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l. l NTRODUCC ION 

Un gran número de los compuestos de interés biológico o 

farmacéutico presentan actividad ópllca y, aún en la actualidad, 

una buena parte de ellos se siguen utll1zando o administrando en 

forma de racematos. Sin embargo, se han encontrado notables 

diferencias de actividad en numerosos estercols6meros e incluso se 

dan casos en donde uno de los isómeros produce efectos 

toxlcológlcos farmacológicos Indeseables, por lo que es 

necesario realizar un control estricto de la pureza lsomórlca. 

Estas diferencias de actividad son, a menudo, detectadas entre 

enanllómeros, los estereolsómeros que mayor dificultad presentan 

para su separación. 

Las dificultades técnicas y el costo adlclonal que implica la 

resolución de racematos son los argumentos que comúnmente se 

esgrimen para continuar utilizando la mezcla. Sin embargo, el uso 

de racematos está cada vez más controlado y limitado, y de hecho, 

sólo se permite cuando se demuestra que el Isómero "lnacllvo" es 

completamente inocuo. 

De lo anterior se comprende el interés creciente en el campo de la 

producción farmacéutica y en el área de la Bloqulmica por impulsar 

la investigación y desarrollo de métodos de separación de 

compuestos racémlcos, tanto a nivel analltico como preparativo. 

Los métodos tradicionalmente utilizados en las separaciones y 

puriflcacioncs enantiomérlcas, como la crlstallzación selectiva y 

los sistemas enzlmát leos diferenciales, presentan las 

desventajas de ser largos y tediosos, y de uso muy limitado por 

su excesiva especificidad. Se logró un avance significativo en 

este campo cuando se empezaron a investigar las poslbil idades 

de separación de es tos compuestos mediante varios métodos 

cromalográflcos cléslcos como la cromatograf1a en capa fina, en 

papel y la cromatografia de 1 iquldos. 

En efecto, la gran flexibilidad, rapidez y el alto poder de 

resolución ac los métodos cromalográflcos las convierten en una 



horramienta muy poderosa para la separación y anal isls de una gran 

diversidad de compuestos. En particular, los métodos modernos de 

alta resolución, la cromatografla de gases capilar y la 

cromalografla de liquidas de alla eflcicnci:J, h<i.n permitido llevar 

a cabo separaciones de compuestos de naturaleza muy similar. 

En el caso de las mezclas enantlomérlcas, el uso de estas técnicas 

requiere de condiciones especificas, diferentes a las que 

reeularmente se necesitan para la separación de cualquier otro 

tlpo de mezclas. El sistema cromatoeráfico debe mostrar una 

selectividad especial hacia la estructura geométrica del 

enantlómero, lo que ln1plica la existencia de componentes quirales 

en el sistema de separaclon, capaces de interactuar con los 

enantiómeros para formar dos compuestos dlastereoisoméricos 

diferentes, teóricamente más filclles de discriminar. 

La separación cromatográfica de enantlómeros con intervención 

de reacciones de formación de diaslercolsóm~ros puede lograrse por 

tres métodos diferentes: 

(1) Formación de derivados de los enantlómeros con un reactivo 

qulral, previo a la corrida cromatográflca. 

(2) Uso de una fase estacionarla qulral. 

(3) Adlc16n de un componente qulral a la fase móvil. 

Los dos primeros métodos han sido explorados por cromatografia de 

gases dando resultados satlsfactorlos en la separación de algunos 

racematos. Sln embargo, la apl lcación de esta técnica está 

limitada por el requerimiento de volatl i idad de los solulos y/o 

sus derivados, asl como el de estabilidad térmica de los 

compuestos a separar y de las fases estacionarlas qu1rales 

utilizadas. 

La cromatografla de l lquldos de alta eficiencia es 

una alternativa interesante para la resolución del problema aqul 

planteado, ya que pueden utilizarse los tres métodos de separación 

y no presenta las limitaciones antes mencionadas para la 

cromatografia de gases. En particular, tanto para el segundo como 

para el tercer método, la técnica denominada "cromalografia de 

intercambio de llgantes" ofrece grandes poslbllldades. 

Esta técnica desarrollada por Davankov y col desde 1968 (1), 

ha permitido obtener resultados muy positivos en la separación 



de compuestos con propiedades flsicoqulmicas similares. En la 

bibl lografia se encuentran publicados numerosos ejemplos de 

selectividad estereolsomérlca por complejaclon con quelatos 

metál leos quirales. 

En este trabajo hemos estudiado el efecto de los principales 

parámetros de la fase móvil sobre la retención y la selectividad 

enantiomérlca en un sistema de lntercamblo de llgantcs. 

Con el objeto de tener la mayor versa ti l ldad posible, 

utilizando una columna simple y de uso común, hemos seleccionado 

el método que consiste en adiclonar especles complejantes 

qulrales al eluyente empleando una fase estacionarla aqulral 

inversa. 



ll. GENERALIDADES 

Il. t. Los isómeros óplicos y su separación. 

La IUPAC establece qu!'t los isómeros son compuestos con 

fórmulas moleculares ldbnUcas pero con diferencias en la 

secuencia 6 tipo de enlace de sus ;Hemos. 

Los estereols6mcros son isómeros estructurales con constitución 

idéntica pero diferente arreglo espacial de sus átomos. Los 

factores de sl•etria claslflcan a los estereols61neros como 

enantlómeros o diastcreolsómeras; los primeros son moléculas que 

son imágenes especulares, no superpanlbles; los últimos comprenden 

a los estereolsómeros restantes. 

Todos los ena.ntlórneros al reaccionar con reactl vos 6ptlcam7nte 

inactivos tienen la misma. constante de velocidad de reacción e 

igual constante de equilibrio; es decir, en ausencia de un medt.o 

ópticamente activa, todas las propiedades qutmlcas de dos 

enantlómeros son iguales, por lo que su separación es un problema 

mucho más dlflcll que la separadón relativamente simple de 

isómeras geométricos, dlastcreolsómeros 6 isómeros posicionales. 

Sin embargo, en prescncla de reactivos ópticamente activos ó 

qulrales, las reacclones de dos enantiómeros pueden tener constan­

tes de velocidad diferentes y debido a que los productos de tales 

reacciones son compuestos dlastereoisomérlcos con propiedades 

f1sicas diferentes, pueden en principio separarse por métodos como 

destllación o crlstallzac1ón fraccionada; igualmente, debido a 

diferencias en su forma 11\olecular y polaridad, difieren en sus 

caracter1sticas de adsorción, por lo que pueden utl llzarse los 

métodos cromatográ.flcos para su scparaclón. 

Muchos compuestos de interés biológico presentan lsornerla óptica y 

con frecuencia e:x.lsle una gran dlferencla de actlvldad fislológlca 

entre ambos isómeros, llegando a darse casos en que uno de los 

enantiémeros presenta algún grado de toxlcidad. Es por ello que, 

desde el siglo pasada, se ha tenldo 4n gran interés en 



desarrollar métodos adecuados y ritpldos para el analisls de 

estos interesantes compuestos. 

El pionero en las separaciones quiralcs fuC Luis Paslcur, 

quien en 1848, valiéndose de un microscopio, logró la separación 

de los enantiómeros de tartrato de sodlo y amonio. Pasteur 

demostró que solo el isómero dextro del tartrato racómico se 

consumla durante la fermentación, mientras la forrn<i levo 

permanecia intacta. 

Durante más de un siglo, los ünlcos métodos empleados en las 

separaciones enantlomérlcas fueron: resolución espontánea, 

separación diastereolsomérlca y reacllvidad enzlmá.Uca diferencial. 

Se logró un avance signlficatlvo en este campo de separación 

cuando se probaron compuestos capaces de formar con:u:>lejos qulrales 

de inclusión, en los cuales la molécula que se desea separar queda 

encerrada en una cavidad quiral. Entre estos compuestos se pueden 

citar las clclodextrlnas, el ácido deo:dcóllco y los éteres 

c1cllcos, aunque no se desarrollaron apl 1 caclones poster lores con 

estos sistemas. 

Tradicionalmente se ha utilizado una comb1nacl6n de separaciones 

qulmlcas y flslcas, en las cuales el procedimiento predominante ha 

sldo la conversión de enant16meros a dlastereolsómeros seguida 

por cr1stallzac16n (2). En el siguiente esquema se muestra la 

formación de dlastereols6meros para un ácido racémico y una 

base orgánica 6ptlcamente activa. 

D,1..-:cldol-> (D-ácldo+D-base)----------> 

O-base ~ {L-ácldo•D-basel -----+ 

O-ácido 

L-ácido 

En condlclones de reacción adecuadas, todo el ácido se convertirá 

en dos diastereoisómeros diferentes, {O-ácido + O-base) y (L-ácido 

+ D-baseJ q~e pueden separarse por distintos métodos flslcos. 

La elección del agente quiral para un grupo particular de 

enant16meros se basa en la naturaleza de los grupos funcionales 

presentes, su d1sponlbil1dad y el conocimiento de las condlclones 

adecuadas de reacción. Sin embargo, la formación de una mezcla 

dlastereisoJl!érlca con un determinado agente quiral no garantiza 

la separación 1somér1ca; serán la magnitud de la diferencia fislca 



entre los dlastereisómeros y la eflclcncia del sistema de 

separación los factores que influyan en el grado de resolución. 

Otro camino menos conocido es la técnica introducida por 

Dlckey (3), en la cual se prepara sllica gel en presencia de 

ciertas mol&culas orgánicas; estas moléculas son posteriormente 

extraldas, dejando impresa en la superflc1e de la silica la huella 

de su forma; de esta manera la superflcie de la sllica puede 

presentar una gran aflnldad para la adsorción de compuestos de 

estructura similar al modelo utilizado. Por ejemplo, la impresión 

con (+)-N-metll-3-metoxlmorflna proporcionó la resolución parcial 

de su racemato. 

La mayorla de los métodos mencionados presentan bajas 

eflc1enclas e involucran un gran número de etapas para lograr la 

separación. 

La lntroduccl6n de la cromatograf ia como una nueva herramienta de 

separación creó la oportunidad de obtener separacl.ones 

enantloméricas más eflclentes. El sistema cromalográflco debe 

mostrar una clase especifica de selecllvldad hacia la geometrla 

del enanl16mero; esto implica la existencia de componentes 

qulrales en la fase móvil o cstaclonarla, capaces de interaccionar 

con los cnantl6meros para formar una mezcla dlastereoisomérlca. 

La resolución enanllomérica por cromatografia puede dividirse 

arbltrarla111ente en dos clases (2): directa e indirecta. 

En la separación indirecta los enant16meros se convierten en 

compuestos dlastereolsomérlcos al reaccionar con un reactivo 

quiral y los diastereolsómeros formados se separan en un sistema 

cromatográflco aqulral. 

La separación directa tiene dos variantes: 01 los enant16mcros o 

sus derivados lno dlasterealsomérlcas} se pasan a través de una 

columna que contiene una fase estacionarla qulral y 121 los 

solutos se pasan a través de uria columna aqulral, utlllzando un 

disolvente quiral o una fase móvil con un aditivo quiral. En 

cualquiera de las dos variantes hay formación de d!.astereolsómeros 

"ln sllu". 

En la mayorla de los casos se prefiere la separación directa 

porque se slmpllf!.ca la preparación y procesamiento de la muestra. 

6 



lo que conduce a minimizar el riesgo de racemlzación, adel]láS el 

método es mucho mas simple, más rápido, menos tedioso y en general 

más económico. 

Klemn y Reed (4) fueron los primeros en usar un soporte 

cromatográfico acorde al propósito de su separación en 

cromatografía de liquidas clásica. Estos autores aprovecharon la 

propiedad de compuestos ni troaromátlcos de formar complejos 

moleculares con otros hidrocarburo:. aromáticos través de 

interacciones n-n, e impregnaron sllicd con ácido (+)-a:-(2,4,5,7-

tetranitro-9-flu oren i llden aminooxl J propiónlco, logrando la 

resolución parcial del 1-naftil-2-butll éter y 2,4,5,6-dibenzo-

9, 10-dihidrofenantreno. 

Entre 1950 y los primeros afias de la década de los 60' s, la 

cromatografia de gases dominó el desarrollo de las técnicas de 

separación, encontrándose trabajos de separaciones dlf lcl les como 

mezclas de compuestos enriquecidos isotópicamente. 

dlastereolsómeros, etc; sin embargo, no se obten la aún éxl to en la 

separación directa de enantlómeros. 

En 1966, Gil Av, Feibusch y Charles publ lcaron la primera 

separación de enantloméros directa por cromatografia de gases en 

columnas capilares; usaron como fase estacionaria quiral 

éster laurillco de N-TFA-L-isoleuclna CN-TFA = N-trifluoroacetll) 

y lograron resolver algunos aminoácidos derl vados como ésteres 

N-TFA-lsoproplllco, 2-butll 1 co y t-butl!lco, pero sin conseguir 

la resolución de los derivados n-alqulllcos. 

Posteriormente se hicieron modificaciones estructurales a las 

fases estacionarlas tratando de mejorar su asociación con el 

soluto y en consecuencia la selectlvldad cromatográflca. 

Bletler y col. {5) sugieren un modelo de asociación entre el 

soluto (L' 6 D') y la fase estacionarla {L) a través de 

puentes de· hidrógeno entre los grupos carbonilo y amida 

presentes. Durante este proceso se forman diferentes 

combinaciones de complejos dlastereolsomérlcos en los cuales los 

isómeros O' -L y L' -L llenen un arreglo espacial diferente. 
Atribuyen esta discriminación dlastereolsomE!rlca, la 

selectividad qulmlca observada. 
Huchas ~uestras no pueden procesarse por cromatografla de 



r.ascs debido a que na son suficientemente volátiles para pasar a 

través de la columna 6 se descomponen por 1nestabll1dad térmica. 

En esta técnica la fase móvl l es un gas acarreador inerte y la 

posibilidad de que interaccione con un soluto o la fase 

estacionaria es mlnlmna. 

En los úl t irnos años de la década de los 60' s, los avances 

logrados en tecnología de columnas, desarrollo instrumental y 

conocimiento de la teorla cromfltográf1ca, asi como la experiencia 

acumulada en cromatografia de gases, hicieron posible el 

resurgimiento de la cromatografla de liquidas en su versión 

moderna, la cirnl reclbl6 el nombre de cromatografia liquida de 

alta eflclencla (a alta resolución). A partir de entonces, se han 

publ lcado un sinnúmero de apl icaclones de esta técnlca, tanto 

anal l tlcas como preParalivas, enfocadas principalmente a ta.s áreas 

de Hcd1c1na. farmacla, Biologla y Bloquimlca. 

Para cierto t lpo de separaciones la croma.tografia de l lquldo~ de 

alta eflclcnc1a (CLAEl presenta algunas ventajas sobre la 

cromatografía de gases. Entre ellas se pueden mencionar: 

- mayor posibilidad de lnleracclón con los compuestos de la 

muestra por la partlclpac1ón activa de la fase móvll. 

- posibilidad de modificar la S(>lectlvldad del slsterna por 1.:amblos 

ú:nlcamente en la composiclón de la fase móvil. 

- menor riesgo de d.escomposlclón o al te ración de la muestra o la 

fase estacionarla. 

Estas caracteristlca:s de la CLAE resultan ideales para abordar el 

problema de la separación de isómeros Opllcos, tanto por medios 

directos corno indirectos. 

Durante la segunda mitad de la década de los 70' s se puede 

considerar que el mayor esfuerzo de los cromatografistas, en lo 

que se refiere a la separac16n c1e enant16meros, estuvo dlrlglda 

hacla el desarrollo de fases estacionarias qulrales para 

cromalografla llqulda. 

Los primeros expcrlmentos de este tlpo se hicieron usando 

polimeros naturales con propiedades qulrales como fases 

estacionarlas (J). Posteriormente se 111ejor6 la enantiosclectlvldad 



a través de modificaciones estructurales a estos pol imero~ y la 

apllcac1ón de resinas sintétlcas (6-13). 

Pirkle es uno de los invcsllgadores que mas trabajos ha 

desarrollado con fases estacionarlas qulrales (14-16). En una de 

las primeras fases estacionarlas que slntet l~ó hizo reaccionar 

silica gel con alcohol fluoroanlranilico quiral y la ullltz6 

para resolver sulfóxldos, amlnas, lactom1s, an:inoñ.cidos, 

alcoholes, lloles e hldroxiá.cldos. Este autor propone que para que 

exista la d1ferenclac16n por interacción preferenclal deben 

ocurrir tres interacciones simultáneas con los enanl iómeros de un 

soluto y que las diferencias estructurales como son dlstrtbución 

de carga, tamaño, puentes de hidrógeno lnteracclones 

hidrof6bicas o de otro tipo, pueden contribuir a las diferencias 

de estabilidad entre los dlastereoisómeros formados. 

Pirkle y flnn desarrollaron más tarde una fase estacionarla qulral 

por reacción de 7-aminopropl 1-si l !.ca con (R)-N-(J, 5-dini troben­

zoll l fenilglicina. En esta columna separaron varios acoholes 

del Upo Ar-CH{OH)-R. La sustl tuclón del grupo feni io del 

aminoácido de la fase qulmicamente enlazada, por los grupos 

isobutllo e isopropllo, disminuyó progresivamente la separación. 

