ofrece ventajas sobre los métodos
anteriores debido a que se puede alcanzar. con una sola
columna una mayor selectividad, eficiencia y rapidez
de andlisis; es mds, con un detector UV (254 nm) se
pueden detectar niveles muy bajos de sulfas.

Las sulfas son 4dcidos débiles, con valores de pKa
comprendidos entre 68 y 8, son poco solubles en agua,
pero sSolubles en metanol o en lags fases mdviles
comunmente usadas en cromatografia de fase reversa. A
valores adecuados de pH, estos compuestos se encuentran

ionizados en forma de aniones A~, por lo que pueden
formar pares de iones con contraiones catidnicos como
TBA o cetrimida. Estas caracteristicas indican qgque

este importante grupo de fdrmacos puede ser separado y
analizado mediante los sistemas descritos en este
trabajo, por lo que hemnos escogido una mezcla de
sul fonamidas como eJjemplo de aplicacidn de nuestro
estudio.

Ls table 5.1 mus=atra laz sulfonamidas que hemnos
seleccionado para esta separacidn, sus valores de pKa y
gug fdrmulas.
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TABLA 5.1

No. NOMBRE

1 Sulfamerazina

2 Sulfametazina

3 Sulfametoxasol

4 Sulfabenzamida

B Sulfagquinoxalinsa

6 Ftalil sulfa-
tiazol

R3

Ri—NH- @*SOZ—NH—RE

Rp

@— CHg

—CHg

O

—CHg

-C - CH
.

pKa

(1)

(1)

(1)

(1)

(2)

(1) Media de los valores reportados en la literatura
(2) Estimada en base a la retencidn (58).

(58).
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FIGURA 5.1
SEPARACION DE SULFONAMIDAS.

Condiciones:

Columna: 25 cm x 468 mm d.1i.

Fase estacionaria: Lichrosorb RP 8.

Fase movil: Acetonitrilo-agua (pH=7) ®org = 0.2; NH4qAcO
0.05 M.

Flujo: 1 ml min—1

Temperatura = 400C.
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FIGURA 5.2
SEPARACION DE SULFONAMIDAS.

Condiciones:

Columna: 25 cm x 48 mm d.i.

Fase estacionaria: Lichrosorb RP 8

Fase mévil: Acetonitrilo-agua (pH=7) $opg = 0.2; NH4AcO
0.05 M.;TBA Bx10~3 M.

Flujo: 1 ml min—1

Temperatura = 400C.

Sulfamerazina.
Sulfametazina.
Sulfametoxasol.
Sulfabenzamida,

Sul faguinoxalina.
Ftalil sulfatiazol.

OOodhON
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Sulfamerazina.
Sulfametazina.
Sulfametoxasol.
Sulfabenzamida.
Sulfaquinoxalina.
Ftalil sulfatiazol.

O od Qe

45

o

q 10 20 30 40 T (min)

FIGURA 5.3
SEPARACION DE SULFONAMIDAS
Condiciones: ) .
Columna: 25 cm x 468 mm d.1i.
Fase estacionaria: Lichrosorb RP 8 .
Fase movil: Disolvente ”"A": acetonitrilo—agua (pH=7);

Porg 0.2; TBA 0.005 M.; NHgqAcO 0.05 M.
Disolvente "B”: acetonitrilo—agua (pH=7)

®opg 0.2; TBA 0.005 M.; NHqAcO 0.7 M.
Flujo: 1 ml min~—1l; T = 300°C,
Gradiente:
Tiempo O g 10 40
% A" 100 100 o) o)
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La figura 5.1 nuestra el cromatograma obtenido de
la mezcla de sulfonamidas en una c¢columna de fase
reversa sin contraion, con fase movil .acetonitrilo-
agua, a fraccion volumica de acetonitrilo 0.2, en
presencia de acetato de amonio 0. 05 H. En estas
condiciones las sulfas estdn ionizadas, sgon poco
retenidas por la fase estaclionaria apolar y no se
observa separacion entre sus componentes. '

La figura 5.2 mnuestra el cromabograma obtenido de
la separacion de la misma mezcla de gulfonamidas en la
misma columna, pero equilibrada con TBA a una
concentracion 5x10"3 M y con las mismas proporciones de
acetato de amonio y de acetonitrilo. El efecto del
contraion en este caso es notable, la retencidn aumenta
considerablemente para algunos compuestos logrédndose la
separacion deseada; sin embargo, el tiempo de andlisis
es excesivamente largo.

