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I. OBJETIVOS

. Realizar estudios de efectos de solventes (solvatocromismo) a través de los espectros

UV-visible de distintas nitroanilinas

. Detectar, separar y cuantificar las distintas interacciones existentes entre las

nitroanilinas y los solventes estudiados, utilizando para ello parametros empiricos de
solventes cuando se trate de solventes puros y un modelo de solvatacién preferencial y
de enriquecimiento dieléctrico cuando se estudien los espectros de las nitroamlinas en

mezclas de solventes.

. Realizar estudios similares a los indicados en los incisos previo 1. y 2. sobre

micotoxinas producidas por hongos del género Alternaria

. Realizar estudios de efecto de solvente en cromatografia liquida de alta resolucion

(HPLC) tanto en fase inversa como en fase normal de las micotoxinas mencionadas.

. Utilizando los resultados obtenidos de los experimentos indicados en los incisos 3. y

4., predecir el mejor solvente y/o mezcla de éstos para la extraccion y/o separacién de
estas micotoxinas del sustrato sobre el que se producen.



II. INTRODUCCION
II. 1. EFECTO DE SOLVENTE
II. 1. 1. GENERALIDADES

Es ampliamente conocido que, en una significativa cantidad de casos, la velocidad de
distintas reacciones quimicas, la posicién de un equilibrio, la intensidad y posicion de una banda
de absorcién o emision, etc, son efectados por la naturaleza del solvente. Sin embargo, los
aspectos fundamentales de los efectos de solvente sobre procesos flsicos y quimicos no son aun
comprendidos.’

Los corrimientos que sufren las bandas en el espectro de absorcion electrénica debido a
los efectos de solvente, denominado comunmente solvatocromismo, estdn relagionadas a la
interaccién del soluto con el medio. Cuando el corrimiento ocurre hacia longitudes de onda
menores (hipsocrémico), el fenémeno se conoce como solvatocromisma negative, y cuando
ocurren cofrimientos hacia longitudes de ondas mayores (batocrémico), el fenémeno se conoce
como solvatocromismo positive. Los corrimientos son producidos por cambios en las diversas
interacciones soluto-solvente, que pueden ser tanto especificas como no-especificas. Las
interacciones no-especificas son producidas por fuerzas electrostaticas y de dispersion enire las
que figuran interacciones: dipolo - dipolo, si el soluto y el solvente son polares; dipolo
permanente del soluto - dipolo inducido del solvente, cuando éste no es polar; dipolo permanente
del solvente - dipolo inducido del soluto, cuando éste no es polar. Las interacciones dispersivas se
producen entre el dipolo de la transicién del soluto (instantaneo) - dipolo inducido del solvente.
Las interacciones especificas incluyen fundamentalmente formacién de: puente de hidrogeno y
complejos electron dador - electron aceptor (EDA).!

El problema bésico consiste en determinar, para un dado sistema soluto - solvente, qué
efecto o efectos estn presentes y, para el caso, cual es el dominante. Para ello se hace uso de
parametros de solventes tanto teéricos como empiricos, con los cuales se trata de explicar el
cambio observado. Los parametros teoricos de solventes obtenidos aplicando modelos clasicos o
mecanocuanticos, expresan los resultados basados en relaciones de uno o varios parametros que
dan la dependencia de los corrimientos, por ejemplo, con la constante dieléctrica (D) o el indice
de refraccion (n) del solvente. Los resultados obtenidos cuando se aplican este tipo de parametros
explican en general los corrimientos por solvente siempre y cuando no existan interacciones



explican en general los corrimientos por solvente siempre y cuando no existan interacciones
especificas entre las moléculas de soluto y solvente ya que los modelos tienen en cuenta
principalmente los efectos no especificos®>* >

Para el estudio de los efectos de solvente cuando se detectan interacciones especificas se
utilizan por lo general los pardmetros o escalas empiricas de solvente®’. El uso individual de estas
escalas a veces no es suficiente como para describir adecuadamente todos los cambios observados
para un dado sistema, ya que algunas escalas tienden a dar prioridad a uno de los efectos y
minimizar los otros® . Todo esto hace necesario el uso de mas de una escala, las que aplicadas

adecuadamente en ecuaciones multiparamétricas, permiten detectar y cuantificar el efecto de las
distintas interacciones existentes’ !°

IL 1. 2. EFECTOS DEL SOLVENTE SOBRE LA POSICION DE LAS BANDAS DE
ABSORCION

En log espectros de absorcion electronica, se puede hacer una interpretacion del corrimiento
generado por el cambio de solvente considerando:

a) el momento dipolar momentaneo de la especie correspondiente a !a transicién durante la
absorcion

b) 1a diferencia entre el momento dipolar permanente de la especie en su estado fudamental y en
su estado excitado
¢) el cambio en el momento dipolar del estado fudamental del soluto inducido por el solvente.
d) el principio de Franck-Condon. Dado que el tiempo requerido por una molécula para realizar
una vibraciéon es mayor que el correspondiente a una transicién electrénica, ni el soluto ni las
moléculas de solvente de su entorno modifican su posicién durante la transicion.

Segun Bayliss y McRae'’ los efectos de solvente en las transiciones electronicas pueden
resumirse en cuatro tipos:
(1) Soluto no polar en solvente no polar. En este caso, solo las fuerzas de dispersién contribuyen
a la solvatacion del soluto, generando un pequefio corrimiento batocrémico que es funcion del
indice de refraccion del solvente (1), de la intensidad de la transicién (g) y del tamafio del soluto.

Se ha propuesto la funcién (32 -1)/ (2%+1) para explicar, en parte, la magnitud del corrimiento.



{2) Soluto no polar en solvente polar. Como el momento dipolar del soluto es nulo, las moléculas
de solvente muestran una orientaciéon al azar o poco definida a su alrededor, esto genera un
pequefio corrimiento al rojo dependiente del indice de refraccion del solvente.

(3) Soluto polar en solvente no polar. En este caso las fuerzas que estn presentes son debidas a
interacciones dipolo - dipolo inducido, y a fuerzas de dispersion. Si el momento dipolar del soluto
aumenta durante la transicion el estado excitado es mas solvatado por los dipolos momentineos
del solvente y se observa un corrimiento al rojo. Este corrimiento es funcién del indice de
refraccion del solvente y del cambio en el momento dipolar del soluto. Si el momento dipolar del
soluto disminuye durante la transicion el estado excitado estara menos solvatado y se observara un
cormmiento al azul

(4) Soluto polar en solvente polar. La solvatacion del estado fundamental, en este caso, es
debida fundamentalmente a fuerzas dipolo - dipolo. Esto genera una caja de moléculas de solvente
onientadas alrededor del soluto, generando una estabilizacion neta de su estado fundamental. El
commmiento es funcién del momento dipolar del soluto en la transiciéon, del momento dipolar del
solvente y del grado de interaccién entre el soluto y el solvente. S1 el momento dipolar del soluto
aumenta durante la transicion electrénica, el estado excitado se encontraré en la caja de solvente
formada en el estado fundamental. Esto hace que el estado excitado esté mas estabilizado que el
fundamental, generando como consecuencia un cormimiento al rojo. Si el momento dipolar del
soluto disminuye durante la transicién , el estado excitado se encuentra con el solvente orientado
segun el estado fundamental, como consecuencia no se observa una estabilizacién significativa.
Un aumento en la polanidad del solvente estabilizard mas al estado fundamental que al estado
excitado, lo que puede ocasionar un corrimiento al azul.

Para compuestos que presentan un fuerte solvatocromismo, los comrimientos de las
bandas inducidos por el solvente generalmente no se pueden explicar solo por un cambio en el
momento dipolar (i) permanente sobre la transicion electréonica ( ji¢ # plex). También debe tenerse
en cuenta el cambio en el momento dipolar del soluto en el estado fundamental inducido por la

12,13

“caja de solvente” que lo rodea . Las moléculas del soluto provocan una polarizacién

electronica de las moléculas de solvente que lo rodean, creando lo que se conoce como “campo de
reaccién”, que modifica el momento dipolar del soluto en el estado fundamental’*.



IL 1. 3. EFECTOS$ DE SOLVENTE EN SOLVENTES PUROS

IL. 1 3. 1 Pardimetros vy ecuaciones teéricas para evaluar los efectos de solvente

Es posible hacer una interpretacion del solvatocromismo sobre espectros electronicos en
base a pardmetros de solvente determinados en forma tebrica. Varios autores como Bayliss y
McRae’, Lippert’, Suppan'’, Liptay? y otros , desarrollaron combinaciones de propiedades
macroscopicas de dichos solventes, tales como son la constante dieléctrica vy el indice de
refraccion. En el caso de McRae, este derivd a partir de la teoria de las perturbaciones una
expresion para los corrimientos de bandas electronicas. Este autor encontré que los corrimientos
se producen por la suma de las contribuciones debidas a interacciones dipolares y dispersivas,
siendo estas ultimas las responsables del corrimiento al rojo, caracteristico de todos los espectros
al comparar el mismo en fase vapor y en solucion. La aplicacion de un modelo electrostatico
simple, derivado a partir de la teoria de Onsager, permite relacionar esos corrimientos con
funciones que dependen de D y 1. El modelo supone a la molécula de soluto como un dipolo
puntual, ubicado en una cavidad esférica, y al solvente como un continuo homogéneo e
isotropico. También se consideran puntuales a los dipolos de la transiciéon y a los del estado

excitado. Se aplica teoria de perturbacién de segundo orden para calcular la energia de una
solucién que contiene N moléculas idénticas de solvente y una de soluto. La posiciéon y
orientacion son fijas para moléculas tanto en el estado fundamental como en el excitado, ya que la
transiciéon electronica es demasiado rdpida para permitir un cambio en dichas posiciones
{(principio de Franck-Condon).

La energia de interaccion de las moléculas en solucién representada por la energia de
interaccion dipolar cldsica, se puede expresar por medio de la expresion (1):

Av=A[(N-1D/202- D] +B(n*- 1D/ (n*-2)1+C{D- 1)/ @+2)]-[m* 1)/ @ -2)]

+ FID-1)/@+2)*-[*-1)/ @*-2)° M

En esta ecuacién, Av = v, -v, se refiere al cambio en 1a frecuencia de absorcion de la
banda 0-0 (banda correspondiente a la transicion entre el primer nivel vibracional del estado



fundamental y el primero del estado excitado) del soluto en estudio, cuando pasa de la fase vapor

(vv) a la solucién (v,) y A es una funcién compleja de las energias de excitacién promedio y de la
polarizabilidad del soluto. Los factores B, C y F estan vinculados escencialmente al soluto y estan
dados por las siguientes ecuaciones:

B= (pex - p¢)/ hea’ )
C= 2 pe(pe - Mex)® / hea’ 3
F=12kT (0u- o) In? (Ra)/R? (4)

donde h es la constante de Planck, c es la velocidad de la luz y k es la constante de Boltman, . y
Lex Son los momentos dipolares del estado fundamental y excitado, respectivamente, o y Olex SOR
las polarizabilidades medias de esos estados, R es la constante de los gases, T es la temperatura
absoluta y a es el radio de la cavidad de Onsager'*, calculado comoa =[ 3M)/ 4 Nz 5] '3,
donde M = peso molecular, N = mimero de Avogadro y 8 = densidad del soluto a la temperatura
de trabajo.

Con respecto a los términos que son funcién del indice de refraccién y de la constante
dieléctrica del solvente, los dos primeros dan cuenta de la interaccion debida a fuerzas de
dispersién y dipolo del soluto-dipolo inducido del solvente; el tercero, da cuenta de las
interacciones dipolo-dipolo permanente y el ultimo, mide las interacciones entre el dipolo
permanente del solvente y el dipolo inducido del soluto’®

Para los casos en que no esta identificada la banda 0-0, la ecuacion es aplicada en el
maximo de la banda relativa al maximo en fase vapor o en un solvente de referencia.

Las limitaciones para la aplicacion de esta ecuacion surge por la aproximacién realizada
en su deduccion, al considerar el soluto como un dipolo puntual. Dicha ecuacién solo es aplicable
a solventes puros, aunque puede ser aplicada en mezclas binarias si la composicién de la mezcla
es igual en las cercanias del soluto v el seno de la solucién. Como es de esperar, solo se obtienen
buenas correlaciones con solventes que no interactuen especificamente con el soluto, ya que este

tipo de interacciones no estdn contempladas en el modelo.

A partir de las ecuacidnes anteriores se pueden calcular los momentos dipolares de
diferentes solutos en estados exitados'’, a través de la evaluacion de las constantes By C.



II. 1. 3. 2. Pardémetros empfricos de solventes

Cuando se desean separar las diferentes interacciones soluto - solvente se usa una
aproximacion que consiste en utilizar un soluto modelo de caracteristicas conocidas, y en base a
éste se identifica el origen del efecto observado sobre el soluto en cuestion. Los efectos especificos
tienen lugar entre el soluto y un numero determinado de moléculas de solvente circundantes al
mismo, dependiendo el tipo de interacciones de las caracteristicas fisicas y quimicas tanto del
soluto como del solvente.

Para facilitar el entendimiento de este tipo de interacciones se han desarrollado escalas
empiricas de solvente, basadas en el comportamiento de solutos modelo los que fueron elegidos de
modo tal que posean alguna propiedad sensible al solvente. Se conocen hasta el presente mas de
treinta escalas de solvente’.

Una de las primeras escalas fué la desarrollada por Kosower'®, en la que se define un
parametro Z a partir del estudio de la banda de transferencia de carga en haluros de 1-
alquilpiridinio. Kosower utilizd el ioduro de 1-etil-4-carbometoxipiridinio (I) como molécula
prueba en una gran variedad de solventes. Este compuesto posee carga en el estado fundamental y
la misma se va modificando durante la transicion. En solventes polares el estado fundamental esta
més estabilizado que el excitado, observandose un corrimiento batocrémico al ir reduciendo la
polaridad del solvente. Los valores de Z se definen como 1a energia de la transicién del soluto en
el solvente en estudio y se expresa en Kcal. En solventes donde ( I ) no es soluble se usa una
segunda molécula prueba, el N-6xido de piridina. Los corrimientos por solvente que sufre esta
molécula es pequefio, comparado con la molécula prueba (I), por lo tanto los valores de Z
obtenidos para solventes poco polares son menos confiables.

(1)

Ioduro de 1-etil-4-carbometoxipiridinio



Una de las escalas més completas es la de Dimroth y Reichadt'® , la escala E1(30), ya
que existen datos en bibliografia para mas de 270 solventes' . El parametro E1(30), se calcula en
base a la energia de 1a transicion de la banda de transferencia de carga intramolecular ( banda que
aparece a mayor longitud de onda) del colorante betainico fendxido de 2,6-difeml-4-(2,4,6 trifenl-
1-piridinio) ( II ) en cada solvente. El valor de Er(30) para un solvente se define como la energia
de transicion de la betaina disuelta en ese solvente, medida en Kcal/mol. La ventaja del indicador
( I ) frente al indicador ( I ) es que la banda de absorciéon presenta mayor solvatocromismo,
desplazandose desde los 810 nm en difenil eter (E(30) = 35.3 Kcal/mol) a 453 nm en agua
(Ex(30) = 63.1 Kcal/mo). La desventaja de este indicador es que no se puede usar en solventes
acidicos, tales como acidos carboxilicos, debido a que desaparece la banda de interés por la
protonaciéon que sufre el 4tomo de oxigeno fenélico.

Debido a la presencia de una carga negativa localizada sobre el dtomo de oxigeno, este
indicador mide no sé6lo la polaridad del solvente, sino también la capacidad de formar puente de H

de solventes proticos” , por lo que, dependiendo del sistema en estudio, habra que descontar este
efecto si estamos interados en medir inicamente la polaridad.

Y

(1)

0
S
O

e

Fendxido de 2,6-difenil-4-(2,4,6 trifenil-1-piridinio)
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Para normalizar los valores del pardametro E1(30), dado en Kcal/mol, se utilizan como

solventes de referencia agua y tetrametilsilano (TMS), y se redefine el pardmetro normalizado
(Emy ) como:

Ern = { Er (solvente) - Er (TMS) } / {Er (agua) - Er (TMS) } (&)
Ern = { ET (solvente) - 30.7 } / 32.4 ©6)

Por otra parte, uno de los métodos mas usados es el de comparaciéon solvatocrémica de
Taft y Kamlet’. Este método permite, a partir de tres parametros principales, explicar el efecto de
polaridad-polarizabilidad de los solventes o habilidad del mismo para estabilizar dipolos en
virtud de sus efectos dieléctricos®' (escala x*), poder dador de puente hidrégeno (escala o), poder
aceptor de puente hidrogeno (escala P), sobre el sistema en estudio y asi poder cuantificar las
interacciones especificas y separar los efectos de polaridad y polarizabilidad, haciendo uso de
bandas de absorcion UV-Visible de compuestos solvatocromicos.

La escala %* es denominada de esta manera debido a que fué construida a partir de los
efectos de solvente sobre el valor de v de las transiciones x — = de una variedad de
compuestos como el : 4-nitroanisol, N,N-dietil-3-nitroanilina, N,N-dietil-4-nitroanilina, 4-metoxi-
B-nitro-estireno, 1-etil-4-nitrobenceno, N-metil-2-nitro-p-toluidina y 4-
dimetilaminobenzoquinona®?. Se ha elegido un rango normalizado cuyo valor de x° = 0
corresponde a ciclohexanoy = = 1 para el dimetilsulféxido. Esta escala =~ debe ser modificada
cvando hay commimientos hipsocromicos, incluyendo un pardmetro de correccion & que mide
polarizabilidad, y cuyo valor es O para solventes alifaticos no halogenados, 0,5 para solventes
alifdticos polihalogenados y 1 para aromaticos.

Se realizaron varias relaciones entre el parimetro © con propiedades fundamentales del
solvente tales como i1 y D y las relaciones encrontradas pueden servir para calcular dicho
parametro en solventes para los que no se posee informacion”. Bekarek?® propuso separar las
ecuaciones para solventes alifaticos y aromaticos, obteniendose asi las mejores correlaciones para

los datos disponibles. Ellas son las (7) para solventes alifaticos y la (8) para los solventes
aromaticos:

x = 0.573+14.65D - D(n*- D/ 2D+ D2n? +1) N



l'\

x = -0.058+8.08 (M- 1)} n%-1)/@D+1)2n2 +1) ®)

La escala p ° provee una medida de la capacidad del solvente para aceptar H en la
formacién del puente con dicho atomo. Esta escala fué desarrollada tomando como soluto
indicador la 4-nitroanilina, que actia como dador de H a través del grupo amino. Ademas , a la
Vmax ObServada en un dado solvente aceptor de puente de H, se debe restar el efecto de polaridad.

Esto se consigue midiendo la vy, de un soluto estructuralmente relacionado como lo es
la N,N-dimetil-4-nitroanilina. Tomando la hexametil-fosforamida como solvente fuertemente
aceptor de H como punto de referencia fijo (§ = 1), se miden los demas solventes y queda asi
definida la escala.

La escala a®® describe la capacidad del solvente para dar H en la formacién de un puente
soluto-solvente. Se define mediante el mismo procedimiento de comparacién solvatocrémica que
para la escala 8, tomando como solutos indicadores el 4-nitroanisol y la betaina usada para la
construccion de la escala E(30). Se eligio metanol, un solvente fuertemente dador de H, como
punto de referencia fijo (c = 1) y se miden a partir del mismo todos los restantes solventes con
capacidad dadora de H.