Estos autores concluyen que la estructura de los sustl luyen tes Ar 

y R tienen influencia en el reconocimiento quiral, aunque el 

número limitado de datos no les permite obtener mayor información. 

Posteriormente ampliaron la aplicación de esta fase la 

separación de bl-13-naftoles y concluyen que las tres 

interacciones responsables de la mayor af 1n1dad por un so luto 

enantlomérico son: 
<tl interacción n-n entre el grupo dlnltrobenzol lo de la fase 

qulral y un anillo del radical naftllo, 121 un puente de hidrógeno 

entre el grupo carboxilato de la fase qulral y el grupo 

hidroxilo del mismo anll lo, y lJl un puente de hidrógeno entre el 

hidrógeno a~lda de la fase qulral y el oxigeno del anillo naftllo 

no complejado. 

Hikes y col. (17) encontraron que podian resolver solutos 

racémicos de tipo helicoidal en columnas empacadas con particulas 

de mlcrosil\ca acopladas con algún agente quiral. Entre los 

agentes qulrales utilizados se encuentran TAPA, ácido {2-(2,4,5, 7-



tetnrnl tro-9-fluoreni l lden amlnooxl} proplónlco] y algunos 

derivados con sustltuyentcs en el centro qulral ácido como 

eli lo (TABA), lsopropl lo !TAIVA) y n-but!lo (TAHA) en lugar del 

mC't 1 lo de TAPA. Encontraron mejor separación cuando el 

agente qulral estaba unido covalentemente a la fase estacionaria, 

que cuando solamente la cubria. 

·"llenmark y col {lS} describen la resolución de una serle de 

N-aroll D,L-amlnoacidos usando sillca unida covalentemente con 

albúmina sérica bovlna en sistemas de fase inversa. 

G. Gubitz (19) estudió la aplicación de fases estilcionarlas con 

dlferentes llgandos qulrales {prolina, hidroxlprolina y ácido 

pipecóllco) en la separación de los enantlómeros de derivados de 

aminoácidos, dlpépl Idos e hidroxláddos, por intercambio de 

llgantes. Encuentran que la selectivldad varia en función del 

l lgando es tac tonario. 

Rlzzi y sus col. {20} determlnaEDn la lnfluenda de un tlpo 

de adsorbente disllnto, trlacetll celulosa, en la separaclón_de 

isómeros ópticos. Mencionan que la estructura qulmlca de este 

compuesto, favorece varlos tipos de interacciones con los grupos 

funcionales que comúnmente se encuentran en numerosos compuestos 

de interés biológico, propiciando su reconoclmlento qulral. 

Estudiaron además, el efecto que presentan sobre el proceso 

cromatográflco, dift:?rentes disolventes en la fase móvil y 

concluyen sobre su efecto en la retención, eflclencla y 

estereosclectividad de los solutos. 

Hacaudlere y col. (21} hacen un estudio acerca de la relación 

entre la estructura del soluto y la fase estacionaria qulral 

con la enantloselecl1v1dad; para ello trabajan con diferentes 

fases estacionar las derl v.1das como dlni trobenzo1 l t lrcslna, 

fenilgliclna y p-hldroxlfenllgliclna, y como solutos, a:-amlno 

ésteres, a-amino amidas y cx.-amino alcoholes, en sistemas 
cromatográficos de fase normal. 
Investigan también el cambio de disolvente orgánico en la fase 

móvil, observando en ocasiones lnverslón en el orden de elución de 

los salutes. Concluyen que los cambios en la composición de la 

fase móvil pueden modificar- la conforma.clón de las moléculas, 

dando lugar a diferentes procesos de reconoclmlento qulral. 

finalmente cabe mencionar que el éxito de los trabajos real12ados 
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por los investigadores antes menclonados y en particular por el 

grupo de Plrkle, condujo a que, desde hace aproximadamente cinco 

at\os, se comercializaran las primeras columnas de CLAE empacadas 

con fases estacionarlas qulrales. Estas columnas han lenldo buena 

aceptación, especialmente para trabajos de rutina, sin embargo, su 

uso más generalizado se ha visto limitado por· las siguientes 

causas: 

- precio muy elevado 

- baja reproduclbilldad entre columnas 

- estabilidad moderada de la fase estacionaria 

- eficiencia relativamente baja 

Por otro lado, las interacciones dlferenciales de los salutes con 

la fase estacionarla qulral son generalmente muy pequeñas y en la 

práctica no siempre resulta fácil implementar" la separación 

deseada. No obstante, contlnUa el desarrollo de fases 

estacionarlas qulrales {22), que resultan de utilidad en la 

separación de grupos restringidos de enantiómeros. El objetlvo 

ideal de los investigadores que trabajan en esta área, es lograr 

el disei\o de fases estacionarlas que cubran un campo de apl icaclón 

má.s extenso. 

Algunos grupos de investigadores se han dedicado al uso de 

fases estacionarlas aquirales y eluyentes que contienen un 

constituyente quiral (22-30), ya que la fase móvil puede 

modificarse fá.cllmente con diferentes componentes o distintas 

concentraciones de los mismos, y pueden utl llzarse columnas 

convencionales de fase inversa. Cuando se ellgc este tipo de 

sistemas hay que tomar en cuenta Las siguientes 

conslderaclones: 

- evitar el uso de reactivos inestables o dificlles de obtener 

- en el caso de aplicaciones preparativas el uso de este tipo de 

fases móviles complica el procesa de puriflcac16n 

- se aumenta la posibilidad de obtener ruido en la linea base 

- el reactivo quiral debe formar diastereolsómeros estables con 

los solutos enantloméricos 

- en muchas ocasiones los solutos enantlomérlcr.is pueden resolverse 

sin necesidad de formar derivados 
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- se utilizan generalmente columnas de fase Inversa, mucho más 

económicas y accesibles que las columnas de fase qulral. 

Básicamente hay dos mecanismos para resoluc16n enantlomérlca 

cuando se trabaja con eluyentes qui rales en CLAE: (ti pares de 

iones o 12> complcjaclón. Con respecto al primer mecanismo existen 

hasta la fecha pocas publicaclones y su éxito en la separación de 

enantiómeros es relativamente limllado. En lo que se refiere a las 

separaciones basadas en el segundo mecanismo, se reconocen al 

menos dos variantes principales: 

-aquellas en las que en el proceso de separación interviene 

ú.nlcamentc un reactivo qulral disuelto en el eluyente y 

- las separaciones basadas en la presencia de agentes qulrales y 

iones metállcos en el sistema. 

Hasta la fecha se dispone de escasa blbliografta relacionada 

con la presencia de agentes complejantes qulrales en el eluyente y 

poco se menciona en estas publ tcaclones acerca del mecanismo de 

enantloselectlvldad o los efectos de factores cromatográflco~ en 

dichas separaciones. 

La segunda variante corresponde a una apl lcaclón especifica de una 

técnica más general, la cromatografia de intercambio de llgantes 

(C!Ll. 

A continuación se mencionan algunos de los rcsul tados obtenidos en 

la separación de enanllómeros por adición de reactivos qulrales a 

la fase móvil. Los trabajos correspondientes a la CIL serán 

tratados en una sección especifica. 

Pettersson y Schlll (JO) utilizaron cromatografia de liquidas 

en fase normal para separar Jos enantlómeros de 

1 - arlloxl - 3 - lsopropil - amino - 2 - propano! usando (+)-10-

sulfonato de alcanfor como contraion y contenidos muy bajos de 

disolvente polar en la fase móvl l. Los autores proponen la 

formación de pares de iones dlastcreolsomérlcos entre los solutos 

y el contra! on qulral y que estos pares de iones presentan 

suficiente diferencia estructural para distribuirse en forma 

diferente entre la fase móvil y la fase estacionarla. Al Igual que 

Plrkle, proponen que para que se presente estereoselectlvidad debe 

existir un mecanismo de Interacción en tres puntos cercanos al 

si tlo quiral. Las tres interacciones necesarias en el proceso 
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estereoselectlvo de pares de iones parecen ser: 111 atr.acción 

electrostcltlca, 121 puente de hidrogcno entre el hidroxilo del 

salute y el grupo oxo Jel sulfonal" de uk.1.nfor, IJJ 

interacciones hidrofóbicas entre los grupos de anl l los. 

Cuando utilizaron (+)-3-bromo-10-sulfonato de alcanfor como 

contralón, se perdió completamente la estereoselectlvldad, 

probablemente por efectos estér leos que impidieron la formación 

del par iónlco. 

Pettersson y Nol (31) reallzaron un estudio sobre la resolución de 

ácidos carboxi l lcos sulfónlcos enantlor:1ér icos uti l lzando 

quinina, clnconidlna o qulnldlna como contraiones quirales; 

lograron la resolución de algunos der lvados del ácido mandélico, 

derivados de aminoácidos y algunos acldos carboxilicos. Especulan 

que la estereoselectlvidad puede mejorarse por la introducción de 

grupos rigldos y voluminosos en la vecindad del centro quiral del 

contra ion. 

Debows k y col. (32) presentaron estudios en los cuales 

utilizaron a ó ¡3-clclodextrinas como aditivos quirales en la 

fase móvil en CLAE en fase inversa. Aparen temen le las 

clclodextrlnas forman complejos de inclusión con varios compuestos 

de naturaleza ácida, básica o neutra. El salute con el cual 

trabajan de manera predominante es el ácido mandéllco y sus 

derivados; obtienen factores de selectividad del orden de l. 05. 

Hularz y col. (33) logran la separación de los isómeros de la 

pseudoefedrina, utilizando también clclodextrinas en la fase 

móvil. Sin embargo, con ninguna de las ciclodextrinas ensayadas 

pudieron resolverse los enantiómeros de la efedrina, otro de los 

solutos estudiado por estos aut_ores. 

En 1968 Rogozhln y Oavankov (1) mostraron que la 

cromatograf1a de intercambio de l lgantes podia usarse para 

separaciones quirates. Esta técnica abrió a los qulmlcos nuevas 

posibilidades de separación. 

11.2. Cromatografia de Intercambio de Llgantes. 

La CIL •surge en la década de los 60' s simultáneamente al 
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desarrollo de la Quimica de los compuestos de coordinación (34) 

como una aplicación de la cromatografia de intercambio iónico. 

proporcionando una técnica utll para la separación de compuestos 

capaces de formar complejos con iones metál leos. 

El intercambio de l igantes se asemeja al intercambio lónico en que 

en ambas sistefllas hay un intercambio de especies {generalmente en 

cantidades estequlométrlcas equivalentes) entre una dlsalucl6n 

externa y un adsarbente. La diferencia esencial es que en 

intercambio tónico la especie intercambiada es el contralon, 

mientras que en intercambio de liganles esta especie es un ligando 

y los contralones permanecen en el adsorbentc. Debido a que el 

número de variables en CIL es mayor que en intercambio 16nico 

convencional. es posible realizar un gran número de variaciones 

para modificar la selectividad de una separación. Además, la 

formación de complejos, que es la base de esta metodologia es un 

proceso que se diferencia del intercambio tónico y de la adsorción 

fislca por su gran selectividad. La formación rápida y revers.lble 

de complejos entre algunos iones metál leos y compuestos orgánicos 

donadores de electrones, se utiliza para ajustar la retención y 

selectividad tanto en cromatografla liquida como en cromatografia 

de gas; estas interacciones de coordlna.::ión son muy sensibles a 

diferencias pequel'las en la composición o estereoquimica del 

ligando donador. 

Inicialmente se utilizaron como adsorbentes resinas sulfónlcas en 

forma de sales con meta les de transición, pero en éstas la 

retención del ion metálico era muy débil; también se probaron 

resinas de intercambio 16n1co con grupos carboxi l lcos y fosfónicos 

y algunas resinas quelantes del tipo lmlnodiacetato que probaron 

ser mejores en cuanto a su capacidad para retener iones metálicos. 

En estas resinas, el mecanismo de intercambio de llgantes 

propuesto, está basado en la formación de complejos mixtos de 

adsorción del tipo RHA, donde R es un ligando que se encuentra 

unido a la fase estacionarla (ligando estacionarlo), M representa 

un ion metálico y A corresponde a un ligando móvil (salute). 

La formación del complejo RHA puede describirse a través del 

siguiente equl llbrio: 
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RM + A 

K-
""' __, 

<----- RHA 

Bajo condlc1ones de equillbrlo el U.gante A se distribuye entre 

las fases m6vll y estacionarla de acuerdo con la 

estabilidad termodinámica del complejo de adsorción formado. 

Cuando en un sistema cromatográflco de este tipo se tienen dos 

salutes, la selectividad cromatográf1ca estará dada en gran medida 

por la diferencia en estabilidad de los complejos formados por 

cada uno de el los con el ion metálico. 

Debido a que la formación de complejos de adsorción es un proceso 

que presenta gran selectividad, ésta tecnlca ha tenido bastante 

popularl.dad en la separación de compuestos lsomérlcos; los 

enant16ineros pueden separarse si contienen uno o más grupos 

funcionales capaces de complejarse con lenes metál teas de 

transición. Cuando un ststema cromatográf1co contiene complejos 

qulrales metal-ligando e interactúa con solutos enantlomér1cos 

(ligandos móviles}, puede presentarse dlscrlminaclón debido a la 

diferencia en establ l idad termodlná.mica de los dos complejos de 

adsorción dlastereolso11érlcos: una condlc16n indispensable para 

obtener separaciones eficientes es que la cinética de 

formacl6n/dlsociac16n del complejo sea rápida. 

La revisión más extensa acerca del uso de la CIL para la 

resolución directa de enantlómeros fué realizada por Vad1m 

Oavankov {34), quien explica este proceso como se muestra en el 

siguiente esquema: 

K 
R-Cu-R + O-Pro o R-Cu-D-Pro + R 111 

K 
R-Cu-R + L-Pro ~ R-Cu-L-Pro + R (2) 

<----

R-Cu-D-Pro + 2Py 
KD' 

ii-cu-(Pyl, + D-Pro (3) ____, 
<----

K 
L' R-Cu-L-Pro + 2Py ____, ii-cu-(PyJ

2 
+ L-Pro 111 

<---
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donde R es un ligando con propiedades qulrales, unido a la fase 

estacionaria (por ejemplo, L-Prolinal. 

Cuando se agrega Cultll a la resina qulral se forman complejos 

estacionarios que contienen dos ligandos fijados por ion metálico 

lR-cu-Íi). Cuando se agregan los enant lómeros de prol lna a la 

columna, se lleva a cabo el proceso de adsorción representado en 

las ecuaciones 111 y t2l del esquema. Los complejos estacionarlos 

se convierten entonces en complejos mixtos. Cuando el eluyente se 

hace más básico, usando plrldlna (Pyl por ejemplo, ocurre otra 

reaccl6n de desplazamiento mostrada en las ecuac lenes IJl y 141. 

Debido a las diferencias en las velocidades de formación y 

disociación de los complejos es tac tonar los (complejos 

diastereolsomérlcos), los dos enantlómeros se liberarán de la 

columna en diferentes tiempos. 

Se han descrl lo numerosos trabajos que involucran el uso de 

resinas que conUenen diferentes aminoácidos qulrales como 

ligandos fijos, acoplados con iones metálicos de transición ~orno 

CuUll (6, 7, 9, 10, 12. 35, 36). 

Lefebvre y col. (37) resolvieron algunos amlnoácidos utilizando 

geles de acrllamlda unidos covalentemente con complejos metál leos 

qulrales. Aparentemente se mejoraba la resolución cuando los 

aminoácidos estacionarlos contentan sustltuyentes aromáticos 

voluminosos. 

A pesar del éxito obtenido en las separaciones mencionadas 

anteriormente, la CIL en resinas o geles se caracteriza por una 

eflclencla baja y una fuerte aslmetrla en los picos. Esto es 

debido a las bajas velocidades de desorción de los llgantes que se 

encuentran fuertemente unidos al ion metálico estacionarlo. Por 

otra parte la baja eficiencia se puede alrlbulr también a las 

velocidades lentas de dlfuslón de los solutos en la estructura 

pollmérica de la resina. Una desventaja adicional de las resinas 

es su baja resistencia mecánica, lo cual limita las presiones de 

operación y los tiempos de retención pueden llegar a ser 

demasiado largos. 

En algunos trabajos publ \cadas posteriormente (38-41} se 

intentó sustituir la resina por sílice, depositando el metal en su 

superficie 6 incorporándolo en la matriz de la misma. Sin embargo, 
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los resultados no fueron muy alentadores, y.J quC' \\dt"íf!áS de 

no resolverse los problemas de baja 12:fL:ii:>1Kii; y .!.od!"!etria de 

picos, la fase estacionaria poco estable. 

particularmente en presencia de fases móviles acuosas. 

En 1978, Karger y col. {4.2} ('rnplcaron por prlrr:era vez, una fase 

estacionaria inversa y una fase movil qu(> contiene disueltos al 

agente quelante y al ion metal leo de transldon. Los !'l''-'\Jl tados 

obtenidos en separaciones de sulfas, peptldos, dansí.lamin..;acldos y 

ácidas aromáticos fueron notables, por la buena eflcltmda y 

simetria de picos, comparados con los obten1dos por los sistemas 

convencionales de lntercambl.o de l lgantes. 