OPTIMIZACION DE LA SEPARACION.

Como Se ha mostrado en capitbulos anteriores, en
cromatografia de pares de iones en fase inversa, la
retencion de los solutos disminuye proporcionalmente a
la concentracion de sales en la fase movil, debido a un
efecto de competencia. (Ver capitulo IV). Se pensd
entonces gque un gradiente de elucidn basado en un
aumento en la concentracion de acetato de amonioc en la
fase mnovil deberia permnitir optimizar el tiempo de -
andlisis, ademngds de dar lugar a resultados nmuy
reproducibles. En efecto, la composicidén de la fase
estacionaria varia mnuy poco durante un gradiente de
sales y como consecuencia se requiere un tiempo. minimo
para- reequilibrar la columna y regresar .a las
condiciones iniciales. Por al contrario, si se
efectuara un gradiente de elucidn basado en la
proporcion del disolvente orgédnico, se tendria no solo
una variacion en la composicidn de la fase movil, sino
también un cambio en la concentracion de contraion en
la fase  estaclionaria y, consecuentemente, el tiempo
raequerildo para reequilibrar la columna a lasg
condiclones inicilales seria mayor.

La figure 5.3 nuestra los resultados obtenidos en
la separecicdn de la misma mezcla de sulfas, usando un
gradiente de elucion dae acetato de amonio, por
cromatografiea de pares de iones, en fasge raversa y con
TBA como contraion., La sgeparacion se efectud con un
disolvente "A", conteniendo acetabto de amonio 0.05 M.
acetonitrilo — agua, a una fraccion volumica de
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acetonitrilo de 0.2 y TBA 0.005 M. y un disolvente "B",
que contenia acetato de amonio 0.7 M. y las mismas
proporciones de acetonitrilo y de contraion. El flujo
se fijd a 1 ml/min y la temperatura a 30°C.

El programa empleado para el gradiente de elucidn
fué el siguiente:

Tiempo (min) 0 g 10 40
%z A 100 100 0 ¢
% B a ] 100 100

REPRODUCIBILIDAD DE LOS TIEMPOS DE RETENCION.

Para probar la reproducibilidad de los tiempos de
retencidn empleando un gradiente de elucidn de sales,
se efectud la separacidn de una mezcla de sulfas y se
repitid varias veces la misma operacidn. Al final de

cada separacidn, la columna Se reequilibrd con
sélamente 5 ml de la disolucidn "A”, (aproximadamente 2
veces el volumen muerto del sistema), antes de efectuar
la inyeccidn siguiente. La tabla 5.2 muesbra los

resultados obtenidos, que denotan la reproducibilidad
de los tiempos de retencidn.

La variacidn en el tiempo de retencidn para cada
soluto fué menor del 2%, lo cual es aceptable teniendo
en cuenta los cambios *tan bruscos efecbuados en la
concentracidn de sales en la fase moévil durante la
elucidn.
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TABLA B.2

REPRODUCIBILIDAD DE LOS TIEMPOS DE RETENCION PARA UNA

MEZCLA DE SULFONAMIDAS POR CROMATOGRAFIA DE PARES DE IONES

EN COLUMNA DE FASE REVERSA USANDO GRADIENTE DE
CONCENTRACION DE SALES (1).

RSN
tiempo retencidn en prueba # |tr ox108 %CV
SOLUTOS 1 2 3 = b (2) {3} (4)
Sulfamerazina 7.0 7.1 7.0 7.1 .91 7.0 8.4 1.2
Sulfametazina 8.8 8.0 8.8 9.0 8.¢] 8.9 10 1.5
Sulfametoxasol] 2.7 10.0 10.0 10.0 2.7 2.8 18 1.7
Sulfabenzamide 13.2 14.83 14.3 14.8 18.8114.1 24.9 1.76
Ftalil sulfa- 1.6 20.3 20.3 20.8 12.2]|20.1 81.9 1.59
tiazol

CONDICIONES:

Columnas 285 cm x 46 mmn d.i.

Fase estacionaria:

Fase movil:

Disolvente "A":

Disolvente ”"B”:

TBA Bx10~9M.;

TBA Bx10~3HM.;

Flujo: 1 ml min—1
Temperatura: 300C.