Taft y col. 27 observaron que diferentes familias de solventes, cuya capacidad para aceptar
puente de H eran muy diferentes no se agrupaban dentro de una misma correlaciéon. Por ello,
desarrollaron la escala &, la cual tiene en cuenta la intensidad relativa de los enlaces covalentes
coordinados que se forman entre el soluto y el centro dador de electrones del solvente. La
covalencia coordinada de un aducto soluto-solvente en un dado soluto acido es menos fuerte a
medida que la electronegatividad del solvente basico aumenta. Los valores de & pueden ser usados
para correlacionar el comportamiento bdsico de un oxigeno o un nitrogeno neutro. Este parametro
vale 0.2 para bases que contienen el grupo funcional P=0; O para bases que contienen S=0O y
C=0; 0.1 para bases que contengan N en un enlace triple (por ej: nitrilos), 0.2 para bases que
contengan O con enlaces simples (éteres, alcoholes); 0.6 para nitrégeno con hibridizacion sp? (por
¢j: pinidinas) y 1 para nitrégeno con hibridizacién sp3 como en el caso de aminas.

Otro pardmetro muy utilizado cuando existen procesos de transferencia de fase, es el
parametro de solubilidad de Hildebrand', 5y , el cual mide la presion cohesiva o energia asociada
con las interacciones soluto-solvente. Es considerado como una medida de la energia de Gibbs
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requerida para separar las moléculas de solvente necesarias para formar la cavidad requerida por
el soluto. Est4 definido como:

8y’ = (AHmp -RT)/V?* ®

donde AH,,, es 1a entalpia molar de vaporizacion del liquido y V* es el volumen molar a 298 K.

En procesos donde hay transferencias de soluto entre dos fases, por ejemplo; procesos
cromatograficos, este término es importante ya que en tales fenémenos se ve involucrada la
formacion de una cavidad. Este término no es importante en procesos de efectos de solvente sobre
propiedades espectrales debido a que en estos procesos la cavidad esta formada antes de que se
produzea la transicion®.

La aplicacion de 1a mayoria de estas escalas est4 restringida debido a que solo se conocen
para un determinado nimero de solventes, por el inconveniente de la insolubilidad de los
indicadores usados para construir a las mismas. No obstante, las escalas de polaridad denvadas
de procesos espectroscopicos, abarcan una gran cantidad de solventes.

En general, todos estos pardmetros reflejan mejor las diferentes propiedades del solvente
que otros pardmetros fisicos como son la constante dieléctrica o el indice de refraccion, debido a
que involucran a todas las fuerzas intermoleculares que ocurren entre un soluto y un solvente en
particular.

I 1. 4. ECUACIONES MULTIPARAMETRICAS

Se sabe que los solventes no pueden ser camacterizados por una inica propiedad como
puede ser la polaridad, sino de varias al mismo tiempo. Ademas, se sabe que la capacidad de
solvatar de un dado solvente, depende tanto de las interacciones especificas como de las no-
especificas presentes entre el soluto y el solvente. Una buena aproximacién para poder explicar y
cuantificar las distintas interacciones presentes en la solvatacién, esta basado en el uso de
ecuaciones multiparamétricas.

Lo que hay que lograr para el desarrollo de estas ecuaciones es la separaciéon de las
distintas interacciones a través de parametros realmente independientes y complementarios, y cuyo

numero no sea demasiado elevado. Esta separacién de interacciones es puramente formal, ya que
como es de notar éstas actiuan en forma conjunta o simultanea.
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Se puede representar de modo general una ecuacién multiparamétrica de la siguiente

manera” .

A=Ag+bB+cC+dD+.... (10)

en donde A es la propiedad fisicoquimica en estudio que depende del solvente (por ejemplo:
constantes de equilibrio, constantes cinéticas, factores de capacidad cromatograficos, frecuencias
del maximo de absorcién o emision de una banda, solubilidad de un determinado soluto, etc). Ay
es la propiedad estadistica correspondiente en fase gaseosa o en un solvente de referencia y B, C,
D, representan parametros de solvente independientes pero complementarios que tienen en cuenta
las diferentes interacciones soluto-solvente y b, ¢, d, son los respectivos coeficientes que miden la
sensibilidad de A a cada parametro dandonos una estimacién cuantitativa de la dependencia de A
con las diferentes interacciones™

Para la resolucion matematica de las ecuaciones multiparamétricas, se emplean
regresiones multiples, regresiones paso a paso (stepwise regresion) o el analisis factonal, que
provee un criterio menos arbitrario en la seleccién de la cantidad y naturaleza de las posibles
causas de variacion en una serie de datos”' (seccién II1.4.). Sobre la base de la ecuacion 10, se han
realizado numerosos estudios de procesos fisicos y quimicos y son varias las ecuaciones
multiparameétricas desarrolladas hasta el presente, entre ellas se destaca el denominado método de
comparaciéon solvatocroémica de Kamlet y Taft’? . Este método utiliza la ecuacién (11) que

considera el efecto del medio sobre el soluto estudiado a partir de pardmetros que caracterizan al
solvente:

XYZ = XYZ_ +s(r*+8) + aot + bp + e’ + h &y (11)

en donde XYZ es la propiedad medida experimentalmente y XYZ, es el valor correspondiente en
el estado de referencia. Los factores s, a, b, e y h son los coeficientes de sensibilidad de la
propiedad en estudio a los correspondientes parametros de solvente.,

En esta ecuacion el numero de parametros puede ser reducido contemplando las
siguientes situaciones particulares. Para el caso de estudios espectroscopicos, el factor & se tomara
en cuenta unicamente cuando se observe corrimientos hipsocromicos. En el caso de parametro 5y
solamente se incluird en estudios de procesos de transferencia de fase de un soluto entre dos
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solventes o en procesos cromatogrificos. El parametro £ es necesario tenerlo en cuenta cuando se
emplean grupos de solventes con capacidades muy diferentes para aceptar H, como las que se
detallaron en la seccién anterior (pag.10). El pardmetro z* suele estar siempre presente y la

utilizacién o no de los parametros o y B depende de que el soluto sea capaz de aceptar o donar H
respectivamente.

IL 1. 5. EFECTOS DE SOLVENTE EN MEZCLAS BINARIAS DE SOLVENTES

Otra forma de estudiar el fendmeno de las interacciones moleculares es utilizando
mezclas binarias de solvente. La ventaja del uso de estas mezclas radica en el hecho de que se
puede lograr pequefias variaciones de las caracteristicas de la mismas (polaridad, capacidad
dadora o aceptora de H, etc. ) variando las proporciones de los componentes de la mezcla.

Un ejemplo interesante de citar en el cual se emplean mezclas binarias esta dado en el
trabajo de Cherkasov’’, en donde se estudian los efectos de solvente sobre el espectro de emision
del 2-acetilantraceno. Cuando se cambia de n-hexano a solventes mas polares se observa un
corrimiento al rojo, como asi también pérdida de estructura fina. Cuando se emplean mezclas de
hexano-dioxano, el maximo de emision se va desplazando gradualmente mientras el porcentaje de
dioxano en la mezcla aumenta hasta el 100%. Este corrimiento se debe a un efecto general del
solvente que va aumentando su polaridad. Sin embargo, cuando la mezcla utilizada es hexano-
metanol, el corrimiento maximo de la banda se produce por el agregado de un bajo porcentaje de
alcohol, lo bastante pequefio como para no provocar cambios significativos en i o D del medio.
Por otra parte al estudiar el espectro de absorcién del soluto en dichas mezclas, no se observan
cambios significativos, lo que indica la ausencia de interacciones especificas en el estado
fundamental del soluto. Por lo tanto el efecto dominante sobre el cormmiento de la banda
estudiada es la interaccion especifica entre el estado excitado del soluto y las moléculas de
solvente que se encuentran en la proximidad del mismo, en este caso, de metanol. Asi, una vez
que se alcanza la “saturacién” del entorno del soluto, no se observan cambios en los espectros por
el agregado de alcohol, salvo un efecto gradual y pequefio, motivado por interacciones no
especificas, del tipo de las existentes para las mezclas hexano-dioxano. Un efecto similar fue

observado mas recientemente por Reta y col. en el estudio realizado sobre antraquinonas en
mezclas binarias.>*
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Las mezclas de solventes se pueden clasificar en ideales (o regulares) y no ideales (o no
regulares), dependiendo del tipo de interacciones intermoleculares presentes.

Las mezclas ideales se caracterizan porque su entalpia de mezcla es cero. Ellas se
forman sin desprendimiento o absorciéon de calor y también porque la presion de vapor y el
volumen de la mezcla resulta de propiedades aditivas de los componentes por separado. Estas
mezclas se componen de solventes inertes o no interactuantes que por lo general son
estructuralmente muy similares. Ademas, las interacciones solvente A-solvente B son de similar
magnitud a las correspondiente a los solventes A o B puros®

Las mezclas no-ideales pueden clasificarse en dos tipos:

a) las que presentan presiones de vapor mas bajas que las previstas por la Ley de Raoult
b) las que presentan presiones de vapor mas altas que las previstas por la Ley de Raoult.

Como ejemplo de las primeras pueden citarse las mezclas entre alcoholes y agua, en
donde se sabe que los componentes interaccionan entre si a través de uniones puente de H. La
disolucioén esta acompafiada por desprendimiento de calor, es decir, hay una disminucién de la
entalpia de mezcla con respecto al valor ideal.”

El segundo tipo de mezclas se caracteriza por algin componente cuyas moléculas estan
asociadas (en el estado puro). Por ejemplo, mezclas de agua o alcoholes con algin otro
componente mas o0 menos interactuante. Este solvente tiende a romper en parte la asociacion del
otro y debe esperarse por lo tanto un valor positivo de 1a entalpia de mezcla a causa de la energia
necesaria para disociar al componente asociado. Sin embargo, la entropia disminuye con respecto
al valor ideal en menor magnitud que las mezclas anteriores.”

En los tultimos afios han sido objeto de estudio las mezclas formadas con agua y
diferentes solventes orgénicos, denominadas como “mezclas hidroorgdnicas”. Katz y col.
sugirieron que las mezclas de acetonitrilo (ACN)-agua, tetrahidrofurano (THF)-agua y metanol
(MeOH)-agua, deben considerarse como sistemas ternarios, donde los tres componentes son: el
solvente organico libre (es decir no asociado con agua), el agua libre y los dimeros agua-solvente
orgénico. Los autores postularon que las desviaciones con respecto a las mezclas ideales, asi como
las anomalias cromatograficas pueden ser explicadas en funcion de este tercer componente.

Recientemente Marcus y col.’’ analizaron la estructura de la mezcla ACN-agva
empleando datos termodindmicos de literatura y modelos matematicos. Los resultados indican la
posible existencia de microheterogeneidad o heterogeneidad microscopica en esta mezcla. Por
ejemplo, encuentran que la capacidad de aceptar puente de H (medido a través de PB) de esta

mezcla es mayor que la de los componentes por separado. Los valores de B encontrados para estas
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mezcla estan comprendidos entre 0.34 y 0.44, los que son mayores que los componentes puros.
Esto es atribuido a una mayor capacidad de aceptar puente de H por parte de las moléculas de
agua libre que estarian situadas alrededor de un “cluster” formado mayoritariamente por
moléculas de ACN y una menor cantidad de moléculas de agua interaccionando con las moléculas
de ACN.

Hay que teper en ementa que las mezclas no ideales también pueden ser aquellas
formadas por solventes organicos, Chatterjee y col.*’ estudiaron la solvatacién preferencial (ver
seccion I1.1.5.1.) del ioduro de N-alquilpiridinio en mezclas binarias de acetona con distintos
alcoholes encontrando que en las fracciones de mayor porcentaje de alcohol, éste se encuentra mas
asociado a través de uniones puente de hidrogeno y por lo tanto se encuentra solvatando en menor
proporcion a las moléculas del soluto. En otro trabajo, Santo y col®® estudiaron mezclas binarias
de ciclohexano con diferentes alcoholes, mostrando que las interacciones por polanidad y la
formacién de puente de hidrégeno con quinolinas y cianoquinolinas compiten con la

autoasociacion del solvente en el fenémeno de la solvatacién preferencial.

IL 1. S. 1. Selvatacién preferencial

Cuando un soluto se disuelve en una mezcla binaria de solventes, la distribucién del
solvente en las vecindades del soluto conocida como “esfera de solvatacion™ o “zona cibotactica”,
tiene una composicion distinta a la del seno de la solucién. Esto es llamado solvatacién selectiva
o solvatacion preferencial' (SP).

En la Fig. 1 se muestra un esquema simplificado del equilibrio que se observa cuando un
soluto se disuelve en una mezcla de dos solventes. La composicion de la mezcla en la esfera de
solvatacion del soluto se vera influenciada por el solvente de la mezcla que presente mas afinidad

por el soluto.
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Fig 1. Solvatacion preferencial de un soluto por el solvente @ en una mezcla de solventes ® y O

Si para un soluto en una mezcla binaria, la proporcion de moléculas de los dos solventes
en la esfera de solvatacion es la misma que en el seno de 1a solucién, ro existe SP y el sistema
se comporta como una solucion ideal (ver fig. 2). Si, por otra parte, el cambio en la composicion
local (o zona cibotéctica) surge como resultado de interacciones no especificas, el mecanismo de
SP se describe, como se verd mas adelante, por un efecto de enriquecimiento dieléctrico® (ver
fig. 2). Los sistemas que presentan interacciones especificas entre el soluto y alguno de los
solventes que constifuyen la mezcla, no se ajustan al comportamiento predicho por este modelo
senciiio, por lo que se obtienen curvas en donde se observa la solvatacion preferencial en una
forma mas pronunciada que las observadas cuando hay enriquecimiento dieléctrico. En mezclas
que contengan solventes dadores o aceptores de H, el fenémeno de la SP se debe
fundamentalmente a la formacién de puente de H entre el soluto y el solvente.
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Fig. 2. Curvas solvatocrémicas observadas, a) cuando no existe SP (—), b) cuando la SP es por

ennquecimiento dieléctrico (- - - - ), ¢) cuando en la SP intervienen ademas interacciones
especificas (-e-¢-¢-)

La propuesta del fenémeno de solvatacién preferencial se origina en estudios
fisicoquimicos del soluto en mezclas de solventes. Los estudios se pueden basar sobre datos
termodindmicos, espectroscopicos o cinéticos®. El comportamiento de los solutos (corrimiento
quimico, difusion, reactividad, etc.) es dependiente de la composicién del solvente. Sin embargo,
para poder comprender de que modo afecta al comportamiento del soluto la composicién del
solvente, es necesario conocer la composicién que el soluto “ve”, es decir, la composicién en su
inmediata vecindad. Esta composicién es en general diferente a la composicién del seno de la
mezcla de solventes. Hay escencialmente dos cuestiones que son de central importancia en el
estudio de la S.P. Una esta vinculada con la manera de medir la S P de un dado soluto en una
dada mezcla de solventes y la otra a establecer cuales son las razones que causan que una
molécula de soluto prefiera un componente de la mezcla mas que otro y por consiguiente alterando
la composicion local de la mezcla.

Uno de los primeros tratamientos termodindmicos del fenémeno de 1a S P fue presentado
por Grunwald”, quien estuvo interesado en el estudio de la solvatacién de iones en mezclas de
agua y dioxano. Este tratamiento fue luego desarrollado por Covington y Newman*?.
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IL 1. 5. 2. Constante de solvatacién preferencial

Un aporte importante para la determinacién de la S P es el desarrollo de un modelo
termodindmico realizado por Frankel®’, Este modelo es construido en base a la analogia que
puede hacerse entre el fenémeno de solvatacion y la absorcion preferencial desde una mezcla
de solventes hacia la superficie activa de un sélido. Por lo tanto la termodindmica de ambos
procesos puede describirse en términos similares.

Se considera el solvente distribuido entre dos fases, capa de solvataciéony seno de la
solucién, suponiendo sitios de solvataciéon equivalentes y siempre ocupados, con un numero de
solvatacion igual para ambos solventes, que pueden remplazarse uno por otro en la esfera de
solvatacién. Entonces, para un sistema con N moles de una mezcla de solventes A y B, de
composiciéon Xa y XpB respectivamente, y 1/j moles de soluto (siendo j el numero de
solvatacién), es posible calcular el cambio en energia libre para el proceso que involucra
remover np moles de A y ng moles de B desde el seno de la solucion, y transferirlos a la fase
o capa de solvatacion.

El tamafio del sistema es tal que ng + ng =1. Luego de formada la solucion, el seno
de la misma consiste en (XAN - np) moles de A y (XgN - ng) moles de B. El cambio de
energia libre para este proceso puede representarse como:

AG =np AHpA + o AHR -na T ASA(térmico) - DB T ASB(térmico) (13)

en donde AHA es el cambio de entalpia asociado con la transferencia de solvente A desde el
seno de la solucién a la esfera de solvatacién, y ASp (térmico) incluye todos los cambios de

entropia para las moléculas de A diferentes de aquellos debidos al cambio de composicién de
las dos fases. Similares definiciones valen para el componente B. Si se define para A

AG'A = AHA - T ASA (térmico) (14)
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y lo mismo para B, se puede expresar

AG =npAG'A +nBAG'R - T AS(configuracion) (15)

La entropia de configuraciéon se puede calcular suponiendo que tanto el seno de la

solucion como la esfera de solvatacion se comportan como soluciones regulares. Luego usando
la siguiente relacién

S (configuracién)=-R Zj xi In x; (16)

donde x ; es la fraccion molar de cada componente de la mezcla. Se puede calcular la entropia
en las tres fases de interés: a) en el seno de la solucién antes del proceso de disolucién ( N

moles de liquido compuesto por X AN moles de Ay XgN moles de B), S,, b) en el seno de la
solucién en el estado final (N-1) moles de liquido compuesto por (XAN- na) moles de A 'y
(XgN- ng) moles de B), S, ¢) en la esfera de solvatacién en el estado final (1 mol de mezcla
compuesto por np moles de A y ng moles de B), S.. Asi, se obtiene como resultado

AS (configuracion) =S*+ S, + Sp - Sy (17)

El término adicional S* representa la entropia de mezcla de 1/j moles de soluto en N-1

moles de solvente del seno de la solucién. Este término es uma constante en soluciones

razonablemente diluidas, es decir depende solo de la concentracion del soluto y no de np y ng.

La condicién de equilibrio es que AG de la ecuacion (12) sea un minimo con respecto
a la composicion de la esfera de solvatacién. Derivando con respecto a np, y considerando np

+ ng =] constante como asi también la presion y la temperatura, e igualando a cero el
resultado se obtiene

[6AG / 8np 1=(AG'p - AGR) + RTIn(naXgN-ng) ng (XAN-1na)) (18)

y - AG %/RT = In (nA(XgN- oY ng (XAN-1A)) (19)
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donde AG°= AG'p - AG'B (20)

Como se puede observar en la ecuacién (19), el argumento del logaritmo es simplemente una
relacion de fracciones molares, luego se puede expresar AG © como

AG°=-RThK (21)
donde K, también llamada constante de solvatacién preferencial, Kgp,  se define como:

YA XB

Kgp =-—— (22)
YB XA

capa de solvatacién ( nA y ng en ecuacién 19), mientras que XA y Xp representan las

fracciones molares en el seno de la solucion.(Xg = (XBN- ng) y XA = (XAN-np) en la
ecuacion 19).

A partir de la ecuacién 22, se observa que un grifico de Y /YR frente a X /Xp
dard una recta de pendiente Kspa 1a cual serd igual a 1 cuando no haya solvatacién
preterencial y distinta de uno cuando ésta exista. Asi, el valor de Kgp, es indicativo del grado de
enriquecimiento de uno de los solventes en la capa de solvatacién respecto del seno de la
solucion. Por otra parte, si el sisterna no se ajusta a las aproximaciones realizadas en este

modelo, por ejemplo, los solventes 0 mezclas de ellos no se comportan como soluciones
\ regulares se observardn curvas, en lugar de rectas, al representar Y /YR frente a Xp /Xp.