Estos trabajos dieron ar tgen 

cromatografia de intercambio 

lo que podrlamos llamar 

dinámico de 1 !gantes, cuya 

caracteristtca prlnc1pal es la enorme fle:dbllldad del slslema. En 

efecto, sin necesidad de cambiar o modlflcar la columna, es 

posible hacer cambios en la naturaleza y la concentración del ion 

metálico y del agente quelante, lo que permite un fácll control de 

la retención y la selectividad. 

La técnica desarrollada por el grupo de Karger fué adaptada 

rápidamente a la separación de isómeros ópticos empleando agentes 

quelantes con propiedades qulrales, disueltos en la fase móvll. 

As1, en 1979. el mismo grupo de investigadores publicó la 

separación de enantiómeros de dans11amlnoácldos utilizando 

como agente qulral el L-Z-R-4-octll dlet11entrlamlna {donde R= 

etilo, lsopropllo o lsobulllol y como ion metálico Zn2
"" ó Cd 2

• 

(25). 

Kurganov y DavanKov (43) describen la resolución de varios 

aminoácidos en fase inversa ~ nor.mal al utlllzar complejos de 

Cuuu-N, N, U, N' -tetrametl l (R)-1, 2-propanodlamlna como adl tlvos . 

qulrales en el eluyente; los autores mencionan que para que se 

presente enantloselectlvidad, deben formarse complejos ternarios 

soluto-metal-llgando quiral~ la mayoria de los so lutos 

resueltos fueron aminoácidos aromáticos. 

Lam y Karmen (44) encontraron qu~ en fase inversa y en presenclil 

del complejo L-Hl.s-Cucrn en la fase móvi 1, se favorece la 

formación de complejos ternarios con amlnoá.c~dos bidentados. Con 

excepción de trtptofano y fenll a lanlna. entre más voluminoso 

17 



era el sustituyente en el carbono a. del soluto, mayor era el valor 

del factor de selecUvldad. Sin embargo, cuando sustltuian L-Hls 

por su é5ter met1 llco 6 su derivado acet1lado, se perdla 

parclal o totalmente la resolución. Proponen que al bloquearse 

el erupo amino , la complejación con el metal es más débil y se 

acompaña por pérdida de eslereoselectlvldad. 

lllmura y col (45) obtuvieron la resolución de un gran nilmero de 

aminoácidos enantiomérlcos neutros, básicos y ácidos, por 

cromatografia en fase inversa. utilizando un eluyente quiral que 

con tenia complejos cüprlcos de U- (p-toluensulfon 11 )-L-fen1 lalanina 

y N- lp-toluensulfonl 1 )-0-fcní lgl le lna, logrando mayores factores 

de resoluc1ón con el último reactivo. Concluyen que en el 

mecanismo de retenc1ón estereoselcctivo, el aditivo quiral se 

adhiere a la superficie de la columna de fase inversa y que el 

intercambio de llgantes ocurre con el quelato quiral inmovilizado, 

formándose complejos ternar los de di.ferente conformación y 

estabi 1 idad. 

Hare y Gil-Av {26) publican el uso de complejos Cu1111-prolina en 

eluyentes acuosos para la separación de amtnoácldos racémicos en 

columnas de intercambio catlónico. Muestran separaclones 

eflcientes, particularmente en aminoácidos aromáticos, aunque 

obtienen tiempos de retención demasiado largos y requieren 

condlclones de temperatura muy severas (75°C), lo cual puede 

ocasionar racemización del so luto durante el proceso 

cromatográf leo. 

Chow y Grushka {41) estudiaron la resolución de aminoácidos 

usando como aditivos qulrales algunos derivados del ácido 

aspártlco quelados con Cuu11. Encuentran que la resoluc1ón se 

mejora notablemente cuando utl lizan L-aspartl 1-n-butl lamlda en 

lugar de L-aspart i 1-etl lamida y un cambio menos drástico con 

L-aspartll-n-hexllamlda. Concluyen en su trabajo que las 

interacciones hidrofóbicas soluto-reactlvo qulral son esenciales 

para la resolución. 

Llndner y Hlrschbock {46) estudian el efecto del complejo quiral 

Cuuu-{R,R)-ácido n-octllamlda tartárico en la fase móvil y 

obtienen la resolución de varios aminoácidos a so0c. 
En la CIL intervienen mecanismos de complejaclón, por tanto, 
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los factores que afectan estos equ\ l \brlos, afectaran tambi.én los 

par~metros cromatográ.flcos del sistema; nlgunos factores que deben 

considerarse en esta técnica son: pH, temperatura, fuerza lónica, 

naturaleza del llgando qulral, naturaleza del lon metálico, 

sistema amorl1guador y el disolvente org<lnico, entre otros. 

la elecclón adecuada de la composición de la fnse móvil, Juega un 

papel criUco en la separación de enantl6meros por Cll .. En efecto, 

los factores antes mencionados afectan, en este caso, no solamente 

la retención sino también la estereosclecttvidad y por ello, el 

manejo adecuado de esta técnica de sepa rae ión exige un buen 

conoclmlento del papel que estos fac lores juegan, tanto en el 

equlllbrlo de complejac16n como en el cqu\l ibr\o de reparto. 

A contlnuacl6n, se discuten los aspectos generales de los 

principales factores que contribuyen modiflcar las 

caracteri.sticas de retención y estcreoselectlvldad en CIL. Esta 

discusión se enfocara, principalmente, al caso de la CIL en 

fase 1nversa, aún cuando muchos de los aspectos discutidos se 

apl1can por igual con otras fases estacionarlas. 

Il. 3. Factores que afectan la retención y selectividad en Cll 

d1nám1ca. 

11. 3.1. Naturaleza del ion metálico. 

El ion metálico es uno de los co111ponentes principales en el 

proceso de complejacl6n; los diferentes iones metálicos exhiben 

d1stlntas capacidades para reaccionar con un ligando. 

Schwarzenbach (47} clasifica a los cationes, de acuerdo con su 

tendencia a complejarse, en tres grupos: 

Grupo A: cationes con conf1guracl6n de gas noble 

Grupo B: callones con una subcapa d completamente llena 

Grupo C: iones de metales de 

incompletas. 

translcl6n con subcapas 

En el grupo A, predominan los fenómenos electrostáticos, mientras 

que en el grupo B, los iones son muy deform?bles, y los enlaces 

tienen en su.s complejos carácter predominantemente covalente. Los 
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cationes que generalmente se utilizan en cromatografia de 

1ntcrcamblo de l lgantes pertenecen al tercer grupo, en el cual se 

pueden encontrar las dos tendencias caracteristicas de los grupos 

A y B. El predominio de una U otra depende esencialmente de tres 

factores:potenclal de lonlzaclón, carga y tamaño del ion. La serle 

más extensamente investigada es la de los metales dlvalentes Hn. 

Fe, Ca, Ni, Cu y 7.n. En esta serle el radio lónlco disminuye y 

el potencial de ionización aumenta hasta llegar al cobre, en 

consecuencia, la establ l ldad aumenta progresl vamente hasta 

alranzar un máximo en este metal. 

Los elementos de transición llenen incompletos sus orbitales 

"d"~ estos orbitales se encuentran muy expuestos, proyectándose a 

la periferia de los átomos o iones, de tal manera que los 

electrones que los ocupan son sensibles a las variaciones del 

medio y reclprocamenle el los san capaces de influir en forma 

signlflcatlva en su entorno. Asi, muchas de las propiedades de un 

ion con una capa "d" lncomplela son muy sensibles al núme~o y 

arreglo de las electrones "d'' presentes. 

Es importante conocer algunos de los factores que afectan la 

velocidad de las reacciones de complejaclón. En principio puede 

decirse que las moléculas sin carga reaccionan con mó.s lentitud 

que los iones, y que a su vez los iones con estructuras complejas 

reaccionan a menudo más lentamente que los iones simples. 

Taube ha dividido a los complejos de acuerdo con su reactlvidad en 

dos grupos, denominados lábil e inerte(47). Un complejo es lábil 

si reacciona rápidamente (aprox 1 mln}, es decir, si los 

enlaces entre el a.tomo central y los 11gandos se rompen y 

vuelven a formarse con una frecuencia elevada, y es inestable 

si existe una concentración muy baja de complejo en 

las condiciones de equll ibr lo. 

El término Inerte se aplica para las reacciones que siendo 

termodinámicamente factibles proceden con demasiada lentitud. 

La reactlvldad de un complejo se encuentra lntlmamcntc 

relacionada con su estructura, la cual se puede discutir 

básicamente en función de dos propiedades: <11 número de 

coordinación: número de ligandos unidos y 12> geomctrla de 

coordinación: arreglo geométrico de los ligandos. 
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Los estudios realizados acerca de la reactividad de 

diversos complejos metálicos han llevado a la obtención de 

muchos resul lados interesantes. Reviste especial importancia la 

relación entre la estructura electrónica del ion metal leo y la 

reactivldad de sus complejos. Sln pasar por alto, que el tipo 

de llgante puede tener un efecto considerable, se han resumido en 

forma muy general los conocimientos sobre este lema de la 

siguiente manera: 

1) Entre los complejos de los metales de transición de la 

tabla perlodlca, los de las pi:-lmeras series exhiben la 

reactlvldad más elevada, y los de las últimas, la más baja. 

3) La naturaleza del ligando determina en forma decisiva la 

reactlvldad de un complejo: cuanto mayor es el número de ;Hornos 

donadores de un ligando, menor es la reactlvidad dC sus complejos. 

4) Los complejos que contienen átomos centrales que se 

caracterizan por poseer al tos números de coordinación, suelen ser 

más inertes que los complejos correspondientes de átomos con 

número de coordinación más bajo. 

5) Cuanto mayor es la carga positiva del ion central. más 

lentas son las reacciones de sus complejos. 

11. 3. 2. Efecto del disolvente orgánico. 

Las fases móvlles habituales en cromatografla de liquides de 

fase inversa son mezclas de agua con un disolvente orgánico 

miscible y menos polar, como metanol, acetonltr llo, etc. 

Experimentalmente se han desarrollado diferentes relaciones entre 

el factor de capacidad (k') y la composición del eluyente. 

Karger y col (48) estudiaron el comportamiento cromatográflco de 

mezclas de agua con metanol, acetonltrllo y acetona en diferentes 

proporciones y observaron una relación 1 lneal entre log k' y 

la fracción volumétrica del modtnc a dor orgánico para el 

sistema metanol-agua en el intervalo completo de composición 

{figura 1). 

Además, los mismos investigadores estudiaron el efecto producido 

por el cont.enldo de modificador orgánico sobre la selectividad 
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hldrofóbica, encontrando pérdida de selectividad al aumentar la 

concentración de dicho componente en la fase móvil (flg 2). Estos 

autores proponen que la selectividad en cromatografia de liqUtdos 

de fase inversa depende en algün grado de la concentración del 

disolvente orgánico en la fase móvil. 

Sin embargo, las variaciones encontradas en los factores de 

capacidad )' selectividad en cromatograf1a de fase inversa simple, 

no pueden extrapolarse a sistemas en los que la lnteracc16n 

hldrofóblca no es E!l ünlco mecanismo involucrado. Es necesario 

determinar experimentalmente tal influencia cuando, como en el 

caso de este trabajo, se presentan meca n lsmos de interacción 

adicionales. 

I l. 3. 3. Efecto de las sales. 

Entre las teorlas que describen las interacciones no polares 

en disolventes polares, solo se encuentra una que trata dichos 

procesos en términos de las propiedades del disolvente, tales como 

la tensión superficial y la constante dieléctrica, y aquéllas de 

los solutos, como área superficial y momento dlpolo. Este 

tratamiento de "efecto solvofóblcoM dado por Slnagoglu y sus col. 

(49). es más general que otros tratamientos y es fácilmente 

extrapolable a varios disolventes. 

Al aplicar esta teorla a la cromatografla de fase inversa, se 

considera que el salute se une a los ligandos no polares de la 

fase estacionarla para formar un complejo. Después de desarrollar 

un estudio teórico para estimar la constante de equilibrio para 

este complejo, se llega a la siguiente ecuación: 

ln k' = fJ + ~ ( llA (Hl + al + Mhl 0C
9 

• 11 + W - !._! ) + In RT 
e p;y-

donde fJ es la relación volumétrica de las fases móvil 

estacionarla: As es el á.rea superficial de una molécula de 

disolvente; M es el número de Avogadro; 1 es la tensión 

superficial del disolvente; te.ª es un factor que ajusta la tensión 
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?Sra les solutos n-hexanol ;¡ r.-oC'tanol. 
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superficial macroscópica a las dimensiones moleculares; ti>. es el 

área de contacto, determinada por las áreas de cada especie; w y a 

son parámetros que dependen del disolvente; e es la constante 

dleléctr lea del medio; !J.z es un parámetro que incluye factores 

como distribución de carga, tamaño molecular, etc., de cada 

especie; R es la constante de los gases: r es la temperatura; Po 

es la presión atmosférica y v es el volumen molar del disolvente. 

Al observar esta ecuación, podria suponerse que el efecto de 

la variación del disolvente es sumamente complejo; sin embargo el 

efecto de cambiar la composición del disolvente sobre el término 

de Van der \.laals (-w-ati>.). es pequeño en el caso de mezclas de 

metanol-agua y de acetonllrllo-agua. Además la variación calculada 

es casi compensada por el cambio correspondiente en el último 

término de la ecuación. Como consecuencia, los únicos parámetros 

del eluyente que son de interés son la tensión superficial, Kª y 

la constante dieléctrica. La variación en la constante 

dieléctrica afecta a las especies ionizadas, ya que hay . una 

supresión de la ionización en medios de constante dieléctrica 

baja. 

El mayor efecto sobre el factor de capacidad lo ejercen las 

varlaclones en la tensión superficial y el término Aa711cª-11. 

Según la ecuación sugerida, el factor de capacidad disminuye al 

disminuir la tensión superficial. lo que coincide con las 

observaciones experimentales. 

La adición de sales a la fase móvl l reduce en la mayoria de 

los casos la repulsión electrostática entre las moléculas de 

soluto. Aparte de su efecto electrostático directo, la mayorla de 

las sales inorgánicas aumentan la tensión superficial de las 

disoluciones acuosas. Por lo tanto, si un soluto no es iónico, el 

logaritmo de su factor de capacidad aumenta a 1 aumentar la 

concentración de la sal; sin embargo, con soiutos lenizados, el 

efecto electrostático de la sal aumenta el valor de t:ü., y como 

resultado, el logaritmo de k' disminuye inicialmente con el 

aumento en la concentración de la sal, posteriormente 

aumenta conforme la tensión superflcla l se incrementa por efecto 

de la misma. Este comportamiento se ha verificado 

experimentalmente {49} con solutos de diferente área y cuya 
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retención involucra solamente Interacción hldrofóbka con los 

llgandos no polares de la fase estacionarla. 

En cromatografia de iones, un aumento en la concentración de 

iones de la misma carga que el soluto {ca-iones) en la fase móvll, 

ocasionado por un aumento en la concentración de la sustancia 

tampón 6 la adición de una sal, da lugar a equilibrios de 

competencia entre la muestra y los co-loncs por los sttios de 

Intercambio, originando una dlsmlnuclón de la retención {SO). 

En CIL el fenómeno es similar. La concentrac16n y el tipo de iones 

presentes en la fase móvl 1 puede afectar de manera notable la 

retención de los solutos, debido al equilibrio de competencia 

entre ambos por ocupar un sitio en la esfera de coordinación del 

ion metállco. 

Por otra parte, se ha encontrado que el et ecto que ejerce la 

fuerza iónlca sobre la selectividad es generalmente pequeño, 

aunque no se ha realizado hasta la fecha un estudio sistem.itlco 

de la influencia de este parámetro sobre el comportamiento 

cromatográflco global de este tipo de sistemas. 

11.J. 4. Efecto del pH. 

La Influencia de las reacciones colaterales originadas por los 

tones hldronlo e hidroxilo sobre los equilibrios de compleJaclón 

es especialmente importante porque conduce a cambios en el valor 

numérico de la constante del equilibrio de complejación y como 

consecuencia se modifica la establlidad de los complejos formados. 

Es necesario determinar en cada caso particular el pH óptimo, ya 

que un pequeño desplazamiento en el pH puede alterar 

considerablemente el valor de dicha constante. Es por el lo que el 

pH es uno de los parametros mas ut111 zados para regular tanto la 

retención como la selectividad en CJL. 

I I. J. S. Naturaleza del llgando. 

En la actualldad el empleo de agentes complejantes con fines 
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de scparae:lón ha tenido un ampl ic:> desarrollo; en el caso de las 

separaciones enantiorn.ér\cas. la presenda de un ligando qu1ral no 

solo introduce su actividad óptica intrinseca, sino que puede 

ejercer un efecto estereoselectivo en el complejo del que forma 

parte. La capacidad de resolución del sistema se atribuye a la 

formación de cori:plejos mixtos entre el ligando quiral, un ion 

metállco y el D 6 L-soluto. La estabilidad de estos complejos 

mixtos es función de la geometria del complejo del 

nú.rnero de áton:.os donadores del ligante (51). 