Lichrosorb RP &

acetonitrilo—agua (pH=7); ¢org‘0 23

NH4AcO O.05 H.

acetonitrilo—agua (pH=7); @opg=0.2;
NH4AcO O.5 M. :

Gradiliente:
TIEMPO {(min) o 10 13 15 30
% B (0] 10 30 100 100

(1) Al terminar cada prueba se pasaron b ml de disolvente

"A”, antes de la sigulente inyeccidn.
(2) Tliempos de retencion en minutos.
{3) Desviacion esctanderd en unildades de tiempo.

(4 % de coeficiente de varliacion:

#CVaso/tr x 100
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CONCLUSIONES GENERALES.

L.Los resultedos obtenidos en este trabajo han
permitido definir de manera baatante clara la
influencia de los principales pardmetro=s de composicidn
de la fase movil sobre el comportamiento de los
slstemas de Cromatografia de Pares de Iones.

Los estudlos =sobre al adsorcion de contraiones
catlionicos {iones tetraelquilamonio ginétricos) en
columnas de fase reversa quinmicamente unida muestran
que é&sta estdé controlada principalmente por:

- la proporcion de disolvente orgdnico en la fase
movil

- la concentracion del propio contreion en ese fase

- la longitud de las cadenas hidrocarbonadas
{hidrofobicidad)} del contraion.

En menor medida también intervienen en este proceso
la concentracion y el tipo de sales disueltas en el
eluyente.

Considerando unicamente los parametros de mayor
influencia se establecitd una ecuacion empirica que
permite predecir la .- concentracion de contraion
adsorbido en la fase estacionaria para diferentes
composiciones de la fase movil. Este ecuacidn tiene la
rnisme estructura, aunque diferentes coeficientes, que
otras reportades en le literatura pare la adsorcion de

contaiones anionicos de cadensa lineal. Este hecho
denuaestra que independientemente de 84 carge 0
estructure {globular o lineal) todos los iones

voluninosos se adsorben en las columnas de fase reversa
siguiendo las mismes leyes de comportamiento.

La wutilidad préctica de la eaecuacion de adsorclodn
del contreion esg considerable como se@ demuentra a
continuacion:



lo. Permite calcular 2 priori el tliempo que se
requerird para equilibrar la columna con una fase mRovil
de composicion dada.

20. En el caso de ciertaes composiciones de fase movil
para -  las cuales el tiempo de equilibrio.es sumamente
largo, la acuacion pernite deducir alguna otra
composicidn del eluyente que de&é lugar & la nisna
concentracion de contraion adsorbido (fase isoactivante
en contraion)y; para la cual el tiempo de equilibrio sea
corto. De esta manera, una vez equilibrada la columna
con &l segundo sluyente, se podréd pasar a la fase movil
deseada inicilalmente logrdndose el equlilibrio con esta
fase es un tiempo minimno. '

3o. Pare las separaciones que requieren gradiente de

elucion se pueden preveer los disolventes "débil” vy
"fuerte”, de modo gue sean lsocactivantes en contraion;g
asi, durante la separacidn, la fase estacionaria no

cambia, logréandose metodos sumamente reproducibles.

40. Para el estudio de log mecanisros de retencion en
cromatografia de pares de 1iones es absolutamente
indispensable conocer la corposicion de la fage
estaclionaria bajo cualquier condicion de compogicidn de
fase movil. La ecuacion aqui presentada facilita este
conoclimiento.

En lo que se refiere - la retencion de los solutos
se ha demostrado que estd gobernada por dos tipos de
recanisros principales, cuya predominencia depende de
la fuerza de los efectos hildrofobos que ejerce la fase
aovil sobre el soluto y sobre @&l contraion.

£l origen de estos dos mecanismos se basa en la
propia estructura de la fase estacionaria en:presencia
de contralones hidrofobos. En efecto, los resgsultados
obtenidos muestran que la fsge estacionaria en estos
sistemas estd constituida por dos capas capaces de
participar ambas en la retencion . La primera caspa estcéd
formada por las cadenas hidrocarbonadas del soporte y
los contralones en ellas sadsorblidos, constituyéndose
asi wuna superficile idnilca. A esta superficle estd
asocliade la segunda capa formaeda principalmente por una
nube de iones de caerga opuesta a la del contrelon (co-
iones). Los 1lones de la segunda capa a diferencia de
loa contraionezs adsorbldos poseen une mayor libertad da
movimiento.
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Cuando los solutos 1ionicos poseen una superficie
hidrocarbonada peguafiia o los contraioneas son
relativamente POCO hidrdfobos, el macanisnmno de
retencion predominante es el intercaembio ionico; en
este caso el soluto desgplaza a un co—-ion de la nube
ionica y Be coloca en la fase estacionaria al nivel de
la segunda capa.