Esto genera valores de Ksp que varian con la composicién de la mezcla de solventes. Para
obtener el valor de Y A/YR se construyen graficas como la mostrada en la Fig. 2 (pag. 17) de
VAB Vs. la X . Relacionando la curva teérica con la obtenida experimentalmente se puede
obtener la composicion local de solvente para cada composicion analitica.*
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donde 34 es un parametro que mide la extension de la S P del soluto s por el solvente A a partir

de la desviacion observada en el grafico de vop vs Xa. Un procedimiento similar ha sido
utilizado para estudios de S P usando betaina como indicador*. Por otra parte, Marcus ¢

propone la siguiente ecuacion para calcular la constante de S P, (K,;), a partir de los valores del
parametro ds

Ko =[8/Xp (1-Xp-86)] + 1 (26)

IL. 1. §. 3. Pardmetros de solventes para mezclas binarias

Es importante mencionar, que, al igual que para solventes puros, se han desarrollado
escalas de solvente para mezclas binarias. Por ejemplo Balakrishnan y Easteal® midieron
valores de Z* para varias mezclas binarias. También fueron determinados por Reichardt valores
de E7(30) para varias mezclas®. Haak y Engberts” midieron E7(30) para mezclas de agua-
solvente organico, y le atribuyeron comportamiento termodindmico no ideal a la solvatacién
preferencial del soluto por los solventes orgdnicos empleados, siendo ésta mas pronunciada para
terbutanol y 2-n-butoxietanol. Esto indica que este pardmetro no debe ser empleado como
medida de “ polaridad del solvente” inicamente, ya que en estas mezclas se ve afectado por la
existencia de puente de hidrogeno entre el soluto indicador y los diferentes alcoholes. Otro
parametro empirico utilizado para mezclas ha sido el Py, no hallindose tampoco en este
caso dependencia lineal del parametro con la composicion de las mezclas® .

También se han determinado los parametros n*, a , p y ET(30) tanto para mezclas
hidroorgAnicas como para mezclas de solventes organicos®* 3 %% 57  Ademas se midieron
parametros de Taft para las mezclas 2-PrOH - Hx y AcEt - Hx, las que se usan en HPLC en fase
inversa®™ . Sin embargo, algunos autores sostienen que se debe tener precaucion al usarlos, por
dos posibles problemas:

a) El indicador con el que fueron medidos puede tener distinto grado de solvatacién preferencial

que el que estd bajo estudio y por ende, los coeficientes de las regresiones no serian en este

casolos correctoa ** % ¢! y

b) En lo que respecta a los pardmetros x*, o, B de mezclas, puede que éstos sean colineales, por
lo que seria incofrecto su uso en una regresion multiple®2.
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A partir de los ejemplos citados es posible concluir que, en general, estas escalas no son
lineales con la composicién del solvente, sino que mas bien dependen mucho de las asociaciones
solvente-solvente y de la competencia entre los distintos solventes, en funcion de las interacciones
soluto-solvente existentes, por enriquecer la esfera de solvatacion del soluto. También juegan un
rol muy importante las caracteristicas del soluto. Quiz4s una de las dificuliades mayores sea la
de poder determinar cual es el principal factor responsable de la solvatacion existente. Es posible,
variando las estructuras de solutos y solventes interactuantes, decidir sobre la importancia de

factores electronicos o estéricos en la fuerza de la interaccion, para poder entonces separar y
cuantificar las diferentes interacciones presentes en el sistema estudiado.

IL 1. 6. ENRIQUECIMIENTO DIELECTRICO

Si bien el efecto de una solvatacién preferencial ha sido atribuido en su mayoria a
interacciones especificas, Suppan y Nitsche® sugieren que también hay un mecanismo
completamente general, el "enriquecimiento dieléctrico ", que explica la desviacion observada.

El modelo de " enriquecimiento dieléctrico " ha sido modificado™ para facilitar su
aplicacién en el estudio del efecto de solvente en las transiciones electronicas. Asi, en el
caiculo de la energia asociada al enriquecimiento dielécirico (AE¢n) no es solamente
considerada la dependencia del momento dipolar del estado fundamental ( p; ), sino también
la energia asociada al cambio debido a la excitaciéon, siguiendo el principio de Franck-
Condon. Luego, la diferencia entre el momento dipolar del estado fundamental y el excitado
(#¢ -Hex ), SOD explicitamente incluidas en la expresion de AEgy, »

El enriquecimiento es descripto por un equilibrio térmico local en una region del
solvente la cual es polarizada por la influencia de un soluto polar no-polarizable. Se considera
un cierto elemento de volumen “dV™” en la mezcla de solventes, el cual tiene un momento
dipolar eléctrico “dp”, inducido por el momento dipolar permanente p del soluto. De esta
manera la energia de interacciéon dieléctrica “dE” esta dada por la ecuaciéon (27)

3u2fD) (3cos20+1)
dE =-E(r).dp= dv @n
8x o
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donde E(r) es el campo dipolar eléctrico generado por el soluto, r es el vector posicion de un
elemento de volumen respecto al solutoy f{iD) =2 (D -1)/(2 D+ 1) es la funcién de Onsager
o tuncién constante dieléctrica para la mezcla de solventes, definida, ademas, como:

fiD)=Yp (@ fiDp) + YNG) fIDN) (28)

donde {Dp)=2(@Dp - 1)/(2Dp+1) y ADN)=2(ON-1)/ (2 DN + 1) y donde Dp y DN
son las constantes dieléctricas del solvente polar y no polar, respectivamente, en el "seno” de la
solucion y Yp(r) y YN(r) representan la fraccion molar "local” del solvente polar y no-polar
respectivamente.

Suppan dedujo una expresion basada en el momento dipolar del estado
fundamental del soluto en la cual es posible calcular la energia de estabilizacion y en base
a eso Yp(r)*®. Como la posicion de la banda de absorciéon depende del momento dipolar del
estado fundamental (u¢ y de los cambios asociados a la excitacion, siguiendo el principio
de Franck-Condon %, se propuso la expresion (29) para la energia asociada al
ennquecimiento dieléctrico (AEey ).

AEen =(Eex -Ef)local - (EBex -Ef)seno 29

donde E,, = -fE(r)dp y los subscriptos "ex"y "f" se refieren al estado excitado y fundamental
respectivamente. Para evaluar Eqy y Ef, se usa la ecuacion (27),E! valor de f{lD) en 1a region

"local" viene dado por la ecuacién (28) y los valores de fD) del "seno" se calculan de los
valores experimentales de Xp y X, Luego, AEg;, es explicitamente dada por la ecuacion (30)
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N R

AEen= —¥ ulMex 'uf)fdr.[de [(Yp- X p) fIDP) + (Y N -XN) f(DN)] (3 cos’ € +1) sen 6 /1*

a o

1 1

- -X :
ARqy = XNXPAEen/ 8 Idp I du G) (-exp(-6(w)z M) (Xp + X exp (-G(u) zp2), (30)

-1 -1

donde Yu(@/ Y (@) = Xn /X exp-[ZG@) /10 }; ABen= np (B -1y) At/ a3

a =radio de la cavidad ; Af= f{Dp) - ADN);p=(a/)3; u=cos®; G)=3u +1y

Conociendo, ugy Hex pama el soluto y la f{D) para los solventes correspondientes
es posible a través de la ecuacién (30) evaluar la energia asociada al enriquecimiento
dieléctrico” (AEgy ) para cada par de valores experimentales XNy y Xp en la mezcla en
estudio. Con estos datos se puede construir una curva tedrica la cual cuantifica la

desviacion de la linealidad debido solamente al enriquecimiento dieléctrico (ver Fig. 2b).
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IL. 2. CROMATOGRAF{A LIQUIDA

IL 2. 1. GENERALIDADES

El proceso de cromatografia liquida puede estar basado ya sea en un fenémeno de
adsorcién o bien de particién, de acuerdo a las interacciones moleculares producidas en la
fase estacionaria (F E) y en la fase mévil (F M). Estas interacciones pueden ser debidas a
uniones puente de Hidrogeno y/o complejos electron-dador-aceptor (EDA) o deberse a fuerzas
electrostaticas y de dispersién (como va se discutié en la seccion II. 1. 2.)

Las interacciones a considerar son las que se producen entre®:

¢ Soluto-Solvente (F M)

¢ Soluto-Fase estacionaria (F E)

¢ Fase estacionaria-Solvente (F M)

¢ Solvente-Solvente (F M).

En cromatografia, los datos termodinAmicos obtenidos pueden dar una idea de la
naturaleza de la distribucion del soluto entre 1a fase mévil y 1a fase estacionaria

En los sistemas cromatograticos se pueden estudiar, en buena medida, propiedades
que dependen de la estructura de los solutos (que resultan de interacciones intermoleculares),
ya que en estos sisternas todas las condiciones pueden mantenerse constantes o ser controladas
v as{ permiten estudiar al soluto como variable independiente en el sistema. La distribucién
del soluto entre las fases movil y estacionaria durante el proceso de separacién cromatogréafica
es influenciada como se dijo anteriormente por fuerzas que actian entre las moléculas de soluto
y de ambas fases. Asi, el componente mas afin a la fase estacionaria se retiene mas y tarda
m4s en eluir y el mas afin a la fase movil se retiene menos y eluye antes. Para ilustrar el
proceso, la Fig. 3 muestra algunas particulas de Ia fase estacionaria, moléculas de solvente (de
la fase mévil) y moléculas de soluto(A,B y C), constituyentes de la muestra en ensayo.

Para cada caso, en la columna se establece un equilibric que involucra la fraccioén de
cada especie “disuelta” por cada fase en equilibrio. Porej., para A, By C:
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Fig. 3 Separacion hipotética de los solutos A, B y C, en equilibrio entre la FM (m) y la FE (e).
S representa las moléculas de solvente

en donde los subindices m y e representan la fraccion molar del soluto en la fase méwil y
estacionaria respectivamente. Consideremos que las caracteristicas quimicas de las especies A,
B y C pueden ser, en relacion a las moléculas de solvente y a los grupos funcionales de la fase
estacionana, lo suficientemente diferentes como para estar atraidas con distinta fuerza por ésta
Gltima. Como resultado, en este ejemplo, las moléculas de C se desplazaran a mayor velocidad
que las de B y éstas a mayor velocidad que las de A. Para que A eluya de la columna, serd
necesario que un determinado volimen de fase mévil, llamado volimen de elucién, atraviese la
columna. El volimen de elucién sera entonces diferente y creciente para C, B y A. Por otra
parte, si se trabaja a volumen constante (modalidad habitual en cromatografia liquida de alta
performance (HPLC)), el volumen de elucion de cada especie sera proporcional al tiempo de
retencion ( tz ) o de elucién®. Este, entonces, se define como el tiernpo en (seg.) requerido por

la muestra para recorrer una distancia L (cm) correspondiente a la longitud de la columna a una
velocidad vy . Por lo tanto:

tn =L/ v 31)
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De la misma manera, un soluto que no interactiie con la FE, es decir que no quede
retenido en la columna, necesitara un tiempo t, para atravezar la columna a la misma velocidad
v con que lo realiza la FM, por lo tanto t, puede ser expresado:

to=L/v (32)

Eliminando a L de las dos ultimas ecuaciones tenemos:

tp = vig/ vy (33)

Por otro lado, si la velocidad del solvente es v (cm/seg) y la velocidad promedio del
soluto es vx , debido a que v, depende de una fraccion N de moléculas en la FM (N=np,/ n, +

n. en donde n, y n. son el mimero de moles de soluto en la FM y FE, respectivamente),
entonces la relacidn entre estos tres parametros es:

vw=VvN (34)

La relaciéon entre n, y n. en cromatografia liquida se conoce como factor de
capacidad, k’ v se puede redefinir a N como:

N=k/ (1+k) (35)

Reemplazando (35) en (34), se obtiene:
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v=v/(1+Kk’) (36)

Ahora, combinando la ecuacién (33) con las ecuaciones (34) y (35), se obtiene el
tiempo de retencion en funcion de los parametros fundamentales de la columna k’ v to

k=t (1+K’) G7

Despejando de (37) el factor de capacidad k’ se obtiene:

K=t/(tr-%) (38)

Evidentemente surge de la ecuacion (38) que k’puede variar entre cero e infinito. Si el
soluto no se retiene, su tiempo de elucidn sera igual a t; y si se retiene en forma irreversible, su
tiempo de elucién serd infinito.

La medicion de k’es una operaciéon muy frecuente, ya que su valor se emplea tanto
para evaluar la retencion como para ajustar la separacién. Para una columna dada, a
temperatura y composicion de la FM constantes, k’es generalmente constante para un soluto
determinado, si la concentracién es lo suficientemente pequefia. El tiempo to puede
determinarse de varias maneras. Generalmente, se toma como medida de ty la pnmera sefial de
la linea de base del cromatograma, producida como consecuencia de la inyeccion del soluto
disuelto en un solvente de referencia. Esta sefial es onginada por el solvente en el cual esta
disuelto el soluto que se inyecta. También se lo puede determinar mediante la inyeccion de un
compuesto que no interactue con la FE, es decir, que eluya junto con el frente de solvente, tal
como agua deuterada, pequefias cantidades de metanol deuterado, NO;Na, o alguna otra sal
cuyo anion absorba en el UV o inyectando algin otro compuesto que no quede retenido’’
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IL. 2. 2. TIPOS DE CROMATOGRAFIAS SOLIDO-LIQUIDA

Se discutirh a confinuacion las principales caracteristicas de dos tipos de
cromatografia solido-liquida: la cromatografia liquida en fase normal (CLFN) y la
cromatografia liquida en fase inversa (CLFI), como asi también las fases moéviles y

estacionarias mas comunmente usadas, su constituciéon quimica y sus propiedades, de acuerdo
a las interacciones que presentan.

II. 2. 2. 1. Cromatografia liguida en fase normal

La cromatografia solido-liquido o cromatografia de adsorcién es la modalidad
cromatografica mas antigua. Sus origenes se remontan a los trabajos del botanico Tswett™ en
1903, y publicados en 1906, en los cuales separd una serie de pigmentos vegetales en colummas
de vidnio rellenas con un adsorbente finamente dividido, carbonato de calcio, eluyendo con éter
de petroleo. ,

En la cromatografia liquida de fase normal, considerada como un tipo de
cromatografia solido-liquido, se utiliza comunmente como fase estacionana adsorventes
polares; los mas usados son la silica gel y la alumina. El empleo de silica gel crea algunos
problemas en el uso de rutina de este material debido a la heterogeneidad de sus sitios activos,
por esta razén se la suele tratar o modificar quimicamente con algin agente como agua o
isopropanol a fin de homogenizar energéticamente su superficie’®

La silica juega un rol activo en el proceso de retencion a través de interacciones entre
el soluto y los sitios activos que existen en su superficie . Es generalmente aceptado que los
sitios activos en la superficie de la silica son los grupos hidroxilo ( silanol Si-OH )"'. Existen

tres tipos diferentes de grupos silanol: vecinal, geminal y aislado. Estos grupos silanoles gon
débilmente acidos, con valores de pKa entre 5 y 7, y pueden interactuar con compuestos
polares a través de uniones puente de H e interacciones dipolo-dipolo’".
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La retencion depende de la concentraciéon de grupos silanol por unidad de area
superficial del material de relleno, cantidad variable segin el tipo de silice, del método de
obtencion, de las condiciones de elaboracién, y de las condiciones de almacenamiento.

En cuanto a sus aplicaciones, se puede decir que a pesar de haber sido desplazada por
la cromatografia liquida en fase inversa, la selectividad tnica de estos materiales,

especialmente la silica gel, hace que sigan empledndose para resolver problemas insolubles con
rellenos hidréfobos.

IL. 2. 2. 2. Cromatografia liquida en fase inversa

La cromatografia liquida en fase inversa, es uno de los métodos mas populares dentro
de la rama de la cromatografia liquida. Este tipo de cromatografia creada por Martin y Synge®®
en la década del cincuenta, no estaba libre de desventajas, provocadas especialmente por la
débil unién de la fase estacionaria al soporte. Este problema llevd al estudio de materiales
alternativos, donde la fase estacionaria estuviera quimicamente unida al soporte. El primer
trabajo fue realizado por Howard y Martin’?, que en 1950 trataron tierra de diatomeas con
dimetilclorosilano en fase vapor, obteniendo un material hidrofébico estable. En realidad,
emplearon este material como soporte de octano, la fase estacionaria verdadera, y usaron como
tase movil mezclas hidro-metanélicas. Como la polaridad de la fase se invertia, este proceso
tue llamado cromatografia en fase inversa. Esta técnica ha alcanzado una popularidad muy
grande debido al aumento en la calidad del material de relleno de las columnas (estabilidad
quimica, resolucion, reproducibilidad’, etc).
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Las fases estacionarias no polares estan constituidas por particulas definidas por una
serie de caracteristicas como : morfologfa, tamafio, porosidad y estructura quimica. El material
empleado puede adoptar basicamente dos formas, irregular o esférica. Las estadisticas indican
una tendencia a emplear particulas esféricas, no por razones de resolucion (si bien es probable
que la particula esférica pueda empaquetarse mejor, resultando indirectamente en una columna
mas eficiente), sino simplemente de “resistencia mecanica de la particula”, menos sensible al
desgaste, y a la mayor “permeabilidad”de la columna al paso de la FM, resultando en menores
presiones y con ello a un menor “sufrimiento” del equipo. Debe hacerse una diferenciacion
entre la estructura interna de la particula y la estructura quimica superficial, ya que es esta
ultima la responsable de los procesos de retencidn. La estructura quimica superficial es
diferente de la interna y esta constituida por grupos funcionales activos, naturales o productos
de una modificacién inducida y permanente.

La particula de fase inversa estA compuesta por un matenal de base, comunmente
silica, al que se unen quimicamente cadenas hidrocarbonadas de diferente longuitud que
pueden o no contener grupos funcionales determinados. Como se mencioné, la mayor parte del
material disponible comercialmente est4 formado por silica gel a la cual se ha unido un grupo
funcional por union covalente de tipo siloxano (Particula - Si - O - R). Es la de mayor difusion
y se sintetiza por reaccién de los silanoles de la sflica con organo-n-halo-silanos (generalmente
clorosilanos), que pueden ser (a) monofuncionales, (b) bifuncionales o (c) trifuncionales

R R R
1 1 ]

(@) Cl—-Si-R ; () Cl-Si-R ; () Cl-Si-Cl
|
R Cl Cl

La mayor reactividad corresponde al triclorosilano y 1a menor al monoclorosilano. La
reaccion puede efectuarse en medio anhidro, resuitando en la formacién de una monocapa, o en
presencia de agua, lo que dard lugar a la formaciéon capas poliméricas con el di o tn-

clorosilano. Los monoclorosilanos no pueden formar capas multiples, solo forman monocapas.
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Como, durante la silanizacion, la polimerizacion puede ser lineal o entrecruzada y
teniendo en cuenta que el proceso es dificil de controlar, entonces surgen particulas de capas
poliméricas de mayor espesor que otras. Esto puede traer diferencias en parametros de
importancia cromatografica como por ejemplo la velocidad de trasferencia de masa del soluto y
reproducibilidad de las columnas. Debido a estos factores, el tipo de capa de mayor difucién es

la monomérica. La reaccion es un ataque nucleofilico del oxigeno del hidroxilo de la silica al
atomo de silicio del silano’*

R’ R’
) 1 ' t
- Si—~OH + Cl-lSi-—R —_—» =S5i-0-Si—R + ClH

' [ 1
R’, R”

Fig. 5. Reaccion general de modificacién quimica de la superficie de silica por
alquilsilanos.Cl = grupo saliente, R, R’ y R’ son grupos funcionales a elegir. R’y R*’
son generalmente metilos y R es una cadena hidrocarbonada lineal saturada de 8 ¢ 18
atomos de carbono (Cg y Cig respectivamente)

Como va se ha visto, la silica completamente hidroxilada contiene 8-9 p moles de OH/
m® . Sin embargo, la méAxima cobertura lograda para una capa monomérica con
trimetilclorosilano (TMCS), una molécula pequefia, es de 4.5 a 4.9 p moles/m?® , es decir,
suficiente para reaccionar con aproximadamente el 50 % de los silanoles superficiales. Las
moléculas de reactivo silanizante grandes (por ejemplo octadecil-dimetil-clorosilano)
simplemente no pueden llegar a la base de silica, especialmente si la entrada de los mismos fue
objeto de reaccion previa por otras moléculas silanizantes.