Los ligandos multldentados {qulrales o no), pueden Uhirsc a un 

meted mediante dos C '"ª5 átomos donadores, en cuyo caso se forma 

una estructura de tipo anular. Estos compuastos anulares se 

denominan quelatos y los reactivos multldentados, agentes 

quclantes. Los quelatos se caracterizan por poseer una 

estabilidad notoriamente elevada en comparac16n con los 

complejos formados con reactivos monodentados que contienen 

grupos funclonales siml. lares. Aunque indtldahlemcnte lntervt.enen 

numerosos factores, varlos autores coinciden en que la estabilidad 

adicional de este tipo de complejos, puede explicarse en func16n 

del camblo de entropia. producido durante su formaclbn (52}. El 

cambio entrópico eri. la reaccl.On de formación de un sistema quelato 

es mayor que el que ocurre para un complejo mctállco no quelato, 

de caracteristlcas slmllares, favorecléndose en el primmer caso 

el desplazamiento del equ!. l ibrto hacia la formación de productos. 

Cuando se emplean agentes quelantes en CIL, éstos deben 

evidentemente cumplir con las condiciones de no bloquear todos 

los sitios de coord!.nactón del metal. o en todo caso, unirse 

reversiblemente, de modo que los so1utos puedan interaccionar con 

los si t los l lbres o intercambiarse con las especies complejada.s 

para formar el complejo mlxto quelante-melal-soluto (QHSJ. 

Otra poslbllídad de aumentar la establlldad de los complejos 

mixtos y modlf1ccir- sus estructuras, es la formación de enlaces 

lntramoleculares ligando-ligando entre los dos tipos diferentes 

que conforman el complejo, a lraves de puentes de hidrógeno, 

enlílces covalentes a lónlcos, interacciones hidrofób1cas, etc. 

Las interacciones mencionadas son responsables de la creación de 

diferentes estructuras. 
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En el proceso cromatográflco, el l lgando (6 quclante) y ,el lon 

meU.lico adlclonados a la fase móvil forman, en pr\mera instancia, 

un complejo mixto, QMX, en donde los sitios de coord\nación no 

ocupados por el ligando se encuentran saturados por moléculas de 

disolvente u otras especies presentes en esta fase (por ejemplo 

lenes del buffer: Xl. 

La retención de los solutos (5} estará condicionada entonces por 

la diferencia de estabilidad entre los complejos mixtos QHX y 

QMS y por la interacción de estos complejos con la fase 

estacionarla. 

Considerando que la fase estacionaria es de naturaleza apelar, se 

pueden proponer dos mecanismos de lntercamblo de l lgantes, en 

función del carácter hldrofóblco del llgante adlclonado a la fase 

móvll (fig 3). 

-Cuando el quelante es de naturaleza hidrofóblca, el complejo 

lniclal -QMX se flja en cantidad apreciable a la fase estacionarla 

y el intercambio de l lgantes entre la especie X y el soluto (5) 

ocurre de manera predominante en esta fase. 

-Cuando el quelante es poco hldrofóbico, el complejo QMX se 

encuentra casl en su totalidad en la fase móvil, ocurriendo en 

esta fase el intercambio soluto-llgando X. Posteriormente se 

establece el equilibrio de reparto del complejo QHS entre las 

fases móvil y estacionarla. 

11. 3. 6. Efecto de la tempera tura. 

En cromatografia de liquidas la temperatura tiene influencia 

en la solubll1dad de la muestra, difusión del soluto y viscosidad 

de la fase móvil. Un aumento en la temperatura tiende a dismlnulr 

la vlscosldad de la fase móvil y aumentar el coeflclente de 

dlfus16n del soluto, produciendo una lnfluencla favorable en la 

eflclencla de la columna, pero generalmente una influencia menos 

notable sobre la selectlvldad. 

Lamentablemente no es fácil predecir la dirección y grado en que 

ocurren estos cambios, por lo que la variación de la temperatura 

es a menudo el úl tlmo parámetro a optlmlzar en cromatografla de 

liquldos, deo fase inversa o normal (41}. 
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Fir,ura 3. .Sistemas que pueden presentarse en cromatografía de intercambio 

de li"1:"1.1ntes en f'a.se inversa. 

Fas~ estacionaria 

Fa.se móvil 

Quela.nte de baJa hidrofobicidrui 

(Q) 
QJ!S 

Fa.se estacionari 

Fase móvil 

O: ap:ente qu!?la.nte !': ion metálico S: soluto 

X: lh~ante presente en la rase móvil {buffer, 

s11le.1 1 etc.} 
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111. OBJETIVOS 

El examen de los trabajos publicados sobre la resolucl6n de 

mezclas enanttoméricas nos lleva a concluir que la cromatografia 

de 1ntercamblo dinámico de ligantes es la técnica que 

probablemente tendra mayor aceptación y popul a rldad, en los 

próximos años para llevar a cabo este Upo de separaciones. En 

efecto, entre las ventajas mas notables que presenta esta técnica, 

se pueden mencionar las siguientes: 

- gran flexibilidad y versatilidad del sistema, que permite 

controlar la retención y la selectividad a través de cambios, 

únicamente, en la composición de la fase móvil 

- fácil disponibilidad y menor precio de las columnas de fase 

inversa comparadas con las columnas qulrales o aún con las 

columnas de reslnas de lntercamblo lónlco de pequeña granulometría 

- mayor establlldad de la fase estacionarla 

- menor riesgo de descomposlción o modificación lracemlzaclón) de 

los compuestos durante la corrida cromatográfJca 

- mayor eficiencia y slmetrla de picos que los obtenidos por 

otras técnicas de cromatografia de 1 lquldos para separación de 

enant16meros. 

Desafortunadamente, la mayor parte de las publ lcaclones sobre 

separaciones enantlomérlcas que emplean la CIL, describen el uso 

de agentes qulrales de naturaleza muy compleja (generalmente no 

disponibles en el mercado). Por otra parte, en estas 

publ lcaclones no se ha presentado un estudio sistemático, del 

efecto de los di versos parámetros de la fase móvl l sobre la 

selecti vldad y la retención, que sirva de gula para Implementar y 

optimizar en forma rápida y lóg!ca este tipo de separaciones. 

Por las razones anteriores, el presente trabajo tiene como 

objetivos los siguientes: 
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t. Examinar la factibilidad de lograr la separación de 

mezclas enanttoméricas por CJL dina.mica en fase inversa, 

empleando reactivo~ qulralcs m:ís sencillos y accesibles, 

especificarnente amino.3.cldos simples ópticamente actlvos y 

detección cspectrofotcrnétrica en el rango UV-VJS. 

2. Estudiar el efecto que tienen sobre la retención y la 

selectividad los siguientes parámetros de la fase móvil: 

- contenido de disolvente orgánico 

- concentración de sales 

- tipo de sales 

- ion metálico 

- pH 

- 1 igante qulral 
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IV. PARTE EXPER!HENTAL 

IV. l. Instrumentación. 

Este trabajo se reallz6 en un cromatógrafo de liquldos marca 

Varlan, •odelo 5000, con inyector manual equipado con válvula de 

lnyecc16n Rheodyne 7125, detector UV-vlslble de longltud de onda 

variable, Vartan modelo UV-110 y bloque de calentamiento Varian 

para el control de la teJnperatura en la columna. 

De llanera 1ndepend1ente al equipo mencionado, se usó un detector 

de 1ndlce de refraccl6n marca Walers, modelo R-401. 

Para el registro de la sefial se utl lizó un registrador lineal 

Alltech Associates, •odelo 1200. 

La degaslflcac16n de las fases móviles se efectúo en un bario 

ultras6n1co de Branson lnstruments. modelo D-50. 

Las mediciones de pH se hicieron en un potenciómetro Tacussel, 

modelo 2GSN. 

El eJnpacado de las columnas se reallzó mediante un equipo Haskel. 

aodelo 29426, que consiste de una bomba Haskel a presión 

constante con relación de plst6n gas•llquldo 40: !, depósito de 

disolvente y man6inetro de alta presión. 

lV. 2. Reactivos 

A excepción de los reactivos suministrados por Laboratorios 

Carnot, los restantes fueron grado analltlco. 

- acetato de amonto 

- acetato de cabal to 

- acetato de niquel 

- acetato de sodio 

- acetato de cobre 

- acetato de zinc 

- alcohol etllico 96° 
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- alcohol etilico absoluto 

- D,L- ácido mandélico (Laboratorios Carnet) 

- citrato dlbásico de amonio 

- fosfato dlbáslco de sodio 

- D, L-Jcni lpropanolamlna (Laboratorios Carnet) 

- O, L-111.-f luorofenl lalanlna 

- Dlclorometano 

- L-lsoleuclna 

- O,L-N-lsopropll noradrenallna (laboratorios Carnot) 

- metanol 

- L-prollna 

- sulfato ferroso 

- sulfato férrico 

- sulfato de manganeso 

- tetracloruro de carbono 

- L-t!roslna 

- D, L-trlptofano 

- L-trlptofano 

- trlcloruro de cromo 

- tris (hldroxi metll) amino metano 

IV. 3. Columnas. 

Se utilizaron columnas de acero inoxidable de 15 c• de 

longitud y 4.6 •11 de dlá11etro Interno (tubo Llchroma con paredes 

Interiores pul idas), de Al l tech. Como fase estacionarla se e•ple6 

Rsll HL RP18 (Alltech) de 5 µde dUmetro de particula. 

Las columnas Utl llzadas en este trabajo se empacaron en 

nuestro laboratorio. 

IV. 4. Oeter•lnacl6n de eflclencla. 

Considerando que la fase eslaclonarla de las colwnnas 

preparadas en el Iaqoratorlo es de naturaleza hldrof6blca, se 

eligió una r1ezcla de benceno/naftaleno como solutos de prueba y 
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una mezcla metanol:agua 80:20 como fase móvil (53). 

Los parámetros con los cuales se mide la ef 1c1enc1a de una columna 

son, altura de un plato teórico (H) y nú.mero de platos teóricos 

(N), donde: 

' N = s. 54 ( l' ) 

\~J 

L 
y H 

donde: 

tr = tiempo de retención 

w
112 

= ancho del pico a la mitad de la altura 

L = longitud de la columna 

Para reducir los errores asociados con la medición de la altura 

del plco (h) y el ancho del pico a la mitad de la altura, se 

obtuvieron los cromatogramas a una velocidad de carta de 2 cm/mln. 

En la tabla 1 se muestran algunos de los parámetros obtenidos en 

la evaluación de una de las columnas. 

IV.5. Hedlción de tiempo muerto {to} y determinación de factor de 

capacidad (k' ). 

El tiempo de . retención { tr) es un parámetro que varia en 

función de los volúmenes inter e intra partlcula asociados con el 

empaque de una columna, asi como también con el tlpo de accesorios 

colocados entre los puntos de inyección y detección. Es por esto, 

que la elución de un soluto de diferentes colullilas no se describe 

correctamente por este parámetro. 

Para describir la retención de un soluto en una columna se define 

el término llamado factor de capacidad, k:': 

k' = 
tr - to 

lo 

Para calcular el factor de capacidad es necesario conocer el 
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Ucmpo muerto (to), el cual se obtiene experimentalmente midiendo 

el tiempo de retenclón de un soluto que no se rellene en la fase 

estaclonarla. La determinación de este paré.metro se hlzo 

inyectando una dlsoluclón de nitrato de sodio como soluto {54). 

TABLA 1 

Condiciones de prueba y resultados obtenidos en una columna 
de 15 cm de longltud y 4. 6 mm de diámetro interno, fase 
inversa Cie, tamaño de particula 5 µ. 

Condiciones 
muestra: benceno/naftaleno 
detector: U, V. 254 nm 
tamaño de la mu~stra: 5 µl 
temperatura: JO C 
fase m6v 11: metano l: agua 80: 20 
velocidad de flujo: 1 ml/mln 
velocidad de carla: 2 cm/min 

Retenctón de la muestra 
compuesto 
benceno 
naftaleno 

tiempo de retención (mln) 
7. 5 

13. 4 

Eflciencla de la columna 
factor de capacidad (naftaleno) 4. 75 
nWnero de platos/columna (naftaleno) 6889 
número de platos/• 45926 
H (µ) 21.B 
factor de selectividad («) 2 

IV.6. Determinación del factor de selectividad (etl. 

La selectividad se deflne como la capacidad de un método de 

separación para diferenciar dos componentes. 

En cromatografia, la selectividad se mide mediante el factor de 
selectividad a (53): 

donde K.l y KJ, se refieren a las constantes de d1strlbuci6n de los 

34 



solutos l y J; a es también lgual a la relación de los factores de 

capacidad: 

k' l 
a:= k'J 

Para que una separación sea posible, se requiere que a > l. En 

cromatografia de liquidas, la forma mas comUn de modificar este 

parámetro es a través de cambios en la composición de la fase 

móvil (pH, naturaleza y concentracl6n de disolvente orgánico, 

equilibrios quimicos secundarios, etc. l. 

IV. 7. Preparación de fase móvil. 

Los componentes fundamentales de la fase móvil fueron un ion 

metálico, un 11gante quiral, una disolución reguladora de pH y un 

disolvente orgánico. 

Se prepararon dlsoluclones concentradas de los tres 

prlmeros componentes ( 10-1 Hl; las fases móviles para los 

diferentes ensayos se prepararon tomando las al lcuotas 

correspondientes de las disoluciones concentradas, ajustando el pH 

al valor deseado con disoluciones diluidas de NaOH 6 

HCLC>f 1 al\adiendo el volumen requerido de disolvente orgánico 

y aforando en matraz volumétrico cOn agua destl lada. 

El sistema cromatográfico se ponla en equilibrio con la fase móvil 

(degaslflcada previamente en un baño de ultrasonido y filtrada a 

través de unos filtros de 10 µ colocados en la entrada de la linea 

del eluyente), bombeando ésta a través de la columna en un volumen 

lgual a 10-15 veces el volumen de la mlsma. La fase móvil elulda 

se desechaba y una vez que el sistema cromatográflco alcanzaba el 

equlllbrlo, comenzaba a reciclarse. En este momento el sistema 

quedaba listo para la lnyecclón de los solutos. 

IV. 8. Selección de so lutos y llgantes qulrales. 

Se selecclonaron dos compuestos como ligantes qulrales, 

L-prollna •Y L-lsoleuclna, por su ficll dlsponlbl lldad, 
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ccrr.p<itlb11idad con el sistema di:! detección empleado {detector de 

absorción UV-VIS de longitud de onda variable}, caracteristicas 

estructurales y estabilidad en las condlclones de trabajo. 

Mientras que la prollna es un compuesto de estructura ciclica que 

se ha utl l izado ampltamente en CIL, la lsoleuclna presenta una 

cadena al qui 1 ica ramlf icada que puede conferirle 

caracteristlcas hldrofóblcas y estereoselectlvas diferentes .. 

Corno solutos de prueba para este estudio se buscaron compuestos 

fácl lmente detectables con nuestro sistema de detección, estables 

en las condi-;lones de trabajo y con caracterlstlcas racémlcas. 

En las tablas 11 y III se enumeran algunas de las caracteristlcas 

de los solutos y llganles quirales respectivamente. 

J6 



TABLA 11 

Estructuras qu1mlcas y constantes de acidez de los solutos. 

So luto pKa 

O, L-ácido mandé! ico 3. 37 

D, L-fen1lpropanolamlna 9. 4 

O, L-m-fluorofenil­
alanina 

O, L-N-isopropil nor­
adrenallna 

O, L-triptofano 

8.64 

2. 38/9. 32 

73 

estructura qutmlca 

~ 

O...<:H2• ~- COOH 

NH 2 

1 
F 

~ 

~- CH2 • ~H- COOH 

NH2 



TABLA 111 

Estructuras qulmlcas y constantes de acidez de los llgantes 

qulrales utl llzados. 

llgante qulral pKa 

L-lsoleuclna 2. 3219. 76 

L-prol lna 1. 99/10. 6 

estructura qulm1ca 

COOH 
1 

CH,·Tft--TH 

CH, NH, 

H 
1 • 

ó,,,{;OOH 

IV. 9. Selección de los parAmetros cromatográflcos a estudiar y 

su intervalo de variación. 

IV. 9. l. Disolvente orgánico. 

En cromatografla de llquldos de fase inversa la fuerza del 

eluyente aum.enta al dtsmlnulr la polaridad del disolvente orgá.nico 

en la fase móvil. Entre los disolventes orgánicos más usados en 

este tlpo de técnica se encuentran el acetonltrllo y el metano! 

porque no interfieren con el sistema de detección usual (UV-VlS), 

llenen una viscosidad relativamente baja y son fácilmente 

accesibles con un alto grado de pureza. En este estudio se eligió 

el metanol por ser un disolvente más econ6mlco y menos tóxlco que 

el acetonltrllo. En la tabla IV se muestran las propiedades 

flslcas comparativas entre el agua y el metanol {55) 
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TABLA IV 

Propiedades de los disolventes metano! y agua. 

