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1.INTRODUCCION

Es bien sabido que el pH de la fase mévil es una varia-
ble fundamental en la separacion de sustancias ionizables
en cromatografia de liquidos, ya que de €l depende el
grado de ionizacidn de los analitos presentes en la mezcla
problema. En el desarrollo de métodos analiticos se
requiere pues, ejercer un control eficiente sobre el pH
mediante la eleccion de un tampdn adecuado. En croma-
tografia de lguidos en fase inversa, suelen usarse solucio-
nes hidro-orgdnicas tamponadas como fases mdviles.
Habitualmente éstas suelen prepararse afiadiendo el volu-
men adecuado de un disolvente orginico, tipicamente
acetonitrilo o metanol, sobre una solucidn acuoss tampo-
nada. Sin embargo, fases mdviles del mismo contenido
en modificador orgdnico y preparadas a partir de solucio-
nes acuosas del mismo pH pero que contienen acidos dis-
tintos como reguladores del pH, pueden presentar valores
de pH significativamente diferentes. Consideremos ¢l
ejemplo mostrado en la Figura 1. Se inyectd una mezcla
de sustancias con propiedades dcido-base, de p&, cercano
a 8, en dos fases moviles distintas que contenfan un 60%
de acetonitrilo. Ambas fases méviles se prepararon afia-
diendo el volumen adecuado de acetonitrilo a soluciones
acuosas tamponadas del mismo pH (8,00), pero prepara-
das a partir de distintas especies reguladoras del
pH: H,PO; /HPO: y NH; /NH,. Podemos observar en
la Figura 1 que los tiempos de retencién para dos de los
cuatro analitos son significativamente distintos v, en fun-
cion del tampon utilizado, se obtienen diferentes perfiles
de elucion. Este fendmeno también se produce en fases
mdéviles que contengan metanol como modificador orgd-
nico, tal ¥ como se desprende de los cromatogramas mos-
trados en la Figura 2. ;Cudl es el motivo del cambio de
selectividad en los ejemplos descritos? La respuesta la
encontraremos al final del articule, pero antes de llegar a
ella deberemos hacer algunas consideraciones pricticas
sobre la medida del pH en fases moviles hidro-orgdnicas
v sobre las variaciones del pK, de dcidos y bases con la
adicién de modificador orgdnico.

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

crados analitos dcidos o bdsicos y fases mdviles tampona-
das. Loscasos seleccionados aqui son ejemplos académi-
cos v algo extremos, pero ilustrativos. La consideracién
detenidade las causas de los cambios de selectividad des-
critos ha de permitir la interpretacion correcta de las
variaciones de retencidn observadas en el trabajo cotidia-
no al modificar, en ocasiones incluso muy ligeramente,
las condiciones de elucidn cromatogrifica.
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Figura 1. Elucion de una mezela de compnesios ioniza-
bles en dos fases moviles preparadas a partir soluciones
reguladoras acuosas de H,PO; / [—IPDf" [} NH: /£ NH, ,
ambas de pH 8,00 y concentracidn 0,01 mol-L". Analitos:
(1) 2-nitrofencl, (2) 2.4,6-trimetilpiridina, (3) 3-bromofe-
nol y (4) N, N-dimetilbencilamina. Condiciones cromato-
grificas; 1 mL/min, 60% de acetonitrilo en volumen,
XTerra M5 Cyg 5-um (15 cm x 4,6 mm).
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