En una separaciéon en fase inversa, los silanoles superficiales que no llegaron a
silanizarse, pueden dar lugar a mecanismos muxtos de retencion, fuerte retenciéon de solutos
polares, picos asimétricos con solutos basicos’> ( por la naturaleza acidica del silanol),

adsorciones indeseadas e incluso disminuir la vida media de la columna.
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La cromatografia liquida de fase inversa es considerada como del tipo liquido-liquido,

debido a que el soluto se particiona entre las fases estacionarias y moévil, en vez de adsorberse a
la fase estacionana.

11. 2. 3. ROL DE LAS FASES ESTACIONARIA Y MOVIL EN LA RETENCION DEL
SOLUTO

Las propiedades termodinAmicas de un sistema fisicoquimico son propiedades
macroscopicas del mismo. Sus magnitudes representan la combinacién de un numero de
diferentes efectos que tienen lugar a escala molecular.

Debido a que las entalpia y entropia de exceso de un sistema de distribucion entre dos
fases no pueden ser asignadas al efecto de una fase movil o estacionaria especifica, los datos
termodinamicos no son Gtiles para predecir la retencion o selectividad™.

Para evitar la ambiguedad de las propiedades macroscépicas, se han hecho intentos
para relacionar las propiedades moleculares del soluto y del sistema de fases con la retencion y
la selectividad. Las propiedades que han sido consideradas son el volimen molar del soluto y
las interacciones moleculares con el sistema de fases’* .

Cuando se varia la composicién del solvente se puede afectar a un sistema
cromatografico de dos formas: primero, la FE puede ser modificada en su superficie por la
adsorciéon de una capa de moléculas de solvente, cambiando de esta manera la naturaleza de las
mteracciones soluto-FE; segundo, los cambios en la composicion del solvente afectaran la
retencién cambiando las interacciones con la FM'.

Dependiendo de la polaridad del solvente, se pueden formar sobre la superficie de la
silica una monocapa o bicapa de moléculas de solvente. Mezclas de hexano con cloroformo,
cloruro de butilo o benceno forman monocapas de acuerdo a isotermas de Langmuir’®, las cuales
son tipicas de solventes poco polares. Se encuentra una saturacion de la monocapa del solvente
polar a concentraciones cercanas al 20 % P/V. A valores superiores, la naturaleza de la fase
estacionaria permanece constante. Por lo tanto la retencién del soluto es controlada unicamente
por las interacciones que tienen lugar en la FM.

Solventes polares en n-heptano normalmente forman bicapas sobre la superficie de la
silica debido a las fuertes interacciones de los grupos silanoles con los grupos polares del solvente.
Se conoce que la mezcla heptano-acetato de etilo (AcEt) cumple con una isoterma de Langmuir
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alcanzando un valor de saturaciéon a aproximadamente un 10 % v/v de AcEt (aproximadamente
0.14 gr. de AcEt / gr. de silica), mientras que la mezcla Heptano-2- propanol (2-PrOH) no cumple
con tal isoterma’”* "® (ver Fig. 4 ), n1 muestra un valor de saturacion, sino que la cantidad de 2-

PrOH adsorbida aumenta casi constantemente a lo largo de todo el rango de composiciones.
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Fig. 4. Isotermas de adsorcién sobre Partisil 10, para AcEt y 2-PrOH en n-heptano’®

Sin embargo se informaron valores de saturacién de 0.11 gr. de 2-PrOH / gr. de
silica’, es decir que 1a fase estacionaria se saturaria mas rapido que con AcEt, lo que puede
atribuirse a la mayor capacidad de aceptar H por parte del 2-PrOH (f8 = 0.94) comparada con la
de AcEt (B = 0.44) aumentando sus interacciones con los grupos silanoles de la silica.

También se forman monocapas de moléculas de solvenmte sobre las superficies
cromatograficas de fases inversas. En la Fig,. 5, se observan ejemplos de 1sotermas de adsorcién

para mezclas de solventes organicos con n-heptano. Todas estas isotermas son del tipo
Langmuir’®
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Fig. §. [soterma de adsorcién de Langmuir para diferentes mezclas de solvente organico-
heptano sobre silicagel’®

I1. 2. 3. 1. Comportamiento de las fases estacionaria y mdévil en CLFL

Fase estacionaria. La Cadena Hidrocarbonada

Como se vio anteriormente, el tipo de sustituyente unido a los silanoles mas empleado
en fase inversa es de tipo alquilico, especialemente C;g y en menor proporcién Cg , con un
mayor o menor grado de cobertura (capa monomérica o polimérica). En CLFI, se observa que,
a mayor longuitud de cadena corresponde mayor retenciéon y para igual longuitud de cadena
alquilica, a mayor cobertura, mayor retencion *

Berendsen® observé que la retencion (log k) de una serie de solutos aumenta con la

longitud de la cadena hidrocarbonada de la fase ligada. Los resultados mostrados en la figura 6

permiten llegar a varias conclusiones.
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Fig. 6. Influencia de la longitud de la cadena hidrocarbonada en la retencion del soluto™

En primer lugar, se comprueba que a medida que el soluto es menos polar,
corresponde un mayor tiempo de retencion. Al aumentar la longitud de la cadena
hidrocarbonada de C; a Cy . la retencion aumenta como maximo en un factor de 10. a
diferencia de la variacién de retencion que puede obtenerse por adiciébn de un modificador
organico, donde la retencién se reduce en un factor de 2 a 3 por cada 10 % de modificador
agregado. Asi, la influencia de la fase movil sobre la selectividad en CLFI es mucho mayor que
la debida a la fase estacionaria. Ademas, para cada soluto, el aumento de la retencién continua
hasta llegar a hacerse una “meseta”. Esto indicaria la existencia de una “longitud de cadena
critica”, por encima de ella, un aumento en el nimero de carbonos de la cadena
hidrocarbonada ya no tiene efecto. La extrapolacion de las ramas ascendente y de la zona de la
meseta de cada curva definen puntos de cruce para cada soluto que pueden unirse para definir
una recta. Esta recta, de pendiente positiva, indica que a mayor k’ (correspondiente a mayor
tamaifio de la porcion hidrofébica del soluto), corresponde mavor longitud de cadena critica.

Aparentemente, la porcion terminal de la cadena hidrocarbonada es la que participa en
el proceso de separacion (ver Fig. 7). Si consideramos, por ejemplo, la penetracion de dos
solutos en las cadenas hidrocarbonadas largas v, si uno de ellos posee un grupo no-polar de

mayor tamaio, la superticie de contacto con la fase estacionaria sera mayor y se retendra mas.
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Si las cadenas fueran muy cortas, la diferenciacion entre ambos solutos seria menor y

si el soluto fuera de gran tamarfio, solo cadenas largas podnian separarlo en forma eficiente.

Berendsen® describe el fendmeno como una “absorcion”. mas que una “adsorcion”.
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Fig. 7. Influencia de la longitud de la cadena hidrocarbonada en la separacion de dos solutos

de diferente tamafio molecular™

Probablemente, por esta causa, las columnas de Ciz se emplean para propositos
generales. Algunos trabajos®' sugieren incluso el uso de columnas de C»; como alternativa a
las de C;z . Sin embargo, las columnas de menor longitud de dtomos de carbono producen
picos mas simeétricos que las de cadena larga®™, probablemente porque los silanoles libres, mas
accesibles, interaccionan con los solventes polares de la FM, permitiendo la solvatacion de la

FE y con elle, un equilibrio mas rapido.
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Dado que la conformacién de las cadenas hidrocarbonadas de la FE depende de la
magnitud de la constante dieléctrica del medio, éste parametro es el que rige la contribucion del
solvente en el mecanismo de retencion.

Las ecuaciones que permiten relacionar el factor de capacidad con parametros de
solvente, se basan en que la FE no se modifica con el cambio en ia composicién de 1a FM. Pero

se sabe que el solvente organico solvata parcialemente a la FE y que esta solvatacion depende

de la magnitud de la mezcla®> ®

Dorsey y col.®* emplearon datos de retencién de una gran cantidad de solutos en

mezclas de ACN-agua y MeOH-agua, obteniendo excelentes correlaciones de log k’ vs. Er
(30). Ademss, los mismos autores estudiaron el mecanismo de retencién de ciertos
alquilbencenos y nitrocompuestos empleando series homologas de alcohol-agua y en mezclas
de ACN-agua®. Las pendientes obtenidas, que dan una idea de la polaridad del medio, son
diferentes para las distintas mezclas. Si la FE fuese inerte, los cambios en la polaridad de la
FM deberian conducir a cambios proporcionales en la retencion, independientemente del
solvente organico empleado, por lo que se deberia obtener iguales pendientes. Por lo tanto,
estos resultados indicarian que la magnitud de solvatacién de la FE es diferente, dependiendo
del solvente orgdnico empleado.

En los ultimos afios se realizaron varios trabajos que muestran que la solvatacion de
la FE por el solvente organico es importante y que ésto se manifiesta en el tiempo de retencion
del soluto. Sentell y col.?¢ estudiaron la solvatacién de la FE en RPLC en mezclas de ACN-
agua y MeOH-agua mediante 'HRMN. Encontraron que en el caso de la mezcla MeOH-agua,
la cantidad de agua asociada a la FE es casi cero, mientras que la cantidad de MeOH adsorbido
es minima entre el 40 y 80 % de MeOH, debido a la asociacién con el agua para formar
dimeros. Por otra parte, en la mezcla ACN-agua observan que la cantidad de ACN asociada a
la FE es casi constante, lo que atribuyen a la microheterogeneidad de la mezcla debido a que la
existencia de clusters de ACN posibilita un mejor contacto de ACN sobre la fase solida.
También observan asociacion de moléculas de agua entre el 80 v el 100 % de ACN. Esto lo
atribuyen a la interacciéon de las moléculas de agua libre con los grupos silanoles libres de la
silica.

Yamamoto y Rokushika® investigaron el rol de la FE en la retencion a través del
cdlculo del parametro de solubilidad aparente (5,°), encontrando que la polaridad de dicha fase
depende de la concentraciéon de solvente organico.
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La Fase Movil

La tase movil en CLFI est4 constituida por un solvente polar; en general como ya se
menciond anteriormente, también por agua y un modificador organico, a los que se podran
agregar aditivos, sales o buffer. A mayor proporciéon de modificador orgdnico corresponde
menor retencién (menor k') y a mayor proporcion de agua comresponde mayor retencion
(mayor k).

Se considera que la selectividad del sistema est4 dada por el modificador, en funcién
de su capacidad aceptora o dadora de H y de su momento dipolar, propiedades que
determinaran el tipo y magnitud de la interaccién con la muestra.

Los solvente mas usados en CLFI son, ademas del agua, Metanol (MeOH),
Acetonitrilo (ACN) y Tetrahidrofurano (THF). Se considera que el agua actba como
transportadora y no aporta selectividad al sistema, la que estard dada por el modificador
organico, los aditivos, el valor de pH, etc. En términos generales, la retencion de un soluto por
un dado modificador orgdnico mezclado con agua estd directamente relacionado con la tensién
superficial de la mezcla, siempre que la constante dieléctrica de la mezcla esté comprendida
entre 20 y 30 Debye. Si los solventes de la mezcla tienen similar D, la variacion del k’ es lineal
con la variacién de la tension superficial. Si los valores de D son muy diferentes, aunque
tengan valores similares de tensién superficial, el mecanismo de retencién es diferente al
anterior™. Por ejemplo, cuando se utiliza una mezcla de MeOH-agua como FM, se forma un
sistema ternario donde el tercer componente es un complejo entre ambos. ACN y THF también
se asocian con agua pero en mucho menor grado®®. Esto trae como consecuencia un cambio de
volimen de la mezcla y se encontré que es muy significativo mezcla de MeOH-agua como FM
para la mezcla MeOH-agua y ha sido utilizado para calcular la constante de equilibrio de la
asociacion®. A partir de la constante de equilibrio se han construido curvas que relacionan la
concentracion de agua libre, de metanol libre y del dimero en funcién de la composicion inicial
de la mezcla. Las curvas indican que entre las fracciones volumétricas 0.4 y 0.8 la mezcla esta
compuesta por cantidades importantes del dimero, pero su concentracion es despreciable en las
mezclas de composiciones diferentes. Estos resultados explican algunos de los anomalias que
se observan en cromatografia cuando se emplea esta mezcla. Como conclusion, se puede decir
que la retencién del soluto puede no mostrar una relacion lineal entre el volumen de retencion y

la concentracién nominal de MeOH, en cuyo caso habrd que contemplar la proporciéon de
MeOH asociado.



I1. 2. 3. 2. Fase mavil en CLFN

La eleccion de 1a fase movil juega, como en toda modalidad cromatogréfica, un papel
fundamental. Como se ha podido ver, en cromatografia en fase normal la fase estacionaria es
polar y la fase mévil de caracteristica poco polar.

Fuerza de elucidon de los solventes

Snyder’ ha clasificado empiricamente a los solventes empleados en cromatografia en
orden creciente de fuerza de elucién, medido por el parametro ° (o fuerza eluotrépica del
solvente ) y definié esa fuerza de elucion como la “energia de adsorcién del solvente por
unidad de 4rea ocupada por una molécula sobre un determinado adsorbente” (por lo general
silica gel o alumina). Esto puede ser representado de la siguiente manera:

Xy t oMy = = Xyt oM,

donde; X y M representan las molécula de soluto y de solvente respectivamente, los subindices
ny o se refieren a moléculas no adsorbidas y adsorbidas, respectivamente.

La relacion existente entre la constante de adsorcion (K, 40) y 60 est4 dada por:

logKyqe = log Voo + a(S% - A 80) (39

donde, o es la actividad superficial, SO es la energia libre de adsorcién de una molécula de
soluto, V, es el volumen de 1a superficie de adsorbente y As. es el 4rea del soluto.
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La ecuacion (39) no tiene en cuenta las interacciones soluto-solvente y solvente-

solvente en la fase movil. Con respecto al pardmetro °, éste solo depende de la naturaleza
quimica de la superficie y, como consecuencia, es independiente del soluto. Se obtiene por
medidas del factor de capacidad k’ de un soluto de tamafio conocido en una serie de solventes.
Dicho estudio se realiza sobre un adsorbente en particular y aplicando la ecuacién (40) se

obtiene el valor de 6° :

Log(k’llk’z)=aAs(s°2 -801) (40)

donde, k’; es el factor de capacidad y los subindices 1 v 2 hacen referencia a las medidas
realizadas en dos solventes distintos. Para utilizar esta ecuacion fue necesario definir

arbitrariamente €° = 0 para algin solvente en particular. Para tal fin se seleccion6 al n-
pentano.

utilizando los pardmetros empiricos de solvente (ver Seccién II. 1. 3. 2.). Para silica gel, los

valores de &© correlacionan con 7* y  segun la ecuacion (41)°':

6° silica = (0.04 £.0.02) + [0.46 + 0.06 (z* - 0.28)] + (0.43+0.05) B “n

Esto demuestra que la superficie de la silica es polar y 4cida (notar que los coeficientes
de =* v §§ son aproximadamente iguales) , es decir que tiene capacidad dadora de Hidrogeno.

En la Tabla 1 se muestra la serie eluotropica de algunos de los solventes mas comumnente
usados en CLFN.
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Tabla 1. Serie eluotrépica segun Snyder’° , de algunos solventes utilizados en CLFN.

Solventes Fuerza de elucion, &° Constante Dieléctrica
Alumina Silica (Debye)

n- Pentano 0.00 0.00 1.84
n- Hexano 0.01 0.01 1.88
n- Heptano 0.01 0.01 1.92
Eter Etilico 0.38 0.38 4.33
Cloroformo 0.40 0.26 4.8
Cloruro de Metileno 0.42 0.32 8.93
Tetrahidrofurano 0.45 ---- 7.58
Diclorometano 0.49 e 10.7
Dioxano 0.56 0.49 221
Acetato de Etilo 0.58 0.38 6.11
Acetonitrilo 0.65 0.50 375
n- Propanol 0.82 . 21.8
Etanol 0.88 - - 258
Metanol 0.95 — 33.6

IL 2. 4. MECANISMO DE RETENCION EN CROMATOGRAFIA LIQUIDA.

La retencion cromatografica involucra un proceso de transferencia del soluto de la FM
a la FE. El mecanismo de transferencia puede ser de adsorcién, particién o una combinacién
de ambos. La particién ocurre cuando el soluto es embebido completamente en la fase solida

mientras que la adsorcién es una interaccién flsica a nivel superficial. El resultado es un

cambio del medio en el que se encuentra el soluto® .

Para explicar el mecamismo de retencion se han propuesto varios modelos
simplificados que tienen en cuenta las interacciones mutuas entre la FM , la FE y el soluto.

Tales sistemas son relativamente complicados y como consecuencia ningiun modelo refleja
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todos los aspectos del proceso fisicoquimico. Estos modelos son frecuentemente caracterizados
por la dependencia funcional entre el factor de capacidad k’ y la composicion de la FM®?

Se han empleado diversos métodos de investigacion para afrontar el desafio de
entender el mecanismo de retencion en cromatografia liquida, desde estudios espectroscéopicos,
incluyendo UV-wisible, RMN, IR, fluorescencia, difracciéon de neutrones, métodos térmicos y
hasta los propios métodos cromatograficos. Como consecuencia de estos estudios, se puede
concluir que los métodos experimentales por si solos, no son suficientes para entender el
mecanismo de retencién®. Se necesita, ademas, un modelo tedrico que lo sustente.

IL. 2. 4. 1. Modelo de adsorcién

La transferencia del soluto puede involucrar un fenémeno de contacto o interaccién
fisica con la FE diferente al proceso de particion, basado en las diferentes solubilidades del
soluto en ambas fases. Este es el caso de procesos cromatograficos de adsorcion, fenémeno que
gobierna a la CLFN.

Se conocen normalmente dos tipos de adsorcion: la fisica y la quimisorcién. La
adsorcion fisica involucra energias pequefias y el proceso de adsorcién-desorcion es rapido, ya
que las fuerzas intermoleculares son del tipo Van der Waals. En la quimisorcién se forma un
enlace covalente entre el soluto y la fase adsorbente. La energia involucrada es normalmente
grande, de similar magnitud a la formacion de un enlace en una reaccién quimica ocasionando
que el fenémeno de adsorcién-desorcién sea lento.