CH30H H3 0 
--

Peso molecular {g/mol) 32 18 

Punto de ebullición {°C 65 100 

indice de refracción (25°C) l. 326 l. 333 

;\, de no interferencia UV {nml 205 170 

densidad a 2oºc (g cm - i} o. 792 o. 998 

viscosidad a 2oºc (cp) o. 584 1.0 

constante dieléctrica 32. 7 78. 5 

momento dipolo (debyes) l. 66 l. 84 

tensión superficial (din ciñ1 
22 73 

El agua presenta valores muy al tos de polaridad y tensión 

superficial, por lo que es el eluyente más débil en 

cromatografla de fase inversa. Las mezclas agua-metano! en 

diferentes proporciones producen fases móviles de fuerzas 

eluyentes intermedias. La flg. 4 muestra los valores de 

viscosidad (1J}, tensión superficial (7) y constante dieléctrica 

(e) en estas mezclas (SS). 

En ensayos preliminares se observó que a concentraciones de 

metanol en el eluyente superiores a 25 ~. la retención de los 

solutos es muy débil y el efecto del complejo quiral es 

prácticamente nulo, por lo que se decidió tomar este valor como 

limite superior en el estudio del efecto del contenido de metano! 

en la fase móvil sobre el comportamlento cromatogrilfico de los 

sol u tos. 

IV.9,2. Ion melU!co. 

El númer.o y geometria de coordlnaci6n del ion metálico tienen 
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influencia en la estructura y estabilidad de -los complejos 

formados. Se eligieron algunos de los metales correspondientes a 

la primera serle de translc16n (Cut111, Cro111, Mn1111, Feltll, 

F'ellIJI, Coun, Nltlll Znm1), debido que sus 

caracterlstlcas estructurales los hacen favorables para las 

reacciones de formación de complejos con llgandos cuyos átomos 

donadores de electrones son N, O y F; en este caso se encuentran 

los compuestos usados como salutes y llgantes qulrales. 

Los números de coordlnaclón más comunes para los 

cationes con dos y tres cargas de la primera serle de 

transición son, cuatro seis, predominando la estructura 

geométrica octaédrica cuando se encuentran como iones 

hidratados. De los callones metálicos empleados, el Co(III, 

Znt111 y Felllll forman complejos tetraédrlcos más fácilmente 

que cualquier otro metal de transición y en los metales restantes 

pueden encontrarse coexistiendo ambas estructuras en una 

disoluclón. 

Los primeros miembros de una serle de transición tlenden a 

formar enlaces fuertes con los llgandos más electronegativos como 

fluoruros y moléculas que contienen oxigeno. 

De una manera general se ha observado que la formación de 

complejos análogos de los iones dlvalentes del manganeso al zinc, 

con ligandos que contienen nitrógeno como el átomo donador, caen 

en el siguiente orden: Mn2+<: Fe2•< Co2•< Ni 2•< Cu2\ Znz+, 

En este estudio se anal izó el efecto que presentaba el cambio 

de Ion metálico en la fase móvil sobre las caracteristicas de 

retención y selectlvidad de los solutos. La concentración que se 

eligió para esta especie fu~ O. 008 M debido a que en esta 

concHción se observó enant ioseparación con e 1 ion Ni 2• y se tomó 

este valor como referencia para efectuar el estudio comparatl.vo. 

IV. 9. 3. :oncenlración y naturaleza de las sales empleadas 

para fljar el pH. 

El tipo y concentraclón de sales disueltas en la fase móvil 

puede modlftcar el comportamiento cromatográfico de un soluto a 
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través de diferentes mecanismos'. control de pH, efecto salino, 

fonr.ación de un par 16nlco con el soluto, competencia por 

sitios de intercambio ó enmascaramiento de sllanoles residuales. 

En este trabajo se decidió efectuar un estudio de retención y 

estereoselectividad de los solutos haciendo variar la 

concentración de sales en el intervalo de O. 001 - 0.1 H, debido a 

que algunos ensayos prel !minares mostraron perdida de resolución 

en concentraciones mayores al limite superior. Por otro lado, se 

decidió estudiar el efecto que provocan sobre la retención y 

selectividad de los solutos diferentes sales disueltas en la fase 

móvil, manteniendo constante la concentración total de las mismas. 

Se seleccionaron los siguientes compuestos: acetato de amonio, 

fosfato dibásico de sodio, citrato dlbáslco de amonio y tris 

(hidroxltnetll) amlnometano (TRISJ. En la tabla V se muestran los 

valores de las constantes de acidez de estos compuestos. 

TABLA V 

Constantes de acidez de las sales utlllzadas en la fase·móvll 

ácido fosf6rlco 

H,Po. IH,PO~ )HPO. ·-/po.ilo. 

ácido citrlco 

c,H.07 /C1H10; /C;H,o~· /C1Hso;H,07 

ácido acético 

CH,COOH ICH,cooii;coo 

amonio 

NH• • /NH3 NH3 

tris 

C~H12NO; /C..,H11 NO:u 1 N 

IV. 9. 4. pH. 

pKa 

2.z/7. t/12. J 

J. l/4. 8/6. 4 

... 
•• 2 

•• 2 

El pH es un parámetro que juega un papel importante en el 
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comportamiento de la retención y la enanUoselecUvidad, ya_ que 

determina el grado de lonlzaclón de las especies presentes en la 

fase móvil y afecta el valor numer\co de las constantes 

condicionales de los equilibrios de complejaclon entre los 

ligantes y el ion metálic0. En cromatografia de fase inversa, el 

pH de la fase móvil esta limitado por la estabilidad de las 

columnas. Se recomienda trabajar en un intervalo de pH de 

2. 5-7. 5, pues se ha observado que en tr.edios muy ácidos, puede 

haber ruptura del enlace 51-C, mientras que en medios 

alcalinos se ataca directamente la matriz de la sllica. Para 

proteger a 1 a fase estacionarla, se fijó un pH máximo de 7 

en las fases m6v1les utilizadas. 

IV. 9. 5 Estudio de la fijación de Hgante qulral a la fase 

es tac lanar la. 

En cromatografia de intercambio de l igantes de fase inversa, 

con aditivos quirales en la fase raóvll. la naturaleza hidrofóbica 

del ligante quiral es un parámetro importante en el mecanismo de 

retención involucrado. Según su estructura qu1niica, el ligante 

quiral puede adsorberse en forma apreciable en 1 a fase 

estacionarla. El grado de adsorción de la L-prollna y 

L-isoleucina se determinó por detección refractométrlca del frente 

de migración del ligante a la salida de la columna. Durante el 

proceso de equilibrlo de la columna, el llgante disuelto en la 

fase móvll es adsorbido por la fase estacionaria, dando lugar a un 

frente móvil de U.gante que migra a lo largo de la columna y puede 

detectarse por un refractómetro diferencial colocado a la salida 

de la misina. 

siguiente: 

El procedimiento experimental empleado es el 

La columna· se equilibra con la fase rnóvll seleccionada (sin 

Ugante qulral ); con esta fase se llena la celda de referencia del 

refractómetro y se ver 1f lea la estabilidad de la l lnea base. 

Posteriormente se hace pasar por la columna el eluyente que 

contiene al ligante qulral y la salida de la columna se conecta 

directamente' a la celda de medida del refractómetro, registrándose 
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las variaciones en el t.ndice de refracc1.6n del llqut.do que sale de 

la columna. 

Durante la primera fase del proceso, el 1 lgante qut.ral puede ser 

adsorbido por la fase estacionarla, por lo que el indice de 

refracción se mantiene constante, salvo algunas perturbaciones que 

se p~oducen al final izar la e lución del volumen muerto de la 

columna. Después de un cierto tiempo se observa un cambio, en 

forma de frente, en el indice de refracción; su detección lndlca 

el momC'nto en que la columna ha quedado equilibrada con la fase 

m6vll y consecuentemente el ligantc empieza a aparecer en el 

eluyente. Esta determlnaclón se hlzo en l;is condiciones 

experimentales encontradas como óptimas para la resolución 

enantiomérica. 

IV.9.6 Relad6n estequlométrlca quelante qulral: ion metállco y 

concentración del complejo qulral. 

La estequlometrla y el m.ecanlsmo de formación del complejo 

de adsorc16n están determinados en forma primaria por la 

estructura del solulo y el ligando qu1ra1 y por la naturaleza 

del t.on metU leo que partlclpa en la formac16n de ese complejo 

(8). Si se requiere la presencia del complejo l\gante qulral: ion 

m.etállco para la estereoselect1v\dad de un par enantlomérlco, 

entonces los cambios en la relación ligante qulral/lon 

metálico y su concentración deben afectar los valores del factor 

de selectlvldad (1Xl. 

Estos ensayos se realizaron con acetato de nlquel y L-prollna; el 

intervalo de concentración bajo el cual se decldl6 efectuar este 

estudio se establecló de acuerdo con la solubilidad del llgante 

qulral en las condiciones de trabajo y conslderando, además, las 

llmltaclones instrumentales del sistema de detecc16n debidas a ta 

coloracl6n de la fase móvil por la presencia del complejo ligante 

qulral-lon m.etállco. 

Para determinar el efecto de la relación estequlométrlca en el 

complejo, se mantuvo constante la concentración del ion metálico 

en O. 02 H y se var16 la concentración del llgante quiral desde 
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0.01 - O.OS M, tratando de encontrar l;:i composición del co,mplejo 

qullral más favorable al proceso enanlloselE'ctlvo, 

Una vez encontrada la relación estequiorr.ét1 io. más adecuada, se 

analizó la influencia de la concentración del complejo qulral 

sobre la retención y selectividad de la separación, conservando 

otros parámetros cromatográf1cos constantes. Se partió de una 

concentración de acetato de niquel O. 0001 M y el limite superior 

se estableció en O. 02 M, var landa slmul tá.neamer1le la concentración 

de prollna segün la proporción estequiométrlca antes encontrada. 
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V. RESUL T AOOS Y D !SCIJS ION 

En este capitulo se presentan y analizan los resultados 

obtenidos al estudiar los parámetros seflalados en la seccl6n 

precedente. 

Comenzamos por determinar las cond1clones cromatográflcas más 

adecuadas para los salutes de prueba mediante algunos ensayos que 

se describen a contlnuac1ón. 

V. l. Ensayos preliminares. 

Se realizaron algunos ensayos prel !minares para determinar 

las condiclones de composlclón de la fase móvil que 

permltleran obtener una retención adecuada de los solutos y 

lograr la separación enant icrr..Crlca. Para estas pruebas· se 

eligieron inlclaltnente las siguientes condiciones: L-prollna 

O. 002 H, acetato de zinc O. 002 H, tampón de acetatos O. 01 H. 

pH 5 y contenido de metano! variable. 

En la figura 5 y la tabla VI se muestran los resul lados 

obtenidos para los diferentes solutos estudiados. Se presentan 

las relaciones de k' vs concentración de metanol cuando la fase 

116v 11 con t 1 ene: 

A} solo la solución amortiguadora 

8) cuando contiene además al ion metálico y 

C) en presencia del ion metálico y del ligan te qulral. 

En las tres figuras se observa un aumento del factor de capacidad 

de los solutos al disminuir la proporción de metanol en el 

eluyente. En las condiciones estudiadas la presencia del co"'plejo 

quiral no tiene un efecto slgnlficatlvo en estos cambios. Sin 

embargo, un aumento en la concenlraclón del complejo L-pro:Zn<II> 

a 0.005 H, da lugar a un notable Incremento en la retención de los 

solutos (figura 5 0). 

Este comportamiento refleja la combinación de dos efectos: 

equilibrios de complcjac16n secundarlos que modifican la retención 

en estos sistemas y el efecto del disolvente orgánico descrito en 
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cromatografla de fase inversa simple. al variarse la fuerza. de la 

fase mOvll. 

En los resultados mostrados se observan var!aclc•nes en las 

caracteristlcas de retención de los solutos, pero no se obtiene 

selectividad enantlomérlca; tratando de lograr esta, se hicieron 

algunos cambios en la composlcion de la fase móvil: concentración 

de metanol, pH, concentración y relaclon cstcqulomCtr lea del 

complejo L-prollna:Zlnct111. 

En las condiciones mencionadas es posible trabajar hasta un pH 

máximo de 6. 5 sln que se presente preclpl tac ion del ion metál leo 

en forma de hidróxido; se hicieron algunos ensayos en este valor ~· 

también en pH 2, variando el contenido de rnetanol y ut i l lzando 

L-prollna 0.017 H y acetato de zinc 0.008 M. A pesar de los 

diferentes intentos realizados, no fué posible lograr selectividad 

isomérlca, por lo que se decidió cambiar la naturaleza del ion 

metálico. 

TABLA VI 

Fase conc. de me- so lutos 

mOvll tanol (~ v/v) 1 2 3 4 5 

A 
15 o. 4 2. 9 2. 4 3.5 9.1 
25 0.2 l. 4 1.5 J. 9 4. 9 

10 0.8 3. 3 3.6 5. 9 10. 6 
B 15 o. 7 2.1 2. 5 3. 7 6.9 

25 o. 5 1.1 1.6 J. 9 3. 9 

10 o. 9 3. 6 3.3 5. 4 10.5 
e 15 o. 7 2.3 2. 5 3.8 7.5 

25 0.5 1.1 1.6 2.1 4. 3 

D 
10 2.2 7.5 9.6 16.0 17. 4 
15 l. 1 2. o 4. 1 5. 4 6. 3 

Ensayos preliminares. Influencia del contenido de metano! en 
diferentes condiciones de fase móvil. sobre el factor de ca­
pacidad (k') de los solutos. 
(!) D,L-ácldo mandéllco, (2) D,L-N-lsopropll noradrenallna, 
(3) D,L-m-fluorofenllalanln"· (4) D,L-trlptofano, (5) D,L­
fenllpropanolamina. F'ase móvil: (A) metanol: tampón de aceta­
tos 0.01 H pH 5 (proporción variable); (8) conteniendo además 
acetato de zinc O. 002 H; (C) como la anterior y L-prollna 
0.002 H; (O) igual que (A) pero con acetato de zinc O.DOS H y 
L-prol lna O. 005 H. 
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B) 

Fi¡r,. 5. Ensny05 p .. el~Tñnllre~. Reln.:ión der.• vs conce'ltra.ción dP m('tBnol en lA. 
fase móvil para D,!,-qcido mflndél~cD (1). :::i,L-N-lsripropil noradrenalinn (2), D,T,­
m-fluorofcnllu.lanina (3), D,L-triptofana {4) y D,L-fcnilpropa.nolamina (5}, 

Condiciones: columna (15 cm X 4.6 c:ü":I. d.1.) empacadB. con RSil.Cl8 ar., 5 micras. 
Fase m6vi 1: como en lo. ta ble. VI, 



V. 2. Influencia de la naturaleza del 1on metal lec sobr;e la 

retención y selectlvldad cro'llalográf}ca. 

Para determinar el efecto producldo por el ion metállco sobre 

el comport.am1ento cromatográfico de los solutos se eligieron los 

siguientes compuestos: acetato de cobalto <lfl, acetato de zinc 

IJll, trlcloruro de cromo orn, sulfato de cobre cIIJ, acetato de 

niquel (JJJ y sulfato de manganeso !JJl. No se trabajaron otros 

iones metallcos de este grupo, como Fe1111 y fecIJil, porque en 

las condiciones del estudio preclpl tan como hidróxldos. 

La fase móvil estuvo constilulda por el ion metilllco en 

concentrac16n 0.008 H, L-prollna 0.017 M, acetato de amonio 

O. 02 H, metano} 5 ?., pH 7; en estas condiciones el Cu111J 

lnterf1ere apreciablemente con el sistema de detecclón, por lo que 

no se continuó el estudlo con este catión. 

En la figura 6 se muestra el efecto producldo por el ion 

metálico sobre la retención y selectlvldad enantiomér1ca de los 

solutos D, L-m-f luorofen1 lalanlna, O, L-triptofano y O, L-ác1do 

mandéllco. En estas condiciones no se obtuvieron resultados 

satlsfactorlos para los solutos fenilpropanolamlna y N-lsopropll 

noradrenal1na, los cuales llenen tiempos de retención muy elevados 

y dan lugar él picos muy anchos y asimétricos. Estas dos especies 

poseen propiedades básicas y probablemente la forma de sus picos 

pueda atribuirse su lnteracclón con grupos silanoles 

residuales de la fase estacionarla. Por otra parte, no se ericontr6 

separación lsomérica para estos salutes en ninguna de las 

condiciones posteriormente estudiadas (lo mismo ocurrió en el 

caso de la m-fluorofenllalanlna), por lo que no se reportarán en 

las siguientes secciones. 

En el caso particular del ácido mandéllco, aunque eo estas 

condiciones no se logró la resolución de sus enantlómeros, más 

tarde fué posible tal separación. 

La enantloseparacl6n en dos de los solutos probados nos 

condujo a buscar alguna caracterlst1ca común en sus estructuras 

qulmlcas que favoreciera su separación en estos sistemas. 

Observamos que, unidos al centro qulral exlstea un grupo carboxllo 

que se encuentra totalmente ionizado en el pH de trabajo, y un 
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k' 

D ,L-m-fluorofeni lalani na 

k' 

k' 
1 ,i 

10 

1,1 

10 

D,L-.1cido mandélico 

Cr Co Zn 

I 

' 
Cr 

D .r.-triptofano 

' I 
\....-...J 

Co Zn !li 

l" 

1,1 

1. o 

ion metó.lico 

Fi~ra 6. Influencia de ln. n11t.urnlezn df'l ion met!ÍliC'o. 