En @l casso de solutos y de contraiones con nayor
superficie hidrocarbonada, los efectos hidrdfobos que
ambas especles experimentan hacen posible la formacidn
de de un par de lones soluto-contraion en la superficie
del soporte (la. capa). Este mecanismo, aunado =al
intercaembio idnico, incrementa considerablemente la
retencion de los solutos.

En los sigtemas de cromatografia de pares de iones
el efecto de la proporcion de disolvente orgdnico en el
eluyente es sumamente compleJo, ya que este factor
actua a la vez sobre la cantidad de contraion que se
adsorbe en la fase estacionaria y sobre el valor de la
constante de intercambioc ionico y, en su caso, sobre el
valor de la constante de equilibrio de formaciodn del
par ionico en la superficie del soporte. El trabajo que
hemos efectuado no permite profundizar en estas
diversas influencias, sin embargo establece una base
firme para continuar con estos estudios.



~120-

BIBLIOGRAFIA.

(1) Howard G.A. & Martin A.J.P.
J.Biochem., 46(1850)532.

{(2) Horwit=z E.P. & Bloomquist C.A.
J. Inorg. Nucl. Chem., 384(1972)3851.

(3) Wahlund K.G. & Groningsson K.
Acta Pharm. Suecica, 7(1870)815.

(4) Eksborg S., Lagerstrom P., Modin R. &
Schill G.
J. Chrom. 83(1973}8¢2.

(5) Bockris J. O’M. & Reddy A.K.
Electroquimica Moderna, Vol. I , Reverte,

(1878)248-2093.

(8} Pople J.A.

Proc. Royal Soc.A 205(1251)1863.

(7) Bernal J.D.
Proc. Royal Soc., A 280(1964)289.

(8) Fransson B., Wahlund K.G., Johansson I.M.&
Schill G.

J. of Chrom., 125(1978)327-334.

(92) Wésterlund D. & Theodorsen A.
J. of Chrom., 144(1877)34.

(10) Tomlinson E., Riley C.M. & Jefferies T.HN.,
Jd. of Chrom., 173(1979)89

(11) Van de Venne J.L:, Hendrikx J.H.L. &
Deedler R.S.,
J. of Chrom., 1687(19788)4.

(12) - Knox J.H.& Laird G.R.
J. of Chrom., 122(1978)17-384.

(13) Terwel j—Groen, C.P. & Kraak J.C.
J, of Chrom., 138(1977)250.



(14)

(15)

(18)

(17)

(18)

(18)

{(20)

(21)
(22)
(23)
(24)

(25)

(28)
(27)
(28)

(29}

-la24~-

Knox J.H. & Jurand J.,
J. of Chrom., 203(1981)85-92

Bidlingmeyer B.A., Deming S.N., Price W.P.,
Sachok B. & Petrusek M.,
Jd. of Chrom., 188(19798)418~434,

Melander W.R., Horvath C.,
J. of Chrom., 201(1980)211-224.

Van de Venne J.L., Hendrikx J.H.L. &
Deedler R.S.
Jd. of Chrom., 187(1278)1-18

Knox J.H., & Laird G.R.,
J. of Chrom., 122(1976)17

Vera A.L.E.
Tesis de Doctorado de 38er. Ciclo.
Universidad Pierre et Marie Curie. Paris 1979.

Deedler R.S., Linssen H.A.J., Konijnendidk A.
& Van de VYenne J.L.M.,
Jd. of Chrom., 185{1879)241.

Knox J.L. & Hartwick R.H.
J. of Chrom., 204(1881)3-21.

Hung C.T. & Taylor R.B.,
J. of Chrom., 202(1880)}333-345.

Hung C.T. & Taylor R.B.,
J. of Chrom., 208{1881)175-190.

Johnegon E.L., Stevenson R.,
Basic Ligquid Chromatography; Varian, S.A.,1877

Charlot G.,
Chimie Analytique Cuantitative II.
Masaon, 68th. edition, Paris, 1974, p.8342.

Horvath C. & Melander V.
J. of Chrom. Sci.,15(1877)385-387.

Vera A.L.E.
Tesls de Doctorado de 3er. Ciclo.
Univ. Plerre et Marie Curie. Paris 1879.