La retencion del soluto en un sistema cromatografico sélido-liquido puede ocurrir, en
principio, por varias vias, si consideramos que puede formars;z una bicapa de moléculas de
solvente adsorbidas a la FE, de modo que pueden presentarse tres situaciones:

1. adsorcién del soluto sobre la superficie del adsorbente desplazando las moléculas de
solvente de la primer monocapa

2. adsorcion del soluto sobre la primer monocapa desplazando como consecuencia a moléculas
de solvente de 1a segunda monocapa

3. particion del soluto entre la FM y 1a multicapa de solvente

Se desarrollaron varias teorias que intentaban explicar el proceso de sepacion
cromatografico en CLFN, la primera de las cuales se debe a Snyder. Afios después
Soczewinski® presentd un modelo que representa una simplificacion del original®® de Snyder
y hoy, este modelo, llamado de desplazamiento o de competicién, se atribuye a Snyder-



Soczewinski. Aftos mas tarde Scott y Kusera® °"" % %  expusieron el modelo llamado de

intercambio de solvente.

Modelo de Snyder - Soczewiski ¥

Se denomina de “desplazamiento” porque se basa en las siguientes suposiciones:
¢ Las moléculas de soluto en solucién compiten dentro de la columna con las moléculas del
solvente por lo sitios activos del adsorbente que posee caracteristicas polares.
o La superficie adsorbente es totalmente homogénea, lo que implica que su actividad no
cambia con las condiciones experimentales de trabajo.
¢ La superficie del adsorbente se halla totalmente cubierta por las moléculas del solvente en

forma de monocapa.

¢ Las interacciones entre las moléculas de solvente y/o del soluto en soluciéon son canceladas
por las correspondientes en la fase estacionaria.

¢ Para el caso especial donde la polaridad del solvente A es mucho mayor a la del solvente By
cuando la concentracién de A en la FM es lo suficientemente grande como para que ia FE esté

completamente recubierta por el solvente A, la relacion entre el factor de capacidad k’ y la
fraccion molar X, , es:

logk’=-nlog Xp + logk’a 42)

donde, k’4 es el factor de capacidad del soluto en el solvente A puroyn= A,/ a,, donde Ap
es el area molecular del solvente y a, el Area molecular del soluto.

Modelo de Scott - Kusera *>°"- %%

Es aplicable cuando se trabaja con solventes polares no-proticos o sea aquellos
solventes que en estado puro no pueden desarrollar uniones hidrégeno, tales como el THF,
ACN, AcEt, ete.

Este modelo supone que iuego de un tratamiento térmico de la silica a 150°C, se deja
sobre la silica una monocapa de agua adsorbida unida a través de puente de H, y que cuando se
pone en equilibrio con un solvente no-polar éste formara una monocapa (la segunda), luego las
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las moléculas del soluto interactuaran incorporandose a esta segunda monocapa. A este
proceso, Scott y Kusera lo definen como “sorcién” por medio de fuerzas dispersivas *-%°.

Postula para las moléculas de soluto las siguientes interacciones:
¢ En el caso de usar un solvente de baja polaridad, las moléculas del soluto desplazan a las de
solvente e interactian con los grupos hidroxilos hidratados de la superficie.
¢ $i las moléculas del soluto son muy polares, mas que las del solvente polar, cuando se esta
por lograr la cobertura de la monocapa de la superficie, tienen lugar fenémenos de asociacion y
de desplazamiento entre moléculas de soluto y solvente.
¢ Las moléculas de soluto muy polares se asocian con las de solvente y forman una fase
estacionana modificando de esta manera la fase estacionaria original.

Para mezclas de un solvente polar con un solvente no-polar, el modelo plantea que a
partir de una concentracion minima del primero (3-5% V/V), la FE se recubre completamente
de una monocapa de moléculas del solvente polar y por lo tanto la actividad de la silica no
cambia con sucesivos agregados del solvente polar. Las interacciones del soluto con la FM
determinan ampliamente la dependencia de k’ con la composicion del solvente.

La dependencia de k’ con la concentracion del solvente mas polar, C, queda
expresada como:

1/k> = A +BG, (43)

donde A y B son constantes que dependen del sistema soluto-solvente y C,, (expresado en %
V/V) es el porcentaje del solvente organico mds polar.

Puede ocurrir'® que los datos experimentales se ajusten, en determinadas condiciones
y rangos de composicion de 1a FM, a cualquiera de los dos modelos de retenciéon anteriormente
mencionados, con lo cual no podremos diferenciar entre un mecanismo u otro.

Snyder v Poppe'® han realizado un estudio comparativo de ambos modelos y
concluyen que el modelo propuesto por Scott-Kusera posee varios puntos objetables. Uno de
ellos es que la densidad de grupos hidroxilos en una superficie de sflica térmicamente tratada
es de 8-9 1 moles/ m® y no de 2.5 p moles/ m® como es propuesto por Scott-Kusera.

Por otro lado, el modelo de Snyder (desplazamiento), no posee restricciones ya que es
aplicable a un rango amplio de polaridades, tanto de FE como de FM y se lo ha utilizado para



explicar el proceso de separacién cromatografica en fase normal, fase inversa e incluso en el
campo de la cromatografia gaseosa.

I1. 2. 4. 2. Modelo de Particién

A pesar de haber sido ampliamente estudiado, aun no se comprende totalmente el
mecanismo de retencién en fase inversa. Se ha sugerido que el modo de interaccién entre el
soluto y la fase ligada puede ser de tres tipos: particién del soluto entre la fase mévil y la
estacionania liquida, adsorcién sobre una fase estacionaria sélida, o bien un proceso mixto
particién-adsorcién.

En el modelo de particién se supone que la FE es como un medio fluido amorfo no
polar y que se encuentra en contacto con un medio polar inmiscible, la FM acuosa. Se supone
que el soluto se particiona entre estos dos medios inmiscibles y que la particion estara dada por
la afinidad quimica del soluto por alguna de las fases’®.

Sentell y Dorsey'®® han hecho referencia a tres lineas de evidencia que soportan el
proceso de particion:

1) la particion se ve afectada por el grado de recubrimiento del soporte por las cadenas
alquilicas, mientras que la adsorcién no. Es decir, si el mecanismo es de particion, el soluto
debe penetrar en la fase solida. Si el grado de recubrimiento cambia, el coeficiente de particién
debe cambiar y como consecuencia también lo hace el tiempo de retencién. Si el mecanismo es
de adsorcion, el soluto interacciona con las cadenas alquilicas sin penetrar a la FE y diferentes
recubrimientos no cambiarian en forma considerable el tiempo de retencion.

2) en CLFI se pueden obtener relaciones lineales entre log k' v los coeficientes de particion

del sistema octanol-agua. Este sistema se utiliza para ejemplificar el sistema de fase inversa en
donde el octanol reproduce las cadena alquilicas (FE) y el agua la FM. El hecho de encontrar
en tales sistemas una relacion lineal da cuenta que el soluto se particiona entre ambas fases.
3) en los grificos de In k’vs. niimero de atomos de carbono de una serie homéloga se observan
discontinuidades en el punto en donde el mimero de 4tomos de carbono de la molécula es
cercano al nimero de atomos de carbono de la fase enlazada. Esto indica que el fendmeno de
particion existe y que la molécula de soluto penetra verticalmente en la FE % (ver Fig. 8)
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1L 2. 4. 3. Modelo termodindmico-estadistico de Dill

Este modelo describe 1a retencion de varios compuestos aromaticos incluyendo aminas
y fenoles' ™. La forma generalmente utilizada es:

logk’=ad¢?> + b + ¢ (44)

en donde ¢ es la fraccion volumétrica de solvente organico o modificador organico (MO) en la
mezcla. El término cuadratico no suele ser necesario, sobre todo si ¢ no cubre todo el rango de
composiciones. La forma lineal derivada de esta ecuacion es la mas empleada en cromatografia

liquida en fase inversa. Su origen es puramente empirico, aunque los investigadores Kemula y
Buchowski '% le dieron fundamento te6rico a través de un modelo de retencién que considera

la particién del soluto entre la FE y la FM. La ecuacién correspondiente al modelo de Kemula-
Buchowski es:

logk’= -S¢ + logk’y (45)

donde ¢ como en la ecuacién anterior es la fraccion de volumen del solvente organico, S es

conocido como el parametro de Snyder y depende principalmente de las interacciones soluto-
FM y k’, es el factor de retencion en agua pura.

I1. 2. 4. 4. Modelo solvofébico

La teoria solvofobica de Horvath''® es probablemente 1a de mayor aceptacion.
Segun ésta, la tuerza de la retencién en fase inversa se debe al aumento de entropia que
acompafia a la transferencia del soluto de la fase mévil (polar) a la fase estacionaria (no polar).
Dicho de otro modo, 1a interaccion entre moléculas de soluto y de solvente es mucho mas débil
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que la interaccion de las moléculas de solvente entre si. Como consecuencia, el soluto es
expulsado de la fase moévil y forzado a penetrar en la fase estacionaria, que actia como un
receptor pasivo. En la Fig. 8, se muestra como un soluto (fenol) interacciona con la fase ligada.
En este caso, puede suponerse que el grupo polar se orienta hacia la fase moévil acuosa,
mientras que su porcién hidrofébica lo hace hacia la superficie hidrocarbonada. La magnitud

de la interaccion soluto-FE (y la retencién) serd mayor cuanto mayor sea el tamafio del grupo
no-polar y consecuentemente, la superficie de contacto.

Fraccién polar del soluto:
Interaccién con la
tase movi

fraccién hidrofobica del soluto:
Interaccion con le fase ligada
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Particula de silicagel

Fig, 8 . Mecanismo de retencion en fase inversa. Interaccién de fenol con la FE y FM®

Por el contranio, los solutos con grupos polares favorecerdn la interaccién con los
solventes polares y reduciran la retencion.

En la prictica, sin embargo, el mecanismo de retencién se complica por la presencia
de silanoles residuales, aunque en {a actualidad existen columnas con distinto grado de

recubrimiento (columnas end-capped) que se caracterizan por temer un menor numero de

grupos silanoles como residuo.
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I1. 3. Relacién solvatocromismo-cromatografia Hquida.

Se puede establecer una relacién entre el fenémeno de solvatocromismo y la
cromatografia liquida por medio de un estudio de las interacciones moleculares en los sistemas
cromatograficos a través de parametros empiricos de solvente basado en un modelo simple de
los procesos en solucién. Todos los tipos de sistemas quimicos que no reaccionan con el
solvente pueden ser controlados por fenomenos como puede ser el de formacién de una cavidad
por parte del soluto en el solvente o por fenémenos de interacciones soluto-solvente. Estas

nteracciones pueden escribirse (ver seccion II. 1. 4.) en términos generales como:

XYZ = XYZy + energia de formacion de la cavidad + X interacciones soluto-solvente (46)

donde XYZ y XYZ, representan la propiedad medible (dependiente del solvente) en un
solvente dado y en uno de referencia . Una forma de dilucidar las interacciones involucradas en
cromatografia liquida y relacionar estas con el mecanismo de retencién del soluto es haciendo
uso de las Relaciones Lineales de Energia Libre de Sovatacion (RLES)'®. Esta
metodologia se aplica a procesos cromatograficos de la siguiente manera:

log k> = log k%o + m (8a” - 87) V2 /100 + 5 (re* - 7n*) m*
+aBePudBz + blon- 0w “n

donde 3 es el parametro de solubilidad de Hildebrand, V es el volimen molar del soluio, z*, a
y P son los parimetros solvatocrémicos de Kamlet y Taft definidos en secciones anteriores, y
m, 8, ay b son los correspondientes parametros de ajuste. Los subindices 2, m y e se refieren al
soluto en las FM y FE respectivamente. La ecuacién 47 se reduce a la ecuacién 48 cuando se
utiliza el mismo soluto en la misma columna pero variando la composicion de la FM, o sea que

es una ecuacion para un soluto variando el/ la composicion de los solventes, por lo que los

términos con subindices “e” y “2” permanecen constantes.
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logk’= logk’o + §7u® + & Ol +b P 48)

donde my*,dn vV B son los pardmetros solvatocrémicos de mezelas acuosas. Esta ecuacion
es muy utilizada en CLFL, donde la FM es una mezcla acuosa''% %5

Park y col® , encontraron que la retencién de ciertos fenoles monosustituidos
dependen de n* y o en la mezcla MeOH-agua; solo de n* en la mezcla ACN-agua; y de n* y

en la mezcla THF-agua. Los autores atribuyen este fendmeno a la acidez del metanol en el
primer caso, y a la basicidad del THF en el ultimo caso.
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II.4. CQ OS OS
II. 4. 1. NITROANILINAS
IL 4. 1. 1. Importancis del estudio de las nitrospilins

Estos compuestos por lo general son sélidos y su estructura cristalina es adecuada para
ser usados como materiales para los estudios de dptica no-lineal'!’ ya que estos cristales generan
una cierta polanizabilidad microscopica, proceso que se denomina generacion de segunda
arménica o GSA''? . Ademas la capacidad dadora y aceptora de H de estas moléculas ests
fuertemente relacionada al reconocimiento de patrones en agregados moleculares'’?,

La estructura electrénica de las nitroanilinas es de interés ya que ellas son parte de
algunas moléculas simples que contienen grupos dadores (-NH, ) y aceptores (-NO; ) de
electrones unidos a un anillo bencénico''*. Para la mayoria de los bencenos sustituidos, el
momento dipolar en solucién de benceno puede ser considerado aproximadamente la suma del
momento dipolar de los bencenos monosustituidos. Sin embargo, los momentos dipolares
observados para o- y p-nitroanilina son 16y20%mspécﬁvamaﬂemﬂsaltosqmlosvaloms
calculados, mientras que para la m-nitroanilina es solo un 3 % mas alto que el valor calculado''*

El momento dipolar inusual se atribuye a la elevada contnbuciéon de las estructuras
polares o-, p- quinonoides que presenta la configuracion del estado fundamental de estas
moléculas. Estas estructuras resonantes son caracterizadas por una interaccion intramolecular de
transferencia de carga entre e] sustituyente amino y nitro a través del anillo bencénico. No
obstante, puede ocurrir que la transferencia de carga desde el grupo amino al grupo nitro sea
parcialcomoﬁxecalmﬂadopamo—yp—ni&o@lina“s‘m.

Las nitroanilinas se emplean ampliamente en la simtesis de colorantes azoicos. Estos
conforman el grupo méas numeroso de colorantes. Se preparan por copulacién de una amina
diazotada con una amina o un fenol y tienen uno o mas enlaces azo (-N=N). Un ejemplo de un
colorante azoico es el Negro Azulado del Naftol B, que se prepara per copulacion del acido A
(4cido 8-amino-1-paftol, 3,6-disulfénico), con anilina diazotada en solucién basica y p-

nitroanilina diazotada en solucion 4cida'!’

Algunas m-nitroanilinas como: 3-nitro-6-hidroxi-anilina; 3-nitro-6-metoxi-anilina; 3-
nitro-6-etoxi-anilina; 3-nitro-6-propoxi-anilina o la 3-nitro-6-butoxi-anilina son potentes
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sustancias edulcorantes''®. El derivado propoxi- es uno de los edulcorantes més potentes que se
conoce, pero su toxicidad hace que carezca de importancia.

IL 4. 1. 2. Estructura

En la Fig. 9, se muestran las estructuras de las nitroanilinas que han sido objeto de
estudio en esta tesis.

En las anilinas, la conjugacion mas eficaz del par no compartido del nitrogeno con el
anillo bencénico se obtiene cuando el par no compartido se sitila en un orbital p, paralelo a los
orbitales p del sistema x aromatico. Sin embargo, los pares no compartidos son por lo general mas
estables en orbitales que poseen cierto caracter 5. En el caso de la anilina, se alcanza un
compromiso epergético en el que el orbital del par no compartido posee un caricter p mas
acentuado que en el amoniaco pero reteniendo parte del cardcter s. Por consiguiente el grupo -NH;
de la anilina sigue siendo piramidal pero con el angulo H-N-H (113.9°) mayor que en el amoniaco
(107.1°). El plano H-N-H intersecta el anillo bencénico con un angulo de 39.4°'"’

Los sustituyentes en la anilina influyen en su basicidad. Los efectos de los sustituyentes
incluyen efectos inductivos y de. resonancia. Por ejemplo, el grupo -NO, en las o-, m- y p-
Nitroanilinas. Aunque los efectos de resonancia son mayores que los inductivos, e.n estos
compuestos, los efectos de resonancia e inductivo se-superponen y se transmiten mejor a través de
sistemas conjugados de manera que es mayor el efecto em o- y p-. Esto se puede ver reflejado en
las constantes de basicidad : pKb (o-nitroanilina) = 14.3 > pKb (p-nitroanilina) = 13.0 > pKb

(m-nitroanilina) = 11.5. La diferencia entre o- y p-nitroanilina es debido al mayor efecto inductivo
en la posicion orto'!”
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IL 4. 2. MICOTOXINAS

IL 4. 2. 1. Generglidades

Los hongos ﬁ]ammtosos-engaﬁralmnducenlm gran numero de metabolitos
secundarios. Los metabolitos secundarios son el producto del metabolismo normal de los hongos.
Algunos de esos metabolitos secundarios son de una importancia vital para mantener el genotipo
de las distintos familias o géneros de hongos.

Una parte importante de esos metabolitos secundarios pueden ser clasificados o
encuadrados dentro de las sustancias conocidas como micotoxinas, que pueden ser definidos
como aquellos metabolitos secundarios producidos< p;t hongos que son téxicos en pequefias

concentraciones y que afectan a vertebrados y otros animales cuando son introducidas via una ruta
de contaminacién natural.
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Cuando se considera la rama de los alimentos, la mayoria de las micotoxinas encontradas
en ellos son producidas principalmente por especies de hongos del género Aspergillus,
Penicillium, Fusarium y Alternaria. Algunas de las micotoxinas mas importantes y mas
estudiadas por sus potenciales amenazas tanto a animales como a la salud humana son por
ejemplo: Aflatoxina (producida por el género Aspergillus), Fumonicinas y Zearalenonas
(producidas por el género Fusarium), Ochratoxina y Tricotecenos (producida por el género
Penicillium) y las dos que son la razén de nuestro estudio Alternariol (AOH) y Alternariol
metil éter (AME). Cabe mencionar adem4s algunas otras micotoxinas, tales como el Acido
Tenuazénico (TeA), Altertoxina I (ATX- I) y Altenueno (ALT), todas ellas producidas por el
género Alternaria Alternata.

Las especies de Alternaria son encontradas muy comiinmente en muchos alimentos y
cereales. La infeccién por este hongo comienza o ocurre usualmente antes de la cosecha cuando

aun el contemdo de humedad es elevado, o puede comenzar después de la cosecha si se trata de
alimentos tales como frutas y vegetales.

Fig. 10. Estructura de algunos de los metabolitos de Alternaria
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En nuestro pais el género Alfernaria se ha detectado''® como uno de los contaminantes
mas frecuentes en girasol. En este sustrato se ha encontrado contaminaciéon principalmente con
AOH y AME, de donde se desprende la importancia de su estudio.

Uno de los mayores inconveniente es extraer estas micotoxinas, ya que para su
identificaciéon y cuantificacion se requieren las cantidades o los porcentajes maximos de toxinas
posible. Gran parte de la problematica radica en la elecciéon de los solventes o mezclas de solvente
que sea apta para dicha extracciéon. Esaeleccidnsemalizaengmnmedidaapmebayenmsin
hacerse estudios sistematicos de las distintas interacciones existentes entre los solventes usados y
las micotoxinas.

Varias técnicas cromatograficas se han usado para la separacion de estas micotoxinas
pero no son obtenidas en forma pura usandose otras técnicas para su purificacion’ .

La cromatografia liquida se usa para tratar las micotoxinas con tres fines: a) realizar a
limpieza del extracto, b) realizar separaciones y purificaciones a gran escala, c) realizar un anAlisis
cualitativo y cuantitativo. Debido a que la mayoria de las micotoxinas de interés son altamente
polares, se aplica para su estudio la cromatografia lquida de alta performance utilizando
columnas de fase inversa y en algunas ocasiones columnas de fase normal.