Condicionf~r.: columna y fase estacionflrin como en la fig 5, 
Fe.ne móvil: ion metálic·J 0.008 M:, L-prolina 0.017 H, acetTi.to de amonio 0.02 M, 
metano! 5 ~, pH 7. En el caso del Zn(II), la fase móvil no contenía amonio y 
su nH fué de 6.5. 
Las· flechas sef\alan ln escala corre~pondiente. U::is iones metálicos utilizados 
son di valentes, a excepción del cromo, que ti ene p,rado de oxidaciún de tres. 
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grupo polar (amlno o hldroxl lo), que constl tuyen dos .stt1os 

potenciales de interacción con el ion metálico, ftivoreciéndosc la 

formación de estructuras de tipo anular qae confieren gran 

estabilidad al complejo formado y diferente conformac16n, to que 

f1nalrnenle conduce a una afinidad diferente por la. fase 

estacionarla. Nl la fenllpropanolamina, nl la !l-lsopropil 

noradrenalina presentan esta caractertstlca. Sin embargo, aunque 

la m-fluorofenilalanlna satisface t!Sla condicion, y los rl.'Sultados 

experimentales dé la f1gura 5 y la tabla VI ihdican que forma un 

complejo con la especie Znon:Proltna, no se efectúa la 

separaclómn de sus enantlómeros. Estos resultados podrian 

atrlbulrse a que la m-fluorofenllalanina posee en su estructura un 

átomo de flúor, el cual podria presentar un efecto lnducU.vo en la 

molécula debido su carácter fuertemente cÍcc:tronega:tlvo, 

disminuyendo de esta manera la capacidad donadora de electrones de 

los grupos funcionales c:arboxl lo amino. impidiendo 

probablemente, la formaclón de una estructura geométrica adecuada 

para su reconoclmlneto qulral. 

Es interesante señalar que la retención de los solutos en 

presencia de Zn<ru fué mayor que la obtenida con N1 llll, 

a pesar de que los complejos formados con este úlllmo catt6n son 

en general más estables. Una pos.lble explicación es el hecho de 

que en el caso del ZnctII no habla iones amonio en la fase rn6vil y 

sabeat0s que esta especle es capaz de lnteracc1onar con la esfera 

de coordinación del lon metálico, convlrtléndosc en un elemento 

competitivo para el soluto y disminuyendo su retención. 

Se observó que el reemplazo de un ion metálico por otro puede 

afectar la eflclencla y la selectividad enant1omérlca. En efecto, 
ya se ha mencionado que el 1ori metálico es uno de los elementos 

principales en el proceso de complejaclón y que los 

diferentes metales exhiben distintas capacidades para reaccionar 

con un llg~ndo. Debido a que las fuerzas de valencia tienen 

naturaleza electrostática, resulta evidente que el tamal'lo y carga 

de los componentes implicados son factores de suma 

importancia. Asl. en el caso de los cationes del grupo A (secc16n 

11.3. lJ, las fuerzas de atraccl6n entre iones pequef\os de carga 

elevada son particularmente poderosas y conducen a la formación de 

co!l'lplejos estables. Una consecuencia de la fuerte lnfluencla de la 
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carr,íl, es que muchos tones rr.etál1cos de valencia elevada exhiben 

tendencias complejantes slmi lares a las de los cationes de este 

grupo, aunque no poseen una configuraclón de gas noble. 

~ el caso de los iones metálicos de transición, el predominio de 

enlaces c·:-'.'alenles o electrostaticos depende biislcamente de tres 

factores: el tamaño, la carga y el potencial de lonlzaclón. 

Generalmente el enlace covalente se favorece por una carga lónlca 

baja y un radio iónlco grande {4.7). 

La reacUvldad de los complejos es un factor que afecta 

directamente la eficiencia de la separación. En esta metodologla 

los complejos deben ser de na tura leza lábi 1 para lograr 

eficiencias adecuadas, es decir, la formación y ruptura de los 

enlaces entre el átomo central y los 11gandos deben realizarse con 

una frecuencia elevada (56). La velocidad de intercambio de 

ltgantes en complejos clneticamente inertes es extremadamente 

baja. Es evidente que el lntercanbio de ligantes, aplicado a una 

separación cromatogrfif1ca. con este lipa de complejos, es 

imposible. 

La reacllvidad de las complejos metálicos se relaciona con la 

estructura electrónica del ion metálico, asi, encontramos en la 

literatura que la mayoria de los complejos formados con los 

elementos de la primera serie de transición son relativamente 

lábiles, a excepción de los de Cr11111 y Ca 11111, por lo que 

seria poco fac l lble esperar resul lados posl t 1 vos con estos 

ülllmos callones en cromatografla de intercamblo de llgantes. 

La separación enantioselectiva por CIL se basa en la formación 

de complejos mixtos, de los cuales no se encuentra mucha 

información en la literatura, y solo se conocen las constantes de 

estabilidad de unos cuantos. Se ha encontrado que su formación se 

facUita cuando el len metálico tiene un número de coordinación 

elevado y su estabilidad es función de la geometrla del complejo y 

del número de átomos donadores en los ligantes. 

Los arreglos geométricos más comunes para los cationes con dos 

y tres cargas positivas de la primera serle de transición son el 

tetraédrlco y el octaédrlco, aunque es poco común encontrar 

complejos tctraédricos para Crtllll, Hnllll y FecttL Estas 

estructuras pueden modificarse por la fonnaclón de enlaces 
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lntramoleculares entre los dos llpos d1ferentes de l lga.ndo a 

través de puentes de hidrógeno, enlaces covalcntes o iónicos, 

interacciones hldrofóblcas,etc. Las interac..:iones mencionadas 

serán responsables de la creación de dHerentcs estructuras. 

Las condiciones cromatográflcas estudiadas nos permitieron 

obtener enantloselectlvldad para el D,L-trlptofano en presencia de 

MnlJll y NiltII, encontrándose un mayor grado de selccllvidad con 

este último. De los callones estudiados el Nltttl forma en 

general complejos más estables, su radio lónlco es el más pequei\o 

y su densidad de carga la más elevada, de tal manera, que estos 

factores pueden contribuir a la formación de complejos mixtos 

favorables al tipo de separación deseada. Los estudios 

posteriores se realizaron con este catión. 

La identlf1caci6n de los isómeros se hizo comparando los tiempos 

de retención con enantlómeros puros en la misma columna e 

iguales condiciones. 

Cabe mencionar que el lon Cu1111 reune caracteristlcas muy 

adecuadas para la formación de complejos y de hecho en la 

literatura se han publicado resul lados satisfactorios en 

separaciones de isómeros ópticos utilizando este ion metálico. 

Desafortunadamente, en presencia del ligante quiral sus 

disoluciones llenen un color muy intenso y una absorbancia elevada 

a las longitudes de onda adecuadas para la detección de los 

solutos. Por ello, es necesario utilizar un detector de 

fluorescencia, formando derivados de los so lutos a la sal ida de la 

columna. En este trabajo no se empleó este método por carecer de 

dlcho detector. 

V. 3. Efecto de la concentración de disolvente orgánico en la fase 

móvil sobre la retención y selectividad de los solutos en el 

sistema del·niquel. 

Este estudio se efectúo determinando los factores de capacidad 

y selectividad de los salutes de prueba diferentes 

concentraciones de metanol en el eluyente. 

La composición de la fase móvil fué la siguiente: metanol: agua en 
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proporción variable, L-prollna 0.017 H, acetato de nlquel 0.008 K. 

pH 7. 

En las figuras 7 y 8 se observa el efecto usual en fase inversa 

simple de la fuerza del disolvente sobre la retención de la 

muestra. Un incremento en la concentración del disolvente 

fuerte len este caso metanol l conduce a la disminución de los 

factores de capacidad. 

51 el comportamiento de eluclón y selectividad de un compuesto 

racémlco depende de las diferencias en la estabilidad de los 

complejos mixtos dlastereoisoméricos y de la interacción de estos 

complejo~ con las cadenas hldrocarbonadas de la fase estacionaria, 

es lógico suponer que el contenido de metanol en la fase móvil, no 

solo tendra influencia sobre la magnitud de la retención, sino que 

también contribuirá. en la enantloselectivldad. 

Este plantear.dento coincide ca~ los resultados obtenidos, en los 

que observamos que el aumento en la concentración de metanol 

disminuye la selectividad de la separación. Entre las ca~sas 

probables que podrian explicar este hecho podemos citar: 
- Dlsmlnuclón de las interacciones hidrofóbicas y por lo tanto 

de las diferencias de lnteracclón entre los diastereoisómeros, con 

el aumento en la concentrac16n de metanol en la fase móvil. 

- Cambios en el inecanlsmo de las reacciones de sustitución de 

llgandos con el aumento en la proporción de disolvente org~nico. 

Se podria entonces suponer que ciertas posiciones de la esfera de 

coordinación del metal pueden ser favorecidas {o desfavorecidas) 

para la formación de enlaces con el soluto y el ligando 

quiral, lo que forzosamente tendrá. un fuerte impacto en la 

selectividad. 

Por otra parte, se han publlcado también Calilbios estructurales en 

algunos co•plejos cuando se modifica el disolvente (51 }. 

- Hodiflcac16n en los valores de las constantes de estabilidad 

de los complejos mixtos al cambiar la composlci6n y constante 

dieléctrica del medio. Algunos estudios espectroscópicos muestran 

que la esfera de coordinación del ion Nl1111 rellene con más 

fuerza a las moléculas de agua que a las de metanol, etanol. 

acetona o acetonllrllo (57l. Sin embargo, nuestros resultados no 

permiten determinar si la fo¡m.acl6n del complejo mixto se 

favorece o no por la presencia del metanol, ya que al mismo 
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tlempo, estos cambios afectan los efectos hldrofóblcos }' por lo 

tanto la retención. 

En este ensayo encontramos que el D, L-triptofa!H) muestra 

separación lsomér\ca en todo el intervalo de concentraclón 

de rnetanol estudiado; no ocurre lo mlsf'lo p:i.rii el D. L-acldo 

mandélico, en el cual se pierde la selectividad enantlomerlca 

cuando la concentración de metano! es superior al 5 :~. Estos 

resultados sugieren que el efecto observado depende tamblcn de la 

naturaleza e hldrofoblcidad del soluto. C1Jando el solu!o posee 

una superflc i e hidrocarbonada pequeña, la separación de sus 

dlastereoisómeros solo puede realizarse bajo condiciones ~que 

favorezcan su retención. Es decir, utilizando fases móviles con 

un contenido muy bajo de disolvente orgánico, o bien, utilizando 

agentes quirales de gran superficie hidrocarbonada,· de modo que la 

especie quelante-metal-soluto sea suftclentemente hldrofóbica. 

Debido a que para este estudio no cont<ibamos con agP.nles 

qulrales más hldrofóbicos, se decidió trabajar con fases móviles 

con un contenido muy bajo de metanol (2. 5 :'.}. Sln embargo, cabe 

hacer notar que estas cond~c1ones no son ideales para las columnas 

de fase invers.a (especialmente cuando ésta es monomérlca, como en 

el caso presente) ya que su eficiencia disminuye notablemente 

cuando el contenido de disolvente orgánico es inferior a 5 r. {58). 

Por otra parte, durante este estudio observamos que estas 

condiciones también afectan la eslabU ldad de h columna, cuyo 

tiempo de vida se reduce considerablemente. 

Un hecho curioso es que en las pruebas preliminares descrl las 

en la sección precedente no se encontró separación isomérlca para 

el 0,L-ácldo mandéllco a pesar de la similitud de las condiclones 

cromatogrttflcas. Probablemente la ausencia de separación se pueda 

atribuir al acetato de amonio presente en esa fase móvil. La 

literatura (47) describe que el ion Nlllll se coordina con 

amoniaco y que puede formar complejos mixtos llgando-amonlaco, de 

tal forma que se puede establecer un equilibrio de competencia 

entre esta especie el so luto por los si tlos de 

coordinación del ion metálico. 
En las siguientes secciones se estudiarán mtts detalladamente 

los efectos. provocados por los llgantes competltlvos en la 

retención y selectlvldad enantiomérlca en estos slstemas. 
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Figura 7. Influencia de la proporción de metanol en la fase m5vil. 
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Fase m6vil: metanol:agua (pH 7) variable, L-prolina 0.017 M, acetato 
de níquel 0.008 M. 



A) 

=l .09 

tiempo (min) 

tiQ!!lpo (rnir.J 

1 ·----------

_! 

tiempo tmin) 

fi€:. 8. rnnuenci.ci del ccr.tenüi.J je 

Cleia."'!ol en la fase r:Svit. 

Comiiclones: fase estacionaria.: ce~ 

en 3a. fig. ). Fa.sE> móvil: ateta.to de 

n{q,ueJ 0.008 ?-!, L-prolina ó.017 H, Me• 

tu.rwl: ag>.m en pror-.1rción "/aria.ble, -

pH 7. 

{-e.): !l:cido l!'.a.ndélico (b} trirtofana 

A) t1Hnnol 10 i R) J:1etanol 5 j 

C) r:eta.nol 2.$ S D) metanol O :'; 

Er. los siguie~tes c:-omo.t.:iera:::n.s los 

salutes se identificarán de la cison 

m11r.era: {a) ácBo Qandé'lico y (b) 

triptofano. 



V.4. Influencia de la naturaleza de las sales disueltas en l~ fase 

móvil. 

Este estudio consistió en evaluar el efecto que puede producir 

el tipo de sal presente en la fase móvil sobre la retención y 

selectividad cromatográfica. Para determinar este efecto se 

utilizaron: acetato de sodio, citrato de amonio, tris hldroxlmetl l 

amino metano y fosfato dlsódico. En cada caso la fase móvil 

contenla la sal por estudiar en concentraclón o. 012 M, acetato de 

nlquel O. 008 H, L-prollna O. 017 M, metano! 2. 5 Y., pH 7. 

Los resul lados obtenidos se muestran en la figura 9. Los isómeros 

del ácido mandéllco no pudieron identificarse debido a que no fué 

posible conseguir los estándares correspondientes; estos isómeros 

se designarán como l y 2, de acuerdo con su orden de elución. 

Algunos trabajos indican que la naturaleza de la sal presente 

en la fase móvil puede influir en las interacciones de tipo 

electrostático de solutos ionizados y además intervenir en la 

cinética de disociación de algunos complejos. Por ejemplo, la 

velocidad de intercambio de las moléculas de agua coordinadas al 

ion Ni1u1 es tres veces mayor en presencia de cloruro de lltlo 

que en perclorato de litio (57). 

En nuestros resul lados se observa que los dos so lutos 

estudiados presentan un patrón de retención similar frente a las 

diferentes sales probadas. El citrato es la especie qulmlca que 

afecta en mayor grado los factores de capacidad de estos 

solutos, provocando una disminución significativa en la retención 

con respecto a las sales restantes. Los efectos observados están 

claramente relacionados con las propiedades complejantes de 

las sales estudiadas. En la literatura (59) encontramos que el 

orden de estabilidad de los complejos de niquel con tales l lgandos 

es el siguiente: 

citrato» tris >fosfato >acetato 

Estos datos indican que a mayor estabi l ldad del complejo formado 

entre el ion metAllco y la sal, disminuyen las posibilidades de 

interacción de éste con el soluto, y por lo tanto dlsmlnuye 

también su retención. 
En cuantp al factor de selecllvidad los solutos presentan un 

comportamiento diferente. En el O,L- triptofano la selectividad 
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de la separaclón dismlnuye en el sl.gu\ento orden: 

acetato ). fosfato > tris 

hasta perderse completamente en presencia de citrato. 

En el D, L-ácldo mandélico solo se presenta separacion lsomérlca en 

presencia de acetato y el trato. 

Observamos entonces que la disminución en los factores de 

capacidad no siempre se relaciona con pérdida de selectividad, lo 

que sugiere, que ademas de factores electrostáticos pueden 

intervenir factores estéricos que impiden el reconocimiento qulral 

en el caso del triptofano/citrato y para el ácido 

mandélico/fosfato/tris. Por tanto la naturaleza de la sal 

presente en el eluyente es un factor muy importante que afecta el 

grado de retención y selectividad de la separación de isómeros 

ópticos. 

Se decidl.6 continuar este estudio conservando al acetato como 

llgante competitivo ya que ninguna de las sales utilizadas aportó 

ventajas adicionales sobre la selectividad de la separación para 

ambos solutos. 

V.5. Efecto de la concentración de llgante competitivo en la fase 

móvil sobre el comportamiento cromatográftco de los solutos. 

En este estudio se determinaron los factores de capacidad y 

selectividad de los solutos de prueba a dtferentes concentraciones 

de acetato de sodio en el eluyente, desde O. 0167 H hasta 0.112 H. 

En todos los casos la fase m6v11 estuvo constituida por acetato de 

nlquel O. 008 H, L-proiina O. 017 H, metano! 2. 5 ~. pH 7. 

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 10 y 11. 

En cromatografia de fase inversa simple se ha encontrado, 

experimentalmente, que los r actores de capacidad de los so lutos 

ionizados disminuyen al aumentar la concentración de la sal 

presente en· la fase m6v11, como resu Hado de un incremento en las 

contribuciones de tlpo electrostático (55). 