Terwel j-Groen C.P., Heemstra S. & Kraak J.C.
J. of Chron. ,181(1278)89.

Kraak J.C., Jonker K.M. & Huber J.F.K..
J. of Chrom., 142(1877)871



-1256~-

(30) Horvath C., Melander W., HMHolnar I.
J. of Chrom., 125(1878)129.

(31) Melander W.R., Kalghalgi K. & Horv&th C.
J. of Chrom., 201(1880)201-208.

(32) Melander W.R. & Horvdath C.
J. of Chrom., 201(18803}221-224.

(33) Krask J.C. & Huber J.F.K.
J. of Chrom., 102(1974)333-351.

(34) Terwelij 6., Heemstra S. & Kraak J.C.
J. of Chrom., 1681(1878)69-82.

(35) Van de Venne J.L.M., Hendrikx J.L.H.HM. &
Deedler R.S.,
J. of Chrom., 187(1878)i-186.

(36} Knox J.H. & Laird G.R..,
J. of Chrom., 122(1876)17—-34.

(37) Kong R.C., Sachok B.& Deming S.A4A.,
J. of Chrom., 128(1880}307-316.

(38) Shoenmakers P.J., Biliet H.A.H.d& Galan L. de
Chromatographia 15(1282)208.

(38) Kraak J.C. & Huber J.F.K.
J. of Chrom., 102(1974)342.

(40) Perkin Elmer.
Catbdlogo del Cromatdgrafo. Apéndice 1.

(41) Hung C.T. & Taylor R.B.,
J. of Chrom., 208(1881)175-120.

(42) Davies J.L. & Laird G.R.
Proc. Royal Soc., A 245(1258)417—-428.

(43) . Bidlingmeyer B.A. & Deming S.N.,
J. of Chrom., 188(1978)419-434.

(44) Bidlingneyer B.A.
J. of Chrom. Sci., 18(1880)526-539.

(45) Knox J.H. & Hartwick R.A.,
Jd. of Chrom., 204(1281)3-21.

(46) = Deedler R.S., Linaen H.A.J. & KonijnediJk
A.P. & Van de Venne J.L.H.,
J. of Chronm.,185(1873)241-257.



(47)

(48)

(49)

(50)

(51)

(52)

(53)

{54)

(55)

(58)

(57)

(58)

—-128~

Phan-Tan—Luu R., Feneuille D. & Mathieu D.,
Cours de Metodologie de la Recherche
Experimentale.

Labortoire de Prospective Rdéactionnelle et
d'Analyse de 1'Information.

Universite de Aix—MNarseille.

Miller I. &.Freund J.
Probabilidad y Estadistica para Ingenieros.
Reverte, Mex., 1873, p.373.

Dawson, Elliot & Jones.,
Data of Biochemical Research, 2a. Edicidn.
Oxford University Press, N.Y.

Windholz Budavari et al.
The Merck Index., la. Ed.
Merck & Co., Rabivan N.J., U.S.A.,1883.

Code of Federal Regulatlons, Section 21,
National Archives and Records Service,
General Services Administration, U.S.
Government Printing Office

Washington, D.C.,1975.

Tishler F., Sutter J.L., Bathish J.N. &
Jagman H.E.,
J. Agr. Food Chem., 18(1988)50.

Felling J. & Wesstheimer J.,
J. Agr. Food Chem.,18(1988)738.

de Zeeuw R.A.,
J. of Chrom., 48(1870)27.

Fravolini, A, & Brgliomini A. ,
J. Ass. 0Offic. Anal. Chenm., 52(1868)787.

Gyllenhaal 0. & Ehrsson H.,
Jd. of Chrom., 107(1975)327.

Miller H.HM.,
J. Ass. Offic. Anal. Chem., 53(1870)1100,

Su Stephen C., Hartkopf A.V. & Karger B.L.
J. of Chrom., 118(1976)523-538.



	Portada
	Resumen
	Índice
	Introduciión
	Capítulo I. La cromatografía de Líquidos Moderna
	Capítulo II. Condiciones Experimentales
	Capítulo III. Estudio de la Fijación de Iones Tetraliquilamonio sobre Fases Apolares Químicamente Unidas
	Capítulo IV. Estudio de la Retención de los Solutos
	Capítulo V. Ejemplo de Aplicación: Separación de Sulfas
	Conclusiones Generales
	Bibliografía