IL 4. 2. 2. Estructura

Como se observa en la Fig. 10, la mayoria de las micotoxinas del género Alternaria
tienen la estructura de dibenzopirona, como el caso del AOH y AME o compuestos relacionados
con esa estructura, como el caso del ALT. Otros como en.e_l caso de ATX-I son derivados
perilénicos y el caso del TeA tiene la estructura de un acido tetrAmico.
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III. PARTE EXPERIMENTAL

II. 1. PURIFICACION DE REACTIVOS
1L 1. 1. NITROANILINAS

o-Nitroanilina (oNA) (Carlos Erba), m-Nitroanilina (mNA) (Carlos Erba) y p-
Nitroanilina (pNA) (Carlos Erba), fueron purificadas por sublimacion a alto vacio y
comprobada su pureza por determinacién del punto de fusién: PF (oNA) =71.6 °C, lit = 71.5
°C!, PF (mNA) = 114.2 °C, lit = 114 °C' , PF (pNA) = 148.5 °C, lit.= 148.6 °C' .

Las N,N-Dimetil-Nitroanilinas fueron sintetizadas como se describe a continuacién

segun método encontrado en la literatura® ; se prepara una solucién de la amina a metilar en
tetrahidrofurano a la que luego se le agrega en forma secuencial: una cierta cantidad de
borohidruro de sodio, un determinado volumen de una solucién 3 M de 4cido sulfurico y un
determinado volumen de una solucién al 40 % de formaldehido. La temperatura de la reaccién
se controla para que no supere los 15 a 20 °C. Todos los reactivos se ponen en exceso en
relacion a la cantidad de amina agregada. Luego se trata la mezcla con una soluciébn de
hidroxido de sodio y se extrae dos veces con un determinado volumen de éter etilico. La
fraccion orgAnica se trata con una solucion saturada de cloruro de sodio y se seca con sulfato de
sodio anhidro. Luego se concentra la solucién y se procede a purificar el extracto por
cromatografia en columna usando silica gel como fase estacionaria y como eluyente primero
tolueno , luego tolueno -metanol (60-40) y por ultimo metanol. Las fracciones se controlan por
cromatografia en capa fina (CCF) encontrandose en las dos primeras el producto de interés.
Dichas fracciones fueron mezcladas, concentradas y se les realizé una nueva cromatografia en
columna. N,N-Dimetil-o-Nitroanilina (NNoNA), que a temperatura ambiente es un liquido
aceitoso de coloracion rojiza, fué nuevamente purificada por cromatografia en columna usando
una mezcla de tolueno- metanol (50-50) como solvente de elucién. Su pureza fue controlada
por CCF, tanto N,N-Dimetil-m-Nitroanilina (NNmNA) como N,N-Dimetil-p-Nitroanilina
(NNpNA) fueron purificadas por sublimacién a alto vacio y comprobada su pureza por
determinacién del punto de fusion: PF (NNmNA) = 60.0 °C, lit = 60-1 °C' , PF (NNpNA) =
163.5 °C, lit. = 164.5°C' .
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IIL 1. 2. MICOTOXINAS

Los extractos de hongos productores de las micotoxinas fueron provistos por el grupo de
Investigacion en Micologia del Dpto. de Microbiologia de la UN.R.C, con quien se realizo el
trabajo en colaboracion.

Dichos extractos fueron provistos en metanol, y luego se le realiz6 una cromatografia en
columna con silicagel con el objeto de separar la parte que contenian las micotoxinas de
interés, en nuestro caso AOH (alternariol) y AME (Alternariol monometil éter)’. El material
fue eluido con éter de petroleo-tolueno-acetona en la proporcién 6:3:1.

A cada fraccion proveniente de la cromatografia en columna se le realizé una CCF en
una mezcla de tolueno-acetato de etilo-dcido férmico (TAF) [6:3:1). Estas fracciones, las cuales
contenian AOH y AME (comprobado con patrones de AOH y AME marca Sigma), estaban
acompafiadas con otras sustancias’ cuyos Rf eran muy similares.

Frente a este inconveniente se recurrié a la técnica de la cromatografia en capa fina
preparativa. Se utilizaron placas hechas en el laboratorio de 20 x 20 cm. con silicagel. Estas
placas se prepararon pesando 15 grs. de silica (Merk) en 25 ml. de agua. Luego se extendi6 la

mezcla sobre la placa de vidrio, se dejé secar a temperatura ambiente y despues se activd por
espacio de una hora a 120 °C. El sembrado del extracto se realizé con una pipeta Pasteur a la
cual se le adozd en la punta dos o tres hebras de hilo de algodén. El sembrado se realizé de
punta a punta en forma horizontal. E] cromatograma se desarrollé con una mezcla de TAF.
Las manchas que resultaron de interés, se rasparon con una espatula , se recogi¢ la silica sobre
papel de aluminio y luego se realizé una extraccion con acetona; posteriormente se filtré para
separar la silica del resto de la solucién. A las soluciones de las micotoxinas en acetona se les
realizé una CCF junto con los patrones de AOH y AME para comprobar su pureza (estas
toxinas fluorecen al UV con una coloracién violacea lo cual facilita su identificacion).

De esta manera se realizaron los trabajos de purificaciéon de las fracciones de AOH y
AME las cuales se conservaron en frio en la solucion de acetona.

El rendimiento es de aproximadamente 1 mgr. de cada una de las micotoxinas,

partiendo de 5 kgrs. de arroz’ que es el medio de cultivo para la obtencion de las mismas, por
lo tanto el rendimiento practico es muy bajo.
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A las fracciones obtenidas de AOH y AME se le realizaron estudios de 'HRMN, UV y
HPLC para comprobar sus purezas. Los resultados obfenidos por estos estudios fueron
satisfactorios permitiendo afirmar que los extractos estaban puros

IIL 1. 2. 1. Propiedades fisicas y quimicas de AOH y AME

A continuacién se listan las propiedades fisicas y quimicas de AOHy AME:
AOH (Cy4H00s.), PM = 258.05. Cristaliza en forma de agujas incoloras en una solucién fria
de etanol-agua. Pf = 350 °C (descompone® ). Da un color purpura cuando se le adiciona una
solucion alcohdlica de tricloruro férrico. Presenta fluorescencia de color azul cuando se le
irradia con luz uitravioleta. Presenta las siguiente bandas en el espectro UV: A .« en EtOH (g)
= 335-342 nm (11.500) (banda ancha), 301 nm (11.200), 290 nm (10.500), 257 nm (53.700),
230 nm (33.900). El espectro de masa’® presenta las principales relaciones a m/z = 258, 230,

229, 213, 201 y 187. El espectro IR presenta las mayores absorciones a : 3460, 3100, 1672,
1590, 1430, 1365, 1200 y 850 cm™ .

AME (C;sH;;06), PM = 272.07. Cristaliza en forma de agujas incoloras a partir de RtOH. Pf=
267-268 °C . Da un color purpura cuando se le adiciona una solucién alcohdlica de
tricloruro férrico. Presenta fluorescencia de color azul cuando se le irradia con luz ultravioleta.
El espectro UV presenta las mismas bandas que el AOH. El espectro de masa presenta las

principales relaciones a m/z = 278, 243, 201 y'199. El espectro IR presenta las mismas bandas
que el de AOH



I1I. 2. PURIFICACION DE SOLVENTES

La marca y la calidad de los solventes utilizados, se detallan en la Tabla 2. Se utilizd
como criterio de pureza el punto de corte del solvente. Esto corresponde a la longitud de onda
en la que el solvente presenta absorbancia igual a la unidad en la zona del espectro UV, usando
celdas de 10 mm contra aire como referencia.

Los solventes que no corresponden a la calidad HPLC fueron purificados por métodos
standard dados en la literatura' , hasta lograr el punto de corte que figura en bibliografia. La
purificacion se relizé como se detalla a continuacion :

Etanol (EtOH) [Merck] : se mantuvo en reflujo sobre 6xido de calcio durante dos horas, luego
fue destilado en forma fraccionada y guardado sobre tamices moleculares de 4 A Merck.

Agua: fue destilada sobre permanganato de potasio alcalino y luego redestilada en un sistema
adaptado a tal efecto.

Trietilamina (TEA) [Merck) : se almaceno la amina sobre hidroxido de potasio durante vario
dias, Con posterioridad, se destilé sobre sodio metalico en atmosfera de nitrégeno seco, previo
reflujo, recogiendo la fraccion central.'!- 1% 13
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Tabla 2 Abreviaturas, marcas, calidad y puntos de corte de los solventes utilizados (medidos

contra aire en celdas de 10 mm)

Solvente Abreviatura | Marca / Calidad Punto de corte

(nm)"
Ciclohexano CHx Sintorgan HPLC 208.5
Hexano Hx Sintorgan HPLC 205.0
Tetrahidrofurano THF Sintorgan HPLC 203.0
Dimetilformamida DMF Sintorgan HPLC 240.0
Agua (a) 200.0
Acetonitrilo ACN Sintorgan HPLC 2100
Acetona Ac Sintorgan HPLC
Dicloroetano DCE Sintorgan HPLC 230.0
Diclorometano DCM Sintorgan HPLC 2320
Cloroformo Clf Sintorgan HPLC 245.0
Tetracloruro de Carbono CTC Sintorgan HPLC 251.0
Etanol EtOH Merck* P.A 207.0
2-Propanol 2-PrOH | Sintorgan HPLC 221.0
Metanol MeOH Sintorgan HPLC 205.0
Butanol BuOH Sintorgan HPLC 230.0
Trietilamina TEA Merck" P.A 255.0
Acetato de Etilo AcEt Sintorgan HPLC 2465
Eter Etilico EE Sintorgan HPLC 230.0
Tolueno Tol Sintorgan HPLC 259.1
Benceno Bz Sintorgan HPLC 250.0
* Solventes purificados en el laboratorio
® Datos obtenidos de bibliografia'®
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0L 3. MEDIDAS EXPERIMENTALES

IIL 3. 1. ESPECTROSCOP{A DE ABSORCION ELECTRONICA

Las medidas de absorcion fueron realizadas en un espectrofotémetro modelo Cary 17,
equipado con porta celdas termostatizables. Se utilizaron celdas de cuarzo de 10 mm de paso
dptico.

La temperatura de trabajo fue de 25 £ 0.2 °C y se mantuvo constante utilizando un
termostato de circulacién de agua.

La frecuencia del maximo de absorcion (Vmex) se midié tomando el punto medio entre
las dos posiciones del espectro donde la absorbancia es 0.9 Ay x

El error en las medidas de la longitud de onda es de + 0.05 nm que es el equivalente a
20 cm™ en niimero de onda, lo que representa un error relativo menor al 1 % en el corrimiento
medio observado.

El andlisis de las caracteristicas de las bandas observadas se realizd inicialmente en
base a los espectros de los solutos en solventes no-interactuantes, como CHx o Hx; luego, se
midi6 el espectro en los restantes solventes. Se compararon los espectros en posicién e
intensidad, eligiéndose asi A como propiedad de estudio.

Este estudio se completa con el andlisis de mezclas binarias de solventes, resultados
que luego se comparan con los antes mencionados en solventes puros.

Las soluciones se prepararon lo suficientemente diluidas como para que no existan
interacciones soluto-soluto. Para ello se trabajé en la zona donde se cumple la Ley de Lambert
¥ Beer.

Para las medidas espectroscopicas empleando mezclas binarias de solventes, se
procedio del siguiente modo: se prepara una solucién patréon de concentracién conocida y, a
partir de ella, se preparan por pesada soluciones de igual concentracién de soluto pero de
diferente fraccién molar del solvente. Para ello se utilizan buretas de 5 + 0.05 ml. Como
referencia se emple6 una mezcla de solventes en la misma proporcion que la muestra.

67



III. 3. 2. CROMATOGRAF{A LIQUIDA.

Las medidas cromatograficas se realizaron en un cromatografo HPLC modelo Varian
5020. Para las medidas en fase normal se utilizd una columna Micro Pak Si-5 (150 x 4 mm ) y

para las determinaciones en fase inversa se utiliz6 una columna de C-18, Micro Pak MCH-10
(300 x 4 mm). Ambas columnas fueron termostatizadas a 25 °C. Los cromatogramas con sus
respectivos tiempos de retencioén fueron registrados por un integrador Varian 4270/4290.

Los tiempos de retenciéon correspondientes a los maximos de los picos, fueron
calculados por el integrador, se midieron por triplicado y se promediaron. Se consideré como
tiempo muerto al tiempo de elucién del solvente organico puro para las medidas en fase inversa
y al tiempo de elucién de n-hexano puro para las medidas en fase normal.

1L 4. METODOS DE ANALISIS Y CALCULOS UTILIZADOS
IIL 4. 1. METODOS ESTADISTICOS
IIL 4. 1. 1. Anilisis por regresiones

El analisia de regresion (entiéndase por regresién como la magnitud del cambio o
modificacion de una variable asociada al cambio unitario de otra variable) es muy empleado en
quimica para encontrar alguna relacién entre una serie de datos con determinadas variables
independientes o parémetros. La ventaja principal de este tipo de metodologia es que de forma
simple se pueden introducir o adicionar variables. De alli que se tiene: la regresion simple,
donde la variable independiente es una sola, mientras que en la regresidn muiiltiple las
variables independientes a introducir pueden ser varias a la vez.

Otro tipo de regresion es la denominada regresidn paso a paso (Stepwise regresion)
que, como su nombre lo indica, es un tipo de regresién en donde paso a paso se van

descartando o eliminando variables independientes que uno introduce hasta lograr una
regresion acorde a ciertos criterios o test.

Los métodos de regresion estan basados en el supuesto de minimos cuadrados.
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En un proceso de medicion los datos experimentales estan sujetos a errores, tales como

errores del instrumento, operador, etc. El procedimiento de minimos cuadrados pretende
minimizar la vanianza s, es decir:

s=[Z (Yobs. - Yeal)] /n

donde n es el nimero de mediciones e Y la variable experimental.
Los supuestos de minimos cuadrados son:
1.- Y, sin error, esto dependera del disefio del experimento.

2.- Las variables independientes a utilizar deben ser ortogonales, es decir que no sean
colineales.

3.- Los errores no deben estar correlacionados y deben seguir una distribucién normal.
Si se cumplen estos tres supuestos se puede una regresion.

Para verificar la no colinealidad de las variables independientes, y suponiendo que
solamente hay dos variables (x1 y x2), se hace la matriz de correlacioén.

El valor 6ptimo de una matriz de correlacion es el siguiente:

x1 x2
x1 1 0
x2 0 1

Cuando 12 > 0.7 (en donde r es el coeficiente de determinacion de cada variable) existe
alta colinealidad entre las variables.

Si hay mas de dos variables adem4s de la matriz de comrelacién se calcula un factor
denominado, factor de inflacion, para cada una de las variables.
El factor de inflaci6n (f) se define'*:

f=1/Q-)
El valor 6ptimo para decir que dos 0 mas variables no son colineales es cuando f = 1 que

corresponde a 1° = 0.
Se consideran que las variables no son colineales cuando f toma valores entre 4 y 7. '*
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Por otro lado, la multicolinealidad entre las vaniables independientes puede ser medida
en términos de los autovalores de la matriz correlacion. El cociente entre el maximo y minimo

autovalor se conoce como “numero de condicién™ ( ¢). Cuando éste valor es mayor a 1000
existe alta colinealidad entre las variables.

¢ = Amax. / Amin.

donde Amax. / Amin son los autovalores de 1a matriz de correlacién.

Para calcular los autovalores de la matriz de correlacién (X; X;) se debe diagonalizar
esta matriz. Una matriz (X; X5) es diagonalizable si existe otra matriz (V) tal que:

o O O
VIaX)V=R81x)=10 » 0
0 0 ik

donde: 8;x =0,81j=ky8;x =1,381j=k, A, A2y M son los autovalores de la matriz de
correlacion (X; X3).

Si las variables independientes son colineales no puede usarse el método de regresion
basado en minimos cuadrados. Para estos casos se utiliza un tipo particular de regresion
denominada “regresidn cresta”.

La regresion cresta modifica el procedimiento de minimos cuadrados cuando hay alta
colinealidad entre las variables. Por ejemplo; dada la siguiente matriz de correlacion:

x1 x2
x1 1 © 0.999
X2 0. 999 1
70



Los autovalores de esta matrizson: M =1.999y A; =0.001 y el nimero de condiciéon
$=1.999/0.001 =1999y, por lo tanto, los valores del factor de inflacién seran :

£(X1)=50025 y £(Xo)=500.25

Tanto el valor de ¢ como los valores de f muestran que existe una alta colinealidad entre
las dos variables (X; y X» ).

Esta alta colinealidad puede resolverse como se mencion6 anteriormente modificando el
procedimiento de minimos cuadrados. Para ello se reemplaza la matriz anterior X; X, por (X;
X3 + 8 Y), donde ¢ es un nuevo parimetro, cuyo valor esta comprendidoentre Oy 1 e Yesla
matriz identidad. Por ejemplo: si ¢ = 0.1, la matriz anterior queda representada por:

x1 x2
x1 1.1 0.999
x2 0.999 1.1

Asi, los autovalores de esta nueva matriz son : A, =2.099y A;=0.101y por lo tanto
$=2.099/0.101 = 20.99. Es decir, el efecto perjudicial que producia el autovalor mas chico,
cambiando la matriz de correlacién se ve mucho mas disminuido.

Los célculos de regresion fueron realizados utilizando un programa Statgraf y Stata en
una PC 586 DX. Estos programas permiten obtener los coeficientes de determinacion de cada
regresion y el nivel de confianza de cada coeficiente de determinacién, medido a través de la
desviacion standard, test de Student y test de Fischer.
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1. 4. 1. 2. Métodos multivariados de anilisis. Andlisis de los componentes principales
{ ACP] 15,16

En este trabajo también se realiz6 un analisis estadistico de los datos obtenidos. El
método utilizado fue Andlisis de Factores Abstracto (4FA) o también denominado Andlisis
de los Componentes Principales (ACP).

El andlisis de factores es una técnica muy util para el estudio de fenémenos quimicos
complejos cuya interpretacién requiere de métodos muitivariados de analisis. E1 ACP se usa
para determinar el nimero de factores responsables de la variacién de una matriz de datos. El
objetivo del anAlisis es tomar p variables definidas como : X;, X, ..., X; y encontrar
combinaciones de estis variables para producir indices Z;, Z,, ....., Z, que no se encuentren
correlacionados.

La falta de correlacién es una propiedad conveniente porque significa que los indices
(Z) son medidos en dimensiones diferentes que el dato. Los indices son ordenados de manera
que Z;, indica la cantidad mas grande, Z; la segunda cantidad més grande y asi
sucesivamente. De esta manera, la s (Z1 ) 28 (Z;) ....2 8 (Z, ), en donde s (Z ;) indica la
varianza de Z; en los datos a considerar. Los Z; son los denominados componentes principales.

Cuando se hace un ACP hay que esperar siempre que las varianzas de la mayoria de los
indices sean bajas o insignificantes y por lo tanto, la variacién en los datos puede describirse
por unas pocas variables Z con varianzas que no sean insignificantes. Es de notar que, cuando
las variables originales no estan correlacionadas, el ACP no hace absolutamente nada. Los
mejores resultados se obtienen cuando las variables originales correlacionan marcadamente v,

para el caso de 20 o 30 varnables, éstas puede ser adecuadamente representadas por dos o tres
componentes principales.

Un ACP se comienza tomando p variables para n individuos, como se muestra en la
Tabla 3. El primer componente principal es la combinacién lineal de la variables X;, X,,
Xpn

Zy=anXs tapX + ... +a1,,Xp

donde los factores a estan sujetos a la condicién:



l‘\

De este modo, la vanianza de Z, , s(Zi) es grande haciendo restricciones sobre las
constantes a;;. Esta restriccién se introduce porque sino la s(Z;) puede incrementarse
simplemente incrementando uno de los valores de a 1; . El segundo componente principal:

Zy=anX; tanX + ... +az X,

!