Similarmente, en cromatografla de pares de lenes en fase inversa 

se ha demostrado (60} una fuerte dependencia entre la retención 

y el contenido de sales en el eluyente, debida a un efecto 

de competenCia entre los solutos y los iones de la misma 
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Fip.ura 10. Influencia de la concentración de acetato en fase móvil 
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ci0n de acetato variable, metanol 2.5 %1 pH 7. 

61 



B) 

-r .. 
1 

·~A) 1 

-~-1- -·-+·· 

JO 20 10 1tO 50 6 o '~º 

tiemfO (min} 

JO J.O lo i..a !iO 60 

tiempo (min) 

=l .20 

=1.17 

70 

Fig. 11. Efecto de la concentración del ion acetato, 
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Cdrr..a. provenlentes de la sal, por asociarse con el agente 

formador de pares de iones. En este caso e:dste una relac16n 

inversamente proporci<;nal entre los factores de capacidad de los 

solutos y la concentraclón de sales en la fase roóvll. 
En nuestros experimentos observamos que efectivamente existe 

una relación entre la retención de los salutes y la concentración 

de llgante competitivo en la fase móvil, pero este efecto es 

relallvamente pequeño. Esta observación resulta sorprendente si 

se considera al acetato como un ligante compet1llvo y se razona en 

función de un equilibrio de intercambio de ligantes en donde 

esperariamos efectos tan fuertes como los observados en 

cromatografía de p3res de iones. Probablemente, dada la débil 

tendencia del acetato para complejar al níquel, la influencia de 

este ion sobre la retención de los salutes se deba más bien a 

efectos de tipo ~lectrostatlco como lcis que producen las sales en 

los sistemas de fase inversa simple. 
En lo que se r&f\erc (11 efecto de la sal sobre la selectlvl.dad 

enantiomérlca observar.ios comportamlentos dlst\ntos para los . dos 

solutos estudiados. En el caso del trlplofano el f .. ctor de 
selectivldad permanece casi constante en el intervalo de 

concentraclones de sales estudiado. 51.n embargo, la separación de 

los enant16meros del ácido mandélico es más susceptible a la 

presencia de sales, perdiéndose la selectlvldad cuando la 

concentración de acetato es mayor que O. 028 M. 

Una posible expllcación de este comportamiento es la existencia 

de un mecanismo distinto en la formación de cada complejo mlxto 

L-prol lna-tH n 1 )-soluto. Quiz3 en el caso del ácldo mandéllco 

predominan las fuerzas de tipo electrostático y por tanto su 

resolución se verá más afectada al variar la concentración del 

anión desplazante, mientras que en el t:-iptofano pueden combinarse 

estas fuerzas con otro tipo de interacciones que permlten que 

persista el reconocimlento qulral. 

tn efecto, el triptofano posee un grupo amino en el carbono 

qulra 1, que es un fuerte don::idor de pares electrónicos, 

diflcilmente desplazable en sus enlaces de coordinación con el ion 

metálico. El ácido mandél1co por su parte posee un grupo 

hidroxllo, con propiedades básicas más débiles, por lo que la 

presencia de acetato puede de alguna manera influir para lnhlblr 
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la coordinación de este grupo con el metal, lmpldlendo la 

selectividad lsomérlca. 

V. 6. Efecto del pH. 

Debido a que en este tipo de sistema cromatográflco se 

encuentran involucrados equll lbr los de compleja.e i ón, y éstos 

generalmente son dependientes del pH, se decid16 estudiar el 

efecto de la variación de este parámetro sobre el comportamiento 

cromatográflco de los solutos. 

La composición de la fase móvil utilizada fué: acetato de nlquel 

0.008 M, L-prolina 0.017 H, metano! 2.5 Y., pH variable. 

De acuerdo con el pU de la fase móvil los .. salutes pueden 

encontrarse libres como cationes, aniones ó zwltterlones, 

compleja.dos en forma de dlferentes especies coordinadas al metal. 

La forma particular que presenten afectará su retención en un 

sistema de fase inversa simple y puede modlflcar su selectlvldad 

en un sistema de Intercambio de llgantes. 

En la tabla VII y las figuras 12 y 13 se muestran los resultados 

obtenidos. 

La retención y separación lsomérlca de los solutos presentó una 

gran dependencia del pH. Encontramos que un pequeño cambio hacia 

medios ácidos provocó dlsmlnucl6n en los factores de capacidad y 

pérdida total de la selectividad en ambos solutos. 

Estos resultados indican la importancia de los equl llbrios 

qui micos secundar los, que ocasionan una dism1nucl6n en la 

capacidad del soluto para untrse al complejo q:ulral en valores de 

pH bajos y afectan asl los valores de las constantes de 

estabilidad condlclonales, lo cual se refleja directamente en las 

caracteristlcas de retención y selectividad. 

Debido a que en la mayoria de los casos, el valor de pH óptimo 

para la formación de complejos es alcallno, se descartó la 

posibU1dad de continuar el estudio hacia 111edios más ácidos. 

También evitamos trabajar en valores de pH superiores a 7 para 

impedir la degradaclbn de la fase estacionarla 



TABLA Vl l 

Influencia del pH en la retención y selectividad lsomérlca. 

So luto pH 6 pH 7 

k' o k' a 
L 

k' o k' 
L 

a 

O, L-trtptofano 14. 13 14. 13 l. o 36. 73 44. 07 1.20 

D, L-ácldo mandé l lco 1. 13 1. 13 1.0 l. B 2. o 1.11 

Condiciones: 

Fase estacionarla: como en la figura S. 

Fase móvil: acetato de niquel 0.008 M, L-proltna 

O. 017 M, metanol 2. 5 Y., pH variable. 

V. 7. Influencia de la relación estequlométrlca del complejo 

llgante qulral: ion metállco sobre las ca rae ter lstlcas 

cromatográflcas de los solutos. 

El prop6sl to de este estudio fué establecer la contrlbuc16n 

que, sobre las caracterlstlcas de retención y selectividad, 

presenta la combinación, en diferentes proporciones, de los 

constituyentes del complejo qulral. Es dec l r, se pre lende 

determinar sl es necesario mantener una relación estequlométrica 

particular en el complejo qulr.al para que se manifieste la 

separación isomér lea. 

Los cambios en las proporciones de los reactivos que forman al 

complejo qulral pueden dar lugar a varios efectos que a su 

vez modificarán en forma distinta las caracteristlcas de 

retención y selectividad de los solutos. Asl, la presencia de un 

exceso de prollna con respecto al ntquel puede estabilizar el 

complejo L-prollna: Nl f11 l provocando un aumento en la retención 

de los solutos y probablemente en la selectividad enantlomérlca. 

Pero, por otra parte, este cambio puede dar or lgen a la formación 

de un complejo del tipo L-prollna:Ni11u:L-prol1na, ocasionando 
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Figura 13. Influencia del pH. 

Condicione!J: fase estacionaria: como en la fig. 5. 

Fase móvil: acet'ato de níquel o.coa M, L-prolina 0.017 M, 

metanol 2.5 %1 pH variable. 

A) pH 6 B) pH 7 
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una dlsmlnuclón en la retención de los solutos y efc.qos no 

fácilmente predecibles sobre la selectividad. 

En estos ensayos se mantuvo fija la concentración de acetato 

de n1quel en 0.02 H y se vartó la concentración da L-proljna desde 

0.01 M hasta O.OS H, es decir, se estudió una relaclón 

llgante:metal en el intervalo de 0.5 a 2.5. El pH de la fase 

1:11.óvil se fijó en siete y el contenido de melar.al en 2. 5 %. 

Los resultados se muestran en la tabla VIII y la figura 14. 

La respuesta de los solutos a los cambios en la. relación 

estequiornétrica del complejo qulral fué diferente; el ácido 

mandéllco incrementa bruscamente su retención cuando la proporción 

L-prol1na:NilJJJ en la fase móvil pasa de 0.S a l, manteniéndose 

prácticamente constante en valores superlores a est: relación. El 

comportamiento de la selectividad es si mi lar, la separación 

enantiomérlca se produce a partlr de una relacl6n estequlométrlca 

Igual a l y en valores superiores se mantiene casi constante. 

Para valores Inferiores 

completamente. 

l, la selectlvldad se pierde 

En el tr1ptofano se observa que siempre hay aumento, tanto 

en la retención como en la selecttvldad 1 con el incremento en la 

relación estequlométrlca del quela.to qu1ral y a! igual que en el 

Acldo 111andéllco se pierde la si:lectlvldad cuando esta proporcl6n 

es inenor que l . 

En la li lera tura {59) se encuentran publicados los 

siguientes datos de constantes de formacl6n de complejos con el 

lon fft 2•: 

Ligando Log K<q 

K, ll, ll, 

Prollna 6.15 11. 28 

Trlptofano 3.0 7.18 15.46 

ácldo mandellco l. 41 2.26 2.90 

Con estos va.lores podemos calcular las constantes condicionales a 
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pH 7. Para el equili.t>rio: 

O' t H ~ Q'H 
Q' 1 1•1 

1 Q'HI 

donde: 

O' 1 • concentración de llgante qulral no complejado 

O'I 10·1 • IHol IH/1 
Kd~ "' constante condicional de disociación del complejo O'M 

En las condiciones de trabajo, el ligante quiral CL-prol1na) no 

complejado, se encuentra casi en su totalidad en la forma 

ácido-base HO, por lo que 1 o· 1 ::. 1 HOI. 

De esta manera, tenemos que: 

Para el equllibrlo: 

Q'M • Q' 

K•' • Kd ( 1 tt 1 l 
2 2 --.. , 

Q'H 
2 

K•' • lo••I lo'I 
2 

= 10-5.13[~ l. 
10-10.6 

Estos valores y nuestros resultados experimentales parecen indicar 

que, en el intervalo de condiciones estudiado, la formacion del 

complejo o
2

M es poco probable. En efecto, experimentalmente se 

observa que la retención de los solutos no disminuye cuando la 

relación de concentraciones L-prollna: NI <IJJ es superior a 1, y 

por otra parte, de acuerdo con los valores de constantes 

condicionales antes calculados, la formación de tal complejo 

requiere concentraciones de L-prolina libre, superiores a la 

máxima concentración de prol ina total (complejada + Ubre) 

utilizada en nuestros experimentos, que fué de 10-t.e H. 

El efecto observado en el caso del triptofano sugiere que el 

exceso de L-prolina estabiliza al complejo L-prollna:NlutJ, 

69 



favoreclendo la for:nac lón de los complejcs a ... ..tos 

l-prol lna: N1 u J l: soluto. 

En el caso del ácldo mandéllco, el efecto de los cambios en la 

relación L-prollna:lllfill no es tan evidente, poslblerr.cnte debldc· 

a la baja hldrofoblcldad de este soluto, que ocasi<.~;~a una 

retención muy pequefia 

En lo expuesto anteriormente no hemos conslden1do las 

alteraciones que pueden darse en los valores de las constantes de 

equlllbrlo debido a la formación de complejos mixtos, ya que se 

carece de estos da tos. 

TABLA VIII 

Influencia de la relación estequiométrlca efe! complejo 

quiral sobre las caracteristtcas cromatográficas de los salutes. 

Relaclón D,L-triptofano O, L-ácido mandéllco 

L-prol lna: Ni e 11 J 
k' k' Q k' k' Q o L 1 2 

0.5 23. 67 23.67 1 1. 87 1. 87 1 

!. o 26. 93 31.13 1. 16 2. 13 2. 4 1.13 

!. 5 31.8 39.0 1.23 2. 23 2. 47 1.13 

2.0 32. 47 40.87 l. 26 2.2 2. 5 1.14 

2.5 34. 4 44. 53 !. 29 2. 2 2. 47 1.12 

Condiciones: Fase estacionarla: como en la figura S. 

fase móvil: acetato de nlquel O. 02 H. L-p;·ollna variable, 

metano! 2. 5 ~. pi! 7. 
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Fase móvi 1: acetato de n!quel O. 02 M. L-proli na variable, 

metanol 2.5 %, ¡:H ¡. 



V.8. Influencia de la concentración del complejo qulral · 1···: la 

retención y selectividad enantlomérlca. 

Asumiendo que el compl<.?jo quJral actúa como uno de los 

reactivos en la reacción de formación de un complejo ml:(tO con el 

soluto, se planteó el estudio del efecto que produce la variación 

en la concentración de dlcho complejo {manteniendo constante la 

relación L-prollna:Nl1111 en 2: 1) sobre el equilibrio quimlco que 

nos interesa. La influencia de este parámetro se verá reflejada 

en las caracteristlcas de retención y selectividad de los solutos. 

En la tabla IX y la figura 15 se muestran los resultados 

correspondientes a este estudio. 

TABLA IX 

Influencia de la concentración del complejo qulral en 

las caracterlstlcas cromatográflcas de los solutos. 

Concentración de triptofano ácido mandél leo 

Ni t IJ 1 (H) k' k' 
D L 

« k' 
1 

k' 
2 

« 

10-• !4.08 14.08 I l. 2J l. 2J 1 

5 X 10-• !8.69 18. 69 I 1.2J l. 2J I 

10-3 19.62 19. 62 1 l. JI l. JI I 

10- 2 24.00 27. 46 l. 14 l. 77 l. 92 1.08 

2 X 10- 2 
25. JI JO. 54 l. 21 2.2J 2. 46 l. !O 

Condiciones: Fase estacionarla: como en la figura S. 

Fase .óvil: metanol 2. 5 Y., pH 7 y concentración del com­

plejo L-prollna: Ni 1111 variable, conservando constante la re­

lación estequiométrlca 2: 1. 
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Se encontró que en ambos so lutos la retención y select iv1d ,·j son 

función de la concentracion del compleja metalice en la fasf· 

móvil; estos parámetros cromatográficos se incrementan al aurwntar 

la concentración del complejo quiral. Se observa adernois que 

existe un intervalo de concentración del complejo en el cual los 

salutes no muestran separacion isomCrlca. es decir, la 

concentración de !H1111 en la fase móvil debe ser mayor que 

O. 001 H para que ésta se presente. 

Estos resultados coinciden con lo que se esperaba, un 

desplazamiento del equilibrio de complejaclón debido la 

presencia en exceso de uno de los reactantes. 

No fué posible continuar el estudio en niveles de concentración 

superiores porque se presentaban interferencias con ei sistema de 

detección. 

V. 9. Estudio de la fijación de llgante qulral sobre la fase 

estacionarla. 

La L-prollna es un agente qulral cuya molécula es 

relativamente poco hldrofóblca, por lo que se puede suponer que el 

mecanismo de retención de los solutos procede por formación del 

complejo quelante quiral: metal: soluto en la fase móvil, seguido 

por la retención de esta especie en la fase estacionarla. 

Para comprobar esta hipótesis se determinó si el complejo 

L-prollna:Nlc111, en ausencia de solutos, se adsorbe 

significativamente en la superficie de la fase estacionarla. Este 

ensayo se efectúo mediante el análisis frontal de una dlsoluclón 

con la siguiente composición: acetato de nlquel O. 008 H, L-prollna 

O. 017 H, metanol 2. 5 X, pH 7. El procedimiento seguido se explicó 

con detalle en la sección IV. 9. 5 de la parte experimental. 

De acuerdo con las caracterisllcas de la fase estacionarla, el 

grado de fijación del llgante es función de su carácter 

hldrofóblco. Mientras se efectúa la adsorción de esta especie, el 

indice de refracción del efluente permanece constante, salvo 

algunas perturbaciones que se producen al finalizar la elución del 

volumen muerto de la columna. Una vez que el llgante se ha 
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í 1 _hdr: a la fase estaclonar·ia, se observa un cambio en forma de 

frente. en el registro de la señal. 

En nuestro caso, se pres'"ntaron pcrlurbaciones en la señal 

durante los primeros siete r.1inutos de eluclón, posteriormente se 

cstabl 1 izó la l rnea base, sln que se observara ningún frente de 

migración. Esto significa que la elución de la prolina se 

produjo durante los primeros minutos del ensayo, ocasionando las 

perturbaciones antes descr 1 tas. Aunque no se pudo determinar 

el grado de interacción real, se concluye que esta especie no 

se adsorbe apreciablemente en la fase estaclonaria. 

De aqui se deducen las siguientes conclusiones: 

lll La formacion de los complejos diastereolsoméricos con el 

salute se produce en la fase móvil. 

121 La selectividad enantlomérlca proviene de la fase 

estacionarla que rellene en diferente grado los dos 

diastereo i sómcros. 

V.10. Efecto de la naturaleza del llgante quiral. 

La estabilidad de un complejo está relacionada con propiedades 

de los llgandos tales como la carga, el momento dlpolar, el 

tamaf\o, la configuración electrónica y la estructura qulmlca (61 ); 

por tanto, el tlpo de Ugante qulral que se utll ice debe lncldlr 

en el equilibrio de complejación y en consecuencia en las 

caracteristlcas cromatográflcas de los solulos. 

En este ensayo se sustituyó a la L-prollna por L-isoleuclna, 

determlná.ndose el grado de fijación de este nuevo llgante a la 

fase estacionaria y su efecto sobre la retención y selectividad de 

los solutos de prueba. 

La estructura e hldrofoblc ldad de estos dos compueslos se muestra 

en la slgulente figura: 
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Se eligieron las condiciones de composlclón de fase móvil con las 

cuales se obtuvo selectividad cromatográflca para ambos solutos, 

en los ensayos con L-prolina: acetato de nlquel 0.008 H. 

L-isoleucina 0.017 H,acetato de amonio 0.012 H, metanol 5 X, pH 7. 

En el análisis frontal de esta disolución se observó el frente 

de migración de la lsoleuclna en aproximadamente 5.6 minutos, por 

lo que sus comportamiento de retención es similar al de L-prollna, 

es decir, casi no hay fijación a la fase estacionaria y el 

equilibrio de intercambio de llgantes ocurre entonces en la fase 

móvil. 

En la tabla X se muestran los resul lados obtenidos con los dos 

llgantes qulrales y en la figura 16 los cromatogramas 

correspondientes. 

Nuestros resultados reflejan que efectivamente el tipo de ligando 

juega un papel importante en la selectividad cromatográfica de los 

so lutos. Se observa que mientras la L-prol ina favorece la 

separacl6n enantiomérlca del D,L-trlplofano, la L-lsoleucina 

incrementa notablemente la separación de los isómeros del 

O, L-ácido m~ndél leo. 

Se intentó ampliar este estudio probando el efecto que producía un 

incremento en la concentración del complejo qulral en la fase 

móvil, sin embargo, no pudo llevarse a la práctica debido a que la 

L-isoleuclna presenta problemas de solubllldad en tales 

condiciones. 
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TABLA X 

Influencia de la naturaleza del Hgando en la 

rctenc1ón y selectividad de los solutos. 

soluto de 

prueba 
k' o 

Ugante qulral 

L-prollna 

k' 
L 

k' o 

L-lsoleuclna 

k' 
L 

D, L-trlptofano 23.0 26.67 \.16 25.29 27.14 1.07 

~do mandél leo ~-5-3 ____ 1_._61 __ 1 __ º_ª.· _ _,__i._z __ 9 __ i_._6_4 __ 1_. 2_1_, 

Condiciones: 
fase estacionarla: como en la flgura S. 

Fase móvil: acetato de niquel 0.008 M, ligando qulral 

O. 017 H. acetato de at:'lonlo O. 012 H, metanol 5 %, pH_ 7. 

Los resul lados observados en estos experimentos muestran que la 

selectividad enantiomérlca, ejercida como vimos por la fase 

estacionarla, depende de la conflgurad6n global del complejo 

mixto llgante qulral:metal:soluto formado en la fase móvil. Por 

lo tanto, en la optimlzac16n de este tlpo de separaciones, la 

elección del llgante qulral para un soluto dado es de 

suma l.mportancl.a. 
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Fig. 16. Influencia de la naturaleza del liganr\o quiral. 

Condiciones: fase estaciona.ria: como en la. fig. 5, 

Fase móvil: acetato de níquel 0.008 M, lige.n1o quiral 0.017 M, 

acetato de a.~nio 0.012 M, t'letanol 5 %, pH 7-



S(· 
V. 11. Proposlc16n de un modelo de retención en el Sistema 

estudiado. 

Los resul tactos obtenidos en las serles de experimentos 

reportados en las secciones precedentes. nos perml ten proponer un 

modelo de retenclón slrnpl lf lcado que 1 lustra el comportamiento 

global del sistema estudiado. Este sistema está básicamente 

consti luido por; 

- fase estacionarla apelar (que se representará por el sublndice 

"st" l 

- fase móvil polar (que se representará por el sublndice "m") 

conslltuida por mezclas metanol-agua en las que se encuentran 

dlsuel tos los siguientes componentes: 

1) un llgante quiral de baja hldrofoblcidad que prácticamente 

no se adsorbe en la superficie de la fase eo:;taclonarla (QJ 

2) un ion metálico de la primera serle de transición {H) 

3) una sal, cuyos constituyentes presentan una muy baja tende.ncia 

acomplejar al ion metiilico de translclón {acetato de sodlo). 

En base a lo anterior se propone la coexlstencla de los 

siguientes equlllbrlos, prlnclpales, en la fase móvil: 

- formación del complejo quelante-metal 

·. º'· 
Kt = __ l_o•_I_._ "' 

lol. l•I. 

Por s1mpliflcaci6n y tomando en cuenta los resultados observados 

(flgs. 9 y 10) respecto a la baja tendencia del ion acetato para 

complejar al ion metálico ( K= 10º· 2 
), consideraremos que los 

sitios de coordinación libres del metal ei:i el complejo OH están 

ocupados por moll!ot:ulas de disolvente. 

Por otra parte, nuestros resultados experimentales (sección V. 7) 

indican, que la formación del complejo o
2
M es poco probable en las 

condiciones de trabajo ut1llzadas, por lo que no se considerará el 

equilibrio de formación de éste. 
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- formación del complejo mixto quelante-metal-soluto. 

·. 'º"' K· ---•-
2 !oH\ 111 \sllll 

(2) 

- forrnaclón del complejo metal-soluto. 

·. "· ¡::::=:::=::! S H 
111 

, .. , . 
K· ----· 

J 
(JI 

Nuevamente, no se considerara la poslbi l ldad de formación de 

ios complejos S/· y s
3

H, ya que la concentración del soluto en la 

fase móvil es sumamente pcquefia con respecto a la concentración 

del ion metá.1 ico. 

Finalmente, el balance de masa para el sol u to en la fase móvil 

queda dado por: 

JsHI• 

donde: 

lsllolC•J"' concentración analitlca total de soluto en 

fase aóvt 1. 

(Nota: todas las constantes de equilibrio son condicionales con 

respecto al pH). 

El soluto puede retenerse en la fase estacionaria según los 

equilibrios: 
Is! ____, s 

,, 
(4) ·. ,, D• ---<- 0 

l•I. 

____, SH 
, .. , ··. <- " •,· •l 

(5) , .. , . 
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OKS 
•l 

lottsl ,, o.---- 161 
2 

\OttSla 

El balance de masa para el solulo en la fase estacionada 

queda dado por: 

lsl • ls•I 
Sl s\. 

O \SK 1 
1 • 

lo•s 1 
" 

D IOKS 1 z • 

1 J K1 2. 2 • 
o K l • I • o K 1 o• I l 

El coeficiente de dlstdbuclón total del soluto (oT} queda 

entonces expresado por: 

t7l 

Evidentemente, esta ecuación es una manera muy simplificada de 

expresar el comportamiento del sistema, en ella no hemos hecho 

explicito el efecto del pH, que influye en todos los equlllbrlos 

en la fase m6vl l, pues todas las especies tienen propiedades 

ácido-base. Además, hemos considerado el caso simple en el cual 

los tones de la sal no complejan al lon metállco. Sln embargo, 

pensamos que este tratamiento permite tener una adecuada visión 

global del fenómeno de retención en estos sistemas. 

A cont1nuac16n se efectúan algunos razonamientos para 

relacionar el modelo expresado por la ecuación t71 con los 

experlRtentos descritos en las secciones precedentes. 

En ausencia del quelante y el metal, el coeficiente de 

distrlbucl6n del soluto queda dado por 0
1

,. o
0

• 

Cuando a la fase móvll se le agrega únicamente el metal (cuya 

concentración analltlca total representaremos por Co); 
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En estas condlclones se pueden presentar tres casos distintos: 

1 l el complejo SH es muy inestable, K3 --i O Y ºr --) o0 
en cuyo caso la retención del solulo no cambia al agregar el ion 

metálico a la fase móvl l. 

2) el complejo stt es medianamente estable, pudiendo 

presentarse las siguientes alternativas: 

a. el complejo formado es más hldrofillco que el salute libre, lo 

que implica: 
ºo o ____, o 

1 
o __, 

T ~ 
J 

en este caso, un aumento en la concentración de ion metálico en el 

eluyente provoca una disminución de la retención del salute, 

sl tuaclón observada para f enl lpropanolamlna N-1sopropl1 

noradrenal lna {fig. 5 y tabla VI). 

b. El complejo SH es más hidrofóbico que el salute llbre, por lo 

tanto: 

y 
• K Co 

J 

la retención del soluto aumenta al aumentar la concentración del 

ion metcillco y tiende a un valor constante en donde o1 = o
1

• De 

los solutos estudiados, el cicldo mandélico, trlptofano y 

m-fluorofenllalanlna presentan este comportamiento (flg. 5 y tabla 

V!). 

c. El complejo SH es muy estable. esto implica : 

lsl<ISKI O•D 
11 11 T l 

en este caso la retención del soluto cambia {aumenta o disminuye 

según la hldrofoblcldad relatlva de SH) cuando se agrega el lon 

metálico al eluyente y posteriormente permanece constante aunque 

varle la concentración de metal. 

51 ahora se agregan cantidades crecientes de agente quelante a la 

fase móvil, manteniendo constante la cantidad de metal, el valor 

de \MI• empezará a dtsmlnulr mientras que la concentración del 
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complejo metálico aumenta. 

El resul lado de este cambio es un aumento progresivo en el valor 

de ºt hasta que todo el metal se encuentra cornplejado y se alcanza 

una meseta en donde: 

0
• o0 • o,K 2 1o•I. 

T • r. 1 o•I 
2 • 

D 
o 

Este comportamiento se observa claramente para el ácido rnandélico 

en la figura 14, y en el caso del triptofano se observa una 

dlsmlnuclón en la pendiente, tendiendo también a una meseta. 

Supongamos ahora que se incrementan progresivamente las 

cantidades de metal y de quelante en la fase m6vl 1, manteniendo 

una relación quelante-metal constante (por ejemplo 2: 1). En estas 

condiciones el coeficiente de distrlbu:;lón aumentará (ver 

figura 15) tendiendo progresivamente hacia un limite en el cual: 

o c. o K loHI o 2 2 ll 
l < K lo•I 

2 • 

por tan to: 

o
1
---; o

2 
(coeflclente de dlstrlbuc16n del complejo mixto) 

De aqul se deduce que la separación de dos especies enantloméricas 

aumentará progresivamente al aumentar la concentración del 

complejo quiral (01d hasta llegar a un estado l lml te en donde la 

separación dependerá Unlcamente de la diferencia entre los 

coeficientes de dlstrlbuclón de sus respectivos complejos 

mixtos con el soluto. Es decir, que la selectividad enantlomérica 

depende de la capacidad de la fase estacionarla para retener en 

forma diferente a los dos diastereoisómeros y, puesto que se trata 

de una fase inversa, en última instancia la separación dependerá 

de la diferencia de hidrofoblcldad entre dos especies similares 

pero con diferente orientación espacial de sus átomos. 

En conclusión, la eleccl6n del metal y el agente quelante 

quiral es critica para este tipo de separaciones, ya que de ellos 

depende la configuración espacial (y especialmente la diferencia 

de conflguracl6n) de los dos dlastereois6meros. 
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V 1. CONCLUS 1 WES 

La cromatografia de inlercambio de l lgantes en fase inversa es 

una técnica que puede adaptarse para la separación de enanllOmeros 

cuando se Introduce en la fase móvil un compuesto qulral 

con propiedades quelantes y un Ion metálico de la serle de 

transición. 

En el sistema estudiado en este trabajo st~ utilizaron compuestos 

qulra1e5 de baja hldrofobicldad (amlno;ic!dos simples), los cuales 

no se fijan apreciablemente en la fase estacionarla. En estas 

condiciones, los complejos dlastoreolsomérlcos llgante-melal­

soluto se forman en la fase móvil y la separdcion enantlomérlca 

depende a la vez, de la establ lldad de estos complejos y de la 

diferencia de hldrofoblcJdad entre los dos rllastereolsómeros. 

Por lo anterior, la selectividad hacl~ los isómeros O y L del 

soluto solo se presenta cuando éste posee, al menos, dos grupos 

funcionales polares capaces de lnteracclonar con el metal central 

para formar especies con estructura (e hidrofoblcldad l dlferente. 

En particular, la separación de los enantiómeros se favorece 

cuando el soluto posee un grupo funcional con una carga neta 

negativa y un sus ti tuyente donador de pares electrónicos en el 

carbono adyacente. En este caso los isómeros del solulo se unen 

al llgante qulral, formando una pinza con el ion metálico, a 

través de una interacción tónica y un enlace de coordinación. 

La naturaleza del ion metálico y del 11gante qulral son de 

suma Importancia en el proceso de resolución enanllomérlca puesto 

que son estas especies las que definen las caracteristlcas 

globales de los complejos mixtos, y especificamenle, su 

configuración, estructura e hidrofoblcldad. Por lo tanto, la 

selectividad, relacionada con la diferencia de estructura entre 

los dos dlastereoisómeros, y la retención en la fase 

estacionarla apelar van a estar, fuerlemente, Influidas por la 

naturaleza del complejo qulral. 

Entre los iones metálicos analizados, el m2• resultó ser la 

mejor opclól'l\ tanto por la enantloselecl1vldad lograda al utilizar 
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este catión, como por sus caracteristicas adécuadas para el 

sistema cromatoeraflco (buena solubilidad de sus sales en la fase 

móvil y baja interfcr~ncia con el sLste;;-,d de deteccl(m). 

Respecto a los ltgahtf..'S quindes, nuestrcs resultados Indican 

que aún con compuestos muy s!mllares (como ta 1soleuc1na y la 

prol1na, empleadas en este trab:\jo) la enantlosclectivldad hacla 

los solutos de prueba es slgnificativai:,ente diferente. Esto 

ioplica que no hay un ligante qulral óptl.rno p;ira todos los solutos 

y por lo tanto, para la resolúclC>n de un prob1e::ia particular, 

deberán ensayar~e varia!> p:::sibU id<i.dcs Sin cr.:.b.:irgo, por regl<i. 

general, la enantio~electividad solo puede l.::igrJ.rse cuando el 

carbón ashétrlco del corr-.puesto q\liral s1.' encu('ntra m1J:1 próximo a 

los g¡upos pnlart?s qu1J fcrr:.an enla::t>s c:011 <'l net.:d 

Una vez determln;ido el complejo quiral adecuado para el soluto 

proble~ll. se dispone de una eran vari~dad de parán·~tros de la fase 

móvil que permiten optimizar la SCf'.~n.cl6n. Las conclusiones 

respecto a la influencia de los principales dl' ellos son. las 

siguientes: 

1) El aumento en la concentración del complejo qulral da lugar a 

un incremento en la retención de los solutos y <:. una mayor 

separación de los enanUómeros. 

2) En la fase móvil, el complejo qulral se encuentra, 

principalmente, en una relación estequlomt?trlca 

quelante:metal 1: l. El e:<ceso di"! llgante qutral estabiliza 

esta especie 

los solutos. 

favorece la formaci6h del eomplejo mixto con 

3) En cromatografia de lritercambi.a de l lgantes, el pH de la fase 

móvil llene un efecto notable sobre la retención y la 

selectivlda.d debido a su influencia en los equilibrios 

ácido-base de las dlferer.tes especies {soluto, metal y 

llgante qulral J. En la lllayorla de los casos, los medios 

ácidos son poco favorables para la separación, mi.entras que 

los medios neutros o 11geramente a leal lnos la propician. 
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4) Las sales presentes en el eluyl:nte pueden r.iodifi~ar la 

retencibn y la selcctl'-·idad de la separación isamcrh.a. En 

esle aspecto, las caractc1 ístlcas cor-.plejantes del anion de la 

sal. y en particular, el número y disposiclón de sus grupos 

funcionales son de impcrtancia fundamental porque esta especie 

compl le con el soluto pnra ocupar un lugar en la esfera de 

coordlnac lón del metal. 

5) En el caso de sales cu;•o anión tiene propiedades complejantcs 

muy débiles, los cambios en la concentración de la sal (fuerza 

lónica del medio) provocan efectos relativamente pequeños en 

la retención de los salutes. Estos efectos son similares a 

los que se observan en crorr.atografia en fase inversa simple 

con salutes iónlcos. Por otra parte, el efecto sobre la 

resolución enantlomérlca depende, fundamentalmente, del grado 

de retención del soluto. Si la retención del soluto l1bre es 

pequefia, un aumento en la concentración de sales destruirá 

rápidamente la separación lsomé-rlca. 

6) En cromatografia de lnlercamblo de !!gantes con agentes 

quelantes qulrales de baja hldrofoblcidad, el contenido 

de disolvente orgánico de la fase móvil debe ser lo más bajo 

posible para lograr una retención adecuada de los complejos 

mixtos y, con ello, la posibilidad de separación de los 

dlastereolsómeros. Esto es particularmente necesario cuando 

la molécula del soluto es fuertemente hldroflllca. 

Las condiciones ópllmas para la separación isomérlca en estos 

sistemas resulta ron ser poco favorables para la establ l ldad de las 

columnas de fase inversa. En efecto, las fases móvl les con muy 

bajo contenido de disolvente orgánico y con un pH cercano a 7, o 

ligeramente· al cal lno, provocan fuertes tensiones en las cadenas 

hidrocarbonadas de la fase estacionarla y una reducción apreciable 

del "tiempo de vid<l" de la columna. 

Sin embargo, consideramos que, en principio, el sistema es 

adecuado para la separación de isómeros ópllccs y que bastarla con 

aumentar la hldrofoblcldad ~el compuesto qulral para poder 
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trabajar a conccntrac1ones mayores de disolvente orgánico en la 

fase móvil. 
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