Tabla 3. Forma de presentar los datos para un ACP,

Individuos X, b YR X,
1 X 11 K12  crevemssverercncencsoncanes Xip
2 X 21 b, S SN XZP
. . . .
L] * ] [ ]
. : . .
L4
. ¢ . .
n X nt b S U UON Xpop

y también la condicion que Z; y Z, no correlacionen. Los demas componentes principales se
definen de la misma forma que los anteriores. Si hay p variables puede encontrarse p o mas
componentes principales.



Uno de los pasos a seguir en un ACP involucra encontrar los autovalores de la matriz
de las covananzas, la matriz es siumétrica y tiene la forma:

cn C12  circicincenniee ij

Cn (.‘,22 ............... C2
C= .

CPI Cp2 ............... c”

donde los elementos de la diagonal c;; es la varianza de X; y c; es la covarianza de las
vaniables X; yX;.

Los autovalores de la matriz C son la varianza de los componentes principales. Hay p
de estos, algunos de los cuales pueden ser cero. Asumiendo que los autovalores son ordenados
como Ay 22y 2 ......... 2 Ap 20, luego A; corresponde a los i componentes principales

Zi=agX; +tapX; + ... +ap X

En particular, s(Z; ) = A; y las constantes a ;;, 2 i3, ........ , 8 ip son los elementos de los
correspondientes autovectores.

Una propiedad importante de los autovalores es que €llos se adicionan a la suma de los
elementos de C. Esto es:

donde, ¢ ; es la varianza de los X; y A; es la varianza de los Z; . Esto significa que la suma de
las varianzas de los componentes principales es igual a la suma de varianzas de las variables
originales.

Hay circunstancias en que es conveniente codificar las variables X; que tienen

significancia cero o varianzas unitarias, antes de comenzar con el analisis para ver si una
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variables tiene una debida influencia sobre los componentes principales. Luego, la matriz C

toma la forma:

1 €12 ceeerererreseces Cip
¢ €2
C= . ¢
€ pt Cp2  eevereenrsrnens 1

donde ¢ ;= ¢ es la correlacion que existe entre X; v X; .

A continuacioén se resumen los pasos principales del ACP:

1.- Comenzar por codificar las variables X; que tienen significancia cero 0 varianzas unitaria.
Es usual realizar este paso, pero puede ser omitido en algunos casos.

2- Calcular la matriz de la covarianza C. Esta es la matriz de correlacion si se ha realizado el
primer paso.

3- Encontrar los autovalores A; y los correspondientes autovectores a; . Los coeficientes de los
i componentes principales estan dados por a; y con su varianza A, .

4- Descartar algun componente que afecte en pequefias proporciones en la vaniacién de los
datos. Por ejemplo, se puede comenzar con 20 variables en donde se puede encontrar que las
primeras tres componentes reunen el 90 % del total de la vananza. De esta manera, se pueden
ignorar las restantes 17 variables.

En resumen, el ACP reduce el numero de las variables originales a un pequefio nimero
de indices ( componentes principales) que son una combinacién lineal de las variables
originales. Dicho analisis provee un camino 6ptimo para obtener indices tal que la variacién en
los datos pueda ser descripta mas ajustadamente.

Hay otros ejemplos de métodos multivariados de analisis como es: andlisis de
agrupamiento o cluster analysis y el andlisis de factores objetives o Target Factor
Analysis (TFA). El analisis de agrupamiento est4 relacionado con la identificacién de grupos
de individuos de comportamiento similar, mientras que el analisis de factores objetivos, es una
version extendida del ACP mediante el cual se puede probar matematicamente pardmetros que
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tienen significado fisico e identificar los factores con los cuales se puede reproducir una matrniz
de datos.

El analisis de regresion, antes mencionado, implica un ajuste forzado de la ecuacion
mientras el analisis de factores posee un criterio menos arbitrario para la seleccién e
identificacion de las posibles causas de variacion en la serie de datos evitando la introduccion

de hipotesis previas. En el esquema 1 se muestra un cuadro comparativo entre una regresion y
un anlisis de factores'’

Vectores de datos Matrices de datos
soluto n solutos
logk,, logkn lngu ........... l()gkm
log kx Datos de log k logky logka...... log kan
108 K g 1og Kmy 108K oo 108 K mn
+ 4
Anélisis de regresion Adoptado como | ———p | ACP
Eleccion de las variables Determinacion del
indepte. significativas de solvente | nlimero de factores
+
Adoptado como >
l vectores “Target” l
Establecimiento de los Establecimiento de un
modelos individuales modelo general de
de correlacién _ correlacion
l . Informacion '
quimica : ’ ~

Esquema 1. Cuadro comparativo entre una regresion y un andlisis de factores

Como se mencioné anteriormente el ACP ha demostrado ser una tecnica muy poderosa
para estudiar fenémenos qmmmos complejos. El ACP ha sido usado, por ejemplo, por E,
Casassas y col'®,, los cuales aplicaron el TFA para encontrar cuales son los parimetros
fisicoquimicos que afectan el solvatocromismo de distintos indicadores en la mezcla dioxano-
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agua. Ademas, dichos autores también han determinado, aplicando ACP, la influencia de
diferentes electrolitos inertes, sobre la constante de protonacién en la mezcla de solventes antes

mencionada'®,

1. 4. 2. CALCULO DE LAS ENERGIAS DE ENRIQUECIMIENTO DIELECTRICO

Los célculos de las energias de enriquecimiento dieléctrico fueron realizadas con el
método propuesto por Cattana y col.!®, previamente descripto en la seccion I1..1.6, con la
utilizacion de una computadora IBM 4341 .

Los informacién que requiere el programa para efectuar el cdlculo de las energias de
enriquecimiento dieléctrico (ver ecuacién 30) son las referidos al sistema en estudio o sea, por
ejemplo, se necesita ingresar el radio de la cavidad del soluto, el momento dipolar tanto del
estado fundamental como del excitado del soluto, la diferencia de energia definida como la
diferencia de la frecuencia maxima de abgomipn del soluto en los dos solventes de 1a mezcla en
estudio y ademas se necesita ingresar una relacién entre los pesos moleculares y las
densidades de los solventes que forman la mn;zcla, otro informacion es dar a conocer las
fracciones molares del solvente polar para las que se quiere conocer la energia asociada al
enriquecimiento dieléctrico. Los dato; que se obtienen una vez procesado toda la informacién
anterior son las energias de enriquecimient correspondientes a cada fraccién molar. Luego,

con estos datos, son construidas las curvas correrpondientes y a través del grafico se calculan
las Kp .

IL4. 3. CALCULO DE LAS CONSTANTES DE SOLVATACION PREFERENCIAL

El célculo de las constantes de solvatacion preferencial (Ksp) y enriquecimiento
dieléctrico (Kp ) se realizé sobre los gréficos construidos con los datos obtenidos de las
medidas experimentales y por los valores tedricos arrojados por el modelo de enriquecimiento
dieléctrico. Los valores de dichas constant&; se calculan como se muestra en la Fig. 11. Se
toma un valor de fraccién molar (X,), este valor se proyecta hasta que corte la curva
experimental de vmax Vvs. Xa . Luego, por el punto de cruce, se traza una paralela al eje
correspondiente a la fraccién molar X, hasta interceptar la linea recta que corresponderia a la



no-existencia de SP (solucion ideal), después, proyecta nuevamente ese punto al eje de las Xa
obtemiendose de esta manera el valor de Ya , o sea la fraccién molar de la zona cibotactica o
esfera de solvatacion.

Se repite esta operacion tratando de abarcar la mayor cantidad posible de puntos en
todo el rango de X, . Se construyen las tablas con los valores de Yo / Yg y Xa/ Xp . Los
valores de Yo e Yz se calculan por diferencia desde (1 - X5 ) y (1 - Ya) respectivamente y

aplicando la ecuacién 22 se la constante. Luego, se toman por lo menos veinte valores de las
constantes calculadas y se promedian.
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Fig. 11. Grafico que muestra como se obtiene Y5 y X para el cdlculo de la constante de SP

El procesamiento de los datos para obtener los valores de K¢p y Kp fué realizado con el
programa estadistico de computacion Statgraft .
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV. 1. ESTUDIOS REALIZADOS POR ESPECTROSCOPIA UV-VISIBLE

IV. 1. 1. NITROANILINAS
IV. 1. 1. 1. Estudios en solventes puros

Se analizaron los espectros de oNA, mNA y pNA y de (NN)oNA, (NN)mNA y
(NN)pNA en distintos solventes, los cuales reunen diferentes caracteristicas tanto aceptoras
como dadoras de H y solventes cona =0y p =0.

En la Tabla 4, se muestran los pardmetros solvatocrémicos de los solventes mas
utilizados.

En las figuras 12 y 13 se muestran los espectros de absorcion de mNA y NNpNA en
dos solventes diferentes respectivamente.

En la Tabla 5, se muestran los mAximos de absqmién obtenidos de la banda mas
cercana al visible de las diferentes nitroanilinas estudiadas en distintos solventes. Esta banda
fue escogida ya que es la banda que presenta cierta sensibilidad al cambio de solvente ya que
corresponde a 1a banda de transferencia de carga que poseen estos compuestos.

Se utiliz6 el método de comparacién solvatocrémica de Kamlet y Taft (ec 11, secciéon
II.1.4 y seccion III. 3) a los fines de correlacionar la posiciéon del mAximo de absorcién de la
banda de transferencia de carga intramolecular que poseen estas sustancias. El estudio con la
oNA ya se habia realizado en nuestro grupo de trabajo’ , como asi tambien el estudio con la
NNpNA?.

Dichos datos se muestran en esta parte con el fin de comparar las regresiones con las
pitroanilinas estudiadas y asi poder sacar una conclusion maAs general sobre su
comportamiento '
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Fig. 13. Espectro de absorcion de NNpNA en EtOH (—) y Hx (--- )
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Tabla 4. Parametros solvatocrémicos de solvente.

Ste/Parametro x*® o g™ ¥a® e°©
THF 0.58 0.00 0.55 34500 | eeee-
Hx -0.04 -0.04 0.00 225.00 0.01
DMF 0.88 0.00 0.69 615.04 —————
MeOH 0.60 0.98 0.66 887.00 ]
EE 0.27 0.00 0.47 590.00 0.43
Cif 0.58 0.20 0.10 362.00 0.26
Bz 0.59 0.00 0.10 357.00 0.25
2-PrOH 0.48 0.76 0.84 —memmane onmeen
Tol 0.54 0.00 0.11 337.00 0.22
DCM 0.82 0.13 0.10 414.00 0.31
BuOH 0.47 0.84 084 [ e e
EtOH 0.54 0.86 0.75 | eemee-- mmeee
ACN 0.75 0.19 040 590.00 0.50
CHx 0.00 0.00 0.00 220.00 0.01
DCE 0.81 0.00 0.10 416.00 0.34
EtAc 0.55 0.00 0.45 347.00 0.38
CTC 0.28 0.00 0.10 —mmome—— 0.10
TEA 0.14 0.00 0.70 memmmmee | eemeee

» de ref. 7, ™ de ref. ¢, ' de ref. °




Tabla 5. MAximos de absorcion obtenidos de los espectro de absorcién de oNA, mNA, pNA,
NNoNA, NNmNA y NNpNA en distintos solventes. Valores dados en 10 ~ vy / cm’

Cpto.| oNA mNA pNA NNoNA | NNmNA NNpNA"
Ste

THF 2499 | 26.41 27.60 24.20 25.09 26.12
Hx 2660 | 28.95 31.36 25.44 26.52 28.05
DMF 24.33 25.53 26.18" 23.58 24.34 25.12
MeOH | 2488 26.77 2732 23.94 25.15 25.53
EE 2560 | 26.97 28.53 24.69 25.71 27.15
CIf 25.63 27.54 2871 23.76 25.03 25.87
Bz 2549 | 2747 29.22 24.05 25.08 26.08
2.PrOH | 2469 | 2643 26.40 24.22 25.39 26.02
Tol 25.57 27.54 29.19 24.24 25.16 27.51
DCM 25.23 27.39 28.52 23.62 2470 25.15
BuOH | 2479 | 26.36 26.67 24.23 25.29 26.04
EtOH | 24.80 26.72 27.25° 24.22 24.96 25.78
ACN 24.98 26.53 27.38 23.70 24.76 25.44
CHx 2660 | 2887 31.18 25.32 26.30 28.05
DCE 25.25 27.25 28.41 23.65 24.54 25.35
AcEt 25.68 26.89 28.05 24.22 24.96 25.96
CTC 26.13 28.41 3045 | 2468 25.97 27.11
TEA 25.47 26.05 2871 | e — 27.55

*deref °, ° de ref”

A continuacién se detallan las regresiones obtenidas:

v (oNA) = (26.57 £ 0.03) - (1.75 + 0.06) z* - (1.05 1 0.06) p 49)
 =0.9987



v (mNA) = (28.77 £ 0.04) - (2.12 £ 0.02) =* + (0.65 £ 0.02) & - (2.02 £ 0.02) B
+ =0.9873

v (pNA) = (31.17 1 0.04) - (3.35 1 0.03) x* - (0.39 + 0.02) . - (3.02 + 0.03) B
r =0.9936

v(NNoNA) = (25.29 £ 0.03) - (2.01£0.01)x* - (0.12 £ 0.02) &
r = 0.9960

v (NNmNA) = (26.39 1 0.02) - (2.17 £ 0.02) x*
¥ =0.9874

v (NNpNA) = (28.05 £ 0.04) - (3.33 +0.02) x* - (0.56 + 0.01)
=0.9923

Analizando primero las regresiones obtenidas para la o-, m- y pNA (ecuaciones 49, 50

y 51) se puede mostrar que:

¢ [a sensibilidad a la polaridad y la polarizabilidad del solvente medido por el parametro z*
esta en correspondencia con los valores de los momentos dipolares tanto del estado
fundamental (1 como del excitado (s ) (ver Tabla 6), ya que un solvente con un
considerable x* puede estabilizar mas el estado excitado del compuesto que presenta mayor
Hlex, Ocasionando una disminucién en la frecuencia del maximo de absorcidon o sea un

corrimiento batocrémico de la banda de transferencia de carga intramolecular que presentan,

como ya se menciond, estos solutos.

dadora de H por parte del soluto. Asf, el coeficiente “b” que acompafia al p esth en
concordancia con los valores de o™ conocidos para estos solutos’ y que se dan a

continuacion:

(50)

&3))

(52)

(53)

(54)

La capacidad aceptora de H del solvente, medida por el pardmetro P, estd en
correspondencia con los valores de o™, el cual es un parimetro que mide la capacidad



az? (oNA) = 0.367; B (mNA) = 0.398; a® (pNA) = 0.421

Como se puede observar, el isomero mas dador de H es la pNA y, por lo tanto, en la
correlacion es la que presenta mayor sensibilidad al pardmetro B. Se puede conchuir, que los
solventes aceptores de H tienen un efecto batocrémico sobre la posicion del maximo de
absorcion de la banda en estudio para estos solutos.

¢ Por otro lado el hecho de que en la mNA el signo del coeficiente de o sea positivo se lo
puede atribuir a la formaciéon de un puente de H con el nitrégeno del grupo amino,
ocasionando un aumento en la v.,x como una consecuencia de la mayor estabilizacién del
estado fundamental ya que el nitrdgeno del grupo amino se encuentra con menor densidad
de carga positiva que el encontrado en el estado excitado. Ademas que el puente de H
tampoco puede formarse en el grupo nitro (-NO; ) en la mNA, porque sobre este grupo en la
posicion meta no hay un desarrollo de carga negativa tan marcado como lo hay en las otras
nitroanilinas isémeras. Esto se esquematiza en la Fig. 14.

Por otra parte, se puede decir, entonces, que en 1a pNA el puente de H se forma a través
del grupo nitro®, resultado que est4 de acuerdo con el hecho de que el signo del coeficiente de o

sea negativo ocasionando un corrimiento batocrémico debido a la mayor estabilizacion del
estado excitado.
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Fig. 14. Estados fundamental (EF) y estado excitado (EE) de mNA y pNA..

Con respecto a la oNA, no se observa correlacién oon solventes dadores de H debido

posiblemente a la formacién de puente de H intramolecular entre el grupo -NO; y el grupo
-NH; (amino).

Analizando ahora las regresiones obtenidas para las o-, m- y p-NN-dimetil-nitroanilinas

(ecuaciones 52, 53 y 54) se observa que:

Como es de esperar, estos solutos son findamentalmente sensibles al z* de acuerdo con la
magnitud de los ¥y pex que presentan estos solutos. Un aumento de z* produce un
corrimiento batocrémico de la banda de transferencia de carga intramolecuiar.

En la NNpNA, al igual que en la pNA, dado el signo y magnitud del coeficiente de a se
puede afirmar que el puente de H se forma a través del grupo nitro, ocasionando una
estabilizacion del EE y como consecuencia un corrimiento batocromico.

Al contrario de lo que se observa con 1a oNA, en el caso de 1a NNoNA hay una correlacién
con solventes dadores de H. Considerando el signo del coeficiente de a , el puente también
se formaria entre el grupo nitro y el solvente dador de H. En la NNoNA no hay posibilidad
alguna de formacion de puente de H entre el grupo nitro y el amino.

En la NNmNA no se detecta sensibilidad al pardmetro o del solvente lo que puede ser
explicado considerando que el grupo nitro no seria tan proclive a aceptar H al no haber en la



posicion meta transferencia de carga por efecto resonante desde el amino. Probablemente la
formacién de puente de H estaria desfavorecida por el efecto inductivo del nitrégeno
aminico. Es interesante notar que el grupo -NO, del nitrobenceno tampoco correlaciona con

el o

IV. 1. 1. 2. Estudios en mezclas binarias de solventes . Solvatacién preferencial

El comportamiento de la o-, m- y pNA y de las 0-, m-, y p-NN-dimetil nitroanilinas se
ha comparado midiendo la posiciéon del maximo de absorcién de la banda de transferencia de
carga intramolecular en varias mezclas de solvente,

Esta banda, por poseer un cierto cardcter de transferencia de carga, es influenciada por
los solventes polares' 11+

Para estudiar el efecto de la solvatacion preferencial, se eligieron mezclas de un co-
solvente “inerte” y diversos solventes tratando de abarcar un amplio rango de polaridades y
diversas propiedades de solvatacién especifica.

Andlisis de los datos obtenidos para o-, m- y pNA

Se analizara en primera instancia los resultados obtenidos para o-, m- y pNA. En las
Fig. 15 y 16 se muestran los resultados tipicos para los tres solutos en las mezclas CHx-CTC y
CHx-EE respectivamente.

Como se puede observar, los datos experimentales se desvian de la linealidad, de
manera que para los tres solutos se detecta una solvataciéon preferencial para cada mezcla de
solvente que se estudia.

Se debe tomar en cuenta que los efectos que producen dichas desviaciones no es
solamente por factores dieléctricos sino que también pueden involucrarse interacciones
especificas, tales como la unién puente de H. Estas interacciones especificas y no especificas
pueden ser cuantificadas calculando la constante de solvatacién preferencial, Ksp, v la
constante que tiene en cuenta solo los efectos de enriquecimiento dieléctrico, Kp. El célculo de
dichas constantes se realiza sobre los datos del grafico obtenido a partir de las medidas

experimentales, para el caso de Kgp y de los valores tedricos arrojados por el modelo de
enniquecimiento dieléctrico, para el caso de Kp
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Fig. 15. vaxx V8. Xore para (A) oNA; (B) mNA,; (C) pNA en la mezcla CHx-CTC. La linea
recta representa comportamiento ideal. ( @ ) Datos obtenidos del modelo de
enniquecimiento dieléctnico. (B) Datos experimentales.
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Fig. 16. vuax vs. Xgg para (A) oNA; (B) mNA; (C) pNA en la mezcla CHx-EE. La linea
recta representa comportamiento ideal. { @ ) Datos obtenidos del modelo de
enriquecimiento dieléctrico. (W) Datos experimentales
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Para realizar los cdlculos de las energfas de enriquecimiento dieléctrico es necesario
como se discutio en la seccion 1. 4. 2, contar con ciertos parametros del soluto como son los
momentos dipolares tanto del estado fundamental como del excitado, las constantes
dieléctricas de los solventes de la mezcla en estudio y el radio de la cavidad del soluto,(ver
Tabla 6).

Los valores de px pueden ser inferidos a partir del modelo por medio de la ecuacion
que relaciona el AE,, con los momentos dipolares del estado fundamental, excitado, el radio de
la cavidad del soluto y la funcién constante dieléctrica de los solventes. Los valores de i

obtenidos coinciden, teniendo en cuenta las apreciaciones y aproximaciones del modelo, con
los encontrados en la literatura’>'¢ .

Tabla 6. Pardmetros de soluto usado en los clculos de las energias de enriquecimiento
dieléctrico para o-, m-y pNA,

Soluto radio (A) a e (D) - Mex D)
oNA 3.36 4.29° 7.98
mNA 3.37 4.89° 9.78
pNA 3.50 6.20° 13.28

* El radio de la cavidad fué calculado suponiendo una cavidad esférica = (3m/4%8)'” , donde M = peso molecular

del compuesto y 8 = es In demsidad a 25 °C° | ¥ de ref'S, © de ref'’, ¢ valores calculados del modelo de
enriquecimiento dieléctrico'®,

Los valores de las constantes Ksp y Kp se calculan como se explict en la seccion I11. 4.
2.y 1L 4. 3 y las mismas se muestran en la Tabla 7.

Como se puede observar en la Tabla 7, en general, Ksp es siempre mayor que Kp y, en
las mezclas constituidas por solventes poco aceptores de H , tales como DCE, DCM, CIf y
CTC, los valores de Kgp son cercanos a los valores de Kp .

Los resultados obtenidos para cada soluto con 1a mezcla CHx-CTC se muestran en la

Fig. 15. Como se puede ver, la curva tedrica calculada por el modelo de enriquecimiento
dieléctrico se ajusta con bastante aproximacion a los datos experimentales. Esto estaria
indicando que en esta mezcla la SP seria de naturaleza dieléctrica, como era de esperar, ya que
ambos solventes no son m aceptores ni dadores de H (o = p = 0).



Tabla 7. Constantes de solvatacion preferencial, Kep, y de enriquecimiento dieléctrico, Kp,

para o-, m-y pNA en diferentes mezclas de solventes con CHx, como co-solvente®

oNA mNA pNA
Solvente Ksp Kp Ksp Kp Ksp Kp
THF  3.17£003° 1441002° 472+007 174+003 490+008° 1.70+.0.02°
DCE 1741001 1564002 208£005 190+004 2.44+002° 169 0.04°
Tol 1684003 1234001 211£003  125£001 240£003° 1.31% 0.02°
EE 480+007 159£003 510£008 173004 501006 1.65+004
Bz 1.66 £ 0.03 1.18+ 0.04 1.75+ 0.05 1211 0.01 235+£005 1.15+003
DCM  231£003 1774003 2284004 175£004 2704004 1.85+002
cu 1.78 £0.02 1.51£0.01 2.5210.04 1.6610.02 2611£0.03 1.40+0.01
EtAc 4201 0.06 1.62 10.02 4.50+ 0.07 1.62+0.03 470+ 005 1.631+0.04
CTC 1.86 + 0.05 1.18 10.02 1.75+ 0.04 1454002 2461004 12710.03
TEA 4131006 1251003 454£005 149£003 4.65:0.07 1.40+0.02

*Temperatura = 25 + 0.5 °C, * de ref', © de ref”

Analizando ahora 1a Tabla 7, en los solventes aceptores de H, se puede notar que los

valores de Kgp son mayores que los de Kp indicando en estos casos interacciones del tipo
especificas ademas del efecto de enriquecimiento dieléctrico. Estos hechos apoyan la idea de
que mientras Kgp involucra todas las interacciones soluto-solvente posibles, Kp toma solo en
cuenta las interacciones dipolares. En la Fig. 16 se muestra los resultados tipicos de las curvas
experimentales y tedricas para la mezcla CHx-EE para cada soluto en estudio.

De la Tabla 7 se puede inferir ademds, que los valores de Kgp y Kp, observando una
mezcia en general, son similares para mNA y pNA pero estos a su vez son mas grandes que los
obtenidos para la oNA. Esto es esperado si uno analiza los valores de p¢ y sobre todo la
diferencia que existe entre los valores de s ¥ plex.

Con el objeto de tener mayor conocimiento de la forma en la cual cada propiedad del
solvente afecta a la Ksp, los valores de Kgp son correlacionados utilizando el método de
comparacion solvatocromica de Kamlet y Taft para todos los solventes polares en la mezcla.
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Las regresiones obtenidas se muestran a continuacion:

Ksp (ONA) = (1.77£0.22) + (4.10+061)B; =09450 (55
Ksp (mNA) = (2.03 £0.20) + (4.53+0.57) P ; P =0.9559  (56)
Ke (PNA) = (2.4210.17) + (4.0310.48) B ; ” =09504 (57)

En ninguno de los tres casos se observa influencia del efecto de polaridad-
polarizabilidad del solvente. Para un dado soluto, la diferencia en las constantes de solvataciéon
preferencial es debido a 1a capacidad de aceptar H, o sea que los valores de Ksp son sensibles
al parametro . Sin embargo los coeficientes “b™ que acompafian al § son similares para los

tres solutos, es decir que para una dada mezcla de solventes los distintos valores de Kgp se
deben a 1a formacion de puente de H.

La ordenada al origen en las ecuaciones 55, 56 y 57 es el valor de K¢p para los casos en
que 3 = 0 (ver Tabla 7, solventes clorados). Estos valores son similares para un dado soluto.
Los valores promedios de las Kgp para los solventes clorados son :

Ksp (0NA) = 1.82 £ 0.26; Ksp (mNA)=2.18+032; Ksp(pNA)=2.53 +0.12

todos ellos calculados con un nivel de confianza mayor al 99.99 %.

Como se puede observar, los resultados obtenidos son similares a las ordenadas al
origen presentadas en las ecuaciones 55, 56 y 57.

Podria decirse que cuando existen estas interacciones especificas (puente de H) estas
tienden a predominar en la solvatacién preferencial. Sin embargo, la capacidad de formar

puente de H por parte del solvente aceptor es independiente del soluto dado que en este caso
no son muy diferentes los valores de ot



l

De la misma manera se analizd el efecto de la distinta polaridad del solvente sobre los
valores de Kp . Consideremos que el modelo de enriquecimiento dieléctrico no tiene en cuenta
el efecto de polarizabilidad mientras si tiene en cuenta la polaridad x*. De esta manera, los
valores de Kp deberian mostrar una buena correlacion con la funcién constante dieléctrica

f{D). Las ecuaciones 58, 59 y 60 muestran las regresiones de Kp con la f{D) para los tres
solutos en estudio:

Kp (0NA)= (0.697 £ 0.13) + (1.12+0.19)fD) ; ¢ = 0.9186 (58)
Kp (mNA) = (0.793 £0.14) + (1.19+0.21)fD); = 0.9240 (59)
Kp (pNA) = (0.703 £ 0.14) + (1.22+021)fD); r =0.9192 (60)

Estas correlaciones son similares y estan de acuerdo a lo que predice el modelo de
enniquecimiento dieléctrico.

Andlisis de los datos obtenidos para o-, m- y p-NN-dialquil-Nitroanilinas

Se analizard a continuacién los resultados obtenidos para o-, m- y p-NN-dimetil-
Nitroanilinas. En la Fig. 17 se muestran los resultados tipicos para NNoNA en la mezcla CHx-
Tol (A), NNmNA en la mezcla CHx-THF (B) y NNpNA en la mezcla CHx-BuOH (C).

Al igual que lo observado para las otras nitroanilinas, los puntos experimentales se
desvian de la linealidad, de manera que para los tres solutos se detecta una solvatacién
preferencial para cada mezcla de solvente que se estudia.

En la Tabla 8 se muestran los pardmetros usados para calcular las energias de
enriquecimiento y en la Tabla 9 los valores de las constantes de Kgp y Kp-
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Fig. 17. Viax V8. X101 para NNoNA (A); Xtur para NNmNA (B); Xguou para NNpNA (C). La
linea recta representa comportamiento ideal. ( ® ) Datos obtenidos del modelo de
enniquecimiento dieléctrico. ( 8 ) Datos experimentales.
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Tabla 8. Parametros de soluto usados en los calculos de las energias de enriquecimiento
dieléctrico para o-, m- y p-NN-dimetil-Nitroanilinas.

Soluto radio (A) a e @® Hex (D)
NNoNA 3.82 4.15 8.22
NNmNA 3.74 5.30 9.95
NNpNA 3.67 6.39 14.01

El radio de 1a cavidad fué calenlado suponiendo una cavidad esférica = (3m/4n8)'” | donde M = peso molecular del
compuesto y 6 = es la densidad a 25 °C"?, * de ref’®, © valores calculados a partir del modelo de enriquecimiento'®

Tabla 9. Constantes de solvatacion preferencial, Ksp, y de enriquecimiento dieléctrico, Kp,
para o-, m-y p-NN-dialquil-Nitroanilinas en diferentes mezclas de solvente con CHx

como co-solvenie®,
NNoNA NNmNA . NNpNA

Solvente Ksp Kp Kep Ko Kep Ko
THF 132+004 130+001 13810.03 1361002 14710.02 1451 0.01
DCE 1454003 1431001 14810.02 146+001 1561004 1551 0.02
Tol 1181003 108+001 1231004 120002 1301002 125+ 0.02
EE 123+ 0.04 1.19+£0.02 12710.05 125+002 1351003 1301002
DCM 1.41 £ 0.03 136+001 14210.03 1.38+0.02 1531002 1501001
cu 1.37+£0.01 135+003 1401004 1.371£0.02 140+002 1371001
EtAc 1351002 1331002 1391+0.04 1351001 1431005 1401+0.02
CrcC 1.15+0.03 1.09+002 1.17+0.03 115+£003 1201001 120+0.03
TEA 1.20 +£0.05 1.101£0.02 122+ 0.04 123+002 130+005 12810.01
2-PrOH 1.7910.05 1521002 1.8210.03 1.55+002 2151005 162+0.02
BaOH  1.81 £0.02 1.50 £ 0.01 1.83+0.05 152+004 2171002 1661003

* Temperatura =25 + 0.5 °C,
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Con los datos mostrados en la Tabla 9 se puede ver que los valores de Ksp disminuyen
en la secuencia Ksp (NNpNA) > Ko (NNmNA) > Kgp (NNoNA) en todas las mezclas
estudiadas. Este resultado, que se observa al estudiar estos solutos en mezclas binarias, estaria
de acuerdo con el comportamiento que muestran en solventes puros. Otro hecho a destacar es
que los valores de Kgp son comparables a los de Kp cuando se toma un soluto en particular.
Esto estaria indicando la presencia de SP solo de naturaleza dipolar y este fenémeno se ve
reflejado al observar las graficas de la Fig. 17 en donde se ve que la curva teénica calculada con
los valores obtenidos por el modelo de enriquecimiento dieléctrico se ajusta a la curva obtenida
en forma experimental. Aunque hay una excepcion que es el caso de las mezclas binarias de los
alcoholes 2-PrOH y BuOH (solventes cuyos o son distintos de cero) en los cuales se observa
que Kgp > Kp lo cual explica que estos solutos sufren interacciones especificas con estos
solventes como se comprobd con el estudio en solventes puros.

Al igual que el andlisis realizado para las otras nitroanilinas, se correlacionan los
valores de Kgp con los pardmetros de solventes de Kamlet y Taft a los fines de obtener un
mayor conocimiento de como afecta cada propiedad del solvente a las constanies de

solvatacion.

Las mejores regresiones obtenidas se muestran a continuacion:

Kep (NNoNA) = (1.22+0.11) + (0.78+0.19)a; r* = 0.9640 61)

Ksp (NNpNA)= (1.40+£0.26) + (1.56 £+ 0.57) cx; r*= 0.9559 62)

En ninguno de los casos se observa influencia de la polaridad-polarizabilidad del
solvente.

Para un dado soluto 1a diferencia en las constantes de solvatacién preferencial es debido
a la capacidad de formar puente de H con solventes dadores de H. (ver los valores de Ksp en 2-
PrOH y BuOH). El coeficiente “a™ es aproximadamente el doble para NNpNA indicando la
mayor sensibilidad de este compuesto a interaccionar con los solventes dadores de H en
comparacién con la NNoNA. Es decir, que para una dada mezcla de solventes, los distintos
valores para las constantes de solvatacion se deben a la formacién de puente de H. Es de notar
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que no se encuentra correlacion de la NNmNA con el pardmetro o, hecho que estaria de
acuerdo con lo encontrado en solventes puros (ecuacién 53).

La ordenada al origen en las ecuaciones 61 y 62 es el valor de Ksp pama los casos en que
o = 0. Estos valores son similares para un dado soluto y a continuacién se muestran los valores
promedios de Kgp para los solventes con o =0 :

Ksp (NNoNA) = 1.26 + 0.24; Ksp (NNpNA) = 1.37 £ 0.32

calculados con un nivel de confianza mayor al 99.99 %.

Como se puede observar, los resultados obtenidos son similares a las ordenadas
presentadas en las ecuaciones 61 y 62. Por lo tanto, podria decirse también en este caso que
cuando existen interacciones especificas (puente de H) estas Gltimas tienden a predominar.

De la misma manera, se analiz6 el efecto de la distinta polaridad del solvente sobre los
valores de Kp. Consideremos que el modelo de enriquecimiento dieléctrico no tiene en cuenta
el efecto de polarizabilidad mientras si tiene en cuenta la polaridad. De esta manera, los valores

de Kp deberian mostrar una buena correlacién con la funciéon constante dieléctrica D) como
se demuestra a continuacion:

Kp (NNoNA) = (0.65 £ 0.13) + (0.69+0.19) fD); ? = 0.9640 (63)

Kp (NNmNA) = (0.84 £0.14) + (0.82+0.21) fiD); = 0.9410 (64)

Kp (NNpNA) = (0.86 + 0.14) + (0.86 + 0.21) D) ; = 0.9380 (65)
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Las regresiones son buenas y se observa que el coeficienie que acompafia a f(D) es
ligeramente superior para la NNpNA comparada con las otras nitroanilinas. Esto podria ser
explicado por el mayor momento dipolar que presenta este soluto (ver Tabla 8).

IV. 1. 1. 3. Anilisis de los componentes principales (A de los datos de

Se realiz6 el analisis de los componentes principales con el fin de determinar el nimero
de factores y explicar la variacion de los valores de Kgp y Kp con las distintas mezclas de
solventes estudiadas. En la Tabla 10 se muestran los resultados cuando se aplica el método de
ACP a los valores de Kgp y Kp eligiendo las mezclas de solventes para las cuales se cuenta con
los valores de dichas constantes para los seis nitroanilinas en estudio. Las mezclas son CHX: -
EE, -Tol, -CTC, -CIf, -DCM, -DCE, -THF, -AcEt. Siguiendo con el procedimiento del ACP, se
obtuvieron clusters o grupos de datos como el mostrado en la Fig. 18.

Tabla 10. Analisis de los componentes principales de los datos de Ksp y Kp

Factores Autovalores Varianza Proporcionalidad Acumulacién
1 3.205 0.547 0.533 0.533
2 2.654 2.570 0.442 0.975
3 0.034 0.030 0.013 0.989
4 0.052 0.044 0.008 0.991
5 0.007 0.004 0.001 0.999
6 0003 | e 0.006 1.000

Si un grupo designado tiene relativamente muchos co-factores sobre el mismo factor
abstracto se dice que esa designacién forma una agrupacion o cluster.

El analisis de grupos (ver Fig. 18.), muestra que el cluster 1 estd formado por TEA y
EE, que son solventes que poseen valores bajos de z* y que son buenos acepiores de H. El
cluster 2 estd formado por AcEt y THF los que presentan altos valores de =* y ademas son
buenos aceptores de H. El cluster 3 esta formado por Tol y CTC, que son solventes pocos
polares y que son mas polarizables y por ultimo el cluster 4 esta formado por solventes que



tienen altos valores de x* pero que son poco aceptores de H como es el caso de Clf, DCM y
DCE.

Factor 1

Fig. 18. Agrupaciones o cluster de las distintas mezclas de solventes utilizadas para el calculo
deKspyKD .

Si se toman los solventes de los cluster 3 y 4 y se comparan los valores de Ksp y Kp
para los solutos en cuestion (ver Tablas 7 y 9 ), se puede notar que los valores de Kgp y Kp son
similares pero que en los solventes mas polares que constituyen el cluster 4 se puede ver por
ejemplo que los valores de Kp son mayores en comparacion a los valores calculados para los
solventes del cluster 3.

Se puede concluir que este tipo de herramienta estadistica de tratamiento de los datos

puede dar una idea mas o de alguna manera confirmar lo que se obtiene por otras vias de
estudio.



IV. 1. 2. MICOTOXINAS

Se realiz6 el estudio solvatocrémico de AME y AOH en solventes puros de diferentes
propiedades. Dado que dichas micotoxinas tienen problemas de solubilidad en una gran
variedad de solventes y, encontrdndose ademéis que AOH es mas insoluble que AME el
estudio se limit a determinar las v, de absorcién en los solventes en que se pudo solubilizar

a las mismas.

El espectro UV-Vis de AOH y AME presenta cinco bandas a : 335-342 (ancha), 301,
280, 257 y 230 nm*.

Fue seleccionada la banda a 280 nm para realizar los estudios solvatocromicos ya que
la misma muestra gran sensibilidad a los cambios de solventes. Esta banda est4 asociada con
las transiciones % - z*2. En la Tabla 11 se muestran los mAximos de absorcién obtenidos para
esta banda para ambos solutos en todos los solventes utilizados.

Tabla 11. MAximos de absorcién de la banda de 280 nm de AOH y AME en diferentes
solventes. Valores dados en 10~ v / cm™

Compuesto / AOH AME
Solvente
DCE 33.58 33.52
THF 33.38 33.44
Tol 33.58 33.54
Bz 33.55 33.53
MeOH 33.35 33.43
ACN 33.43 33.49
DCM 33.59 33.54
EE 33.41 33.46
cY 33.58 33.55
Hx 33.53 33.52
AcEt 33.42 33.45
DMF 33.32 33.41
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En la figura 19, se muestra el espectro de AME en distintos solventes.
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Fig. 19. Espectro de AME en distinto solventes.

Se aplico el método de comparacion solvatocrémica de Kamlet y Taft tanto para AOH y
AME a la banda de los 280 nm obteniéndose las siguientes regresiones:

Vmax (AOH) = (33.59 £0.05) - (0.38+0.02) p; > = 0.9829 (66)
Vamx (AME) = (33.54 £0.05) - (0.18 £ 0.01) P; = 0.9652 67)
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Analizando las ecuaciones, se observa que con el Unico parametro que se encuentra una
correlacion es con el B ya que los otros parAmetros no tienen peso estadistico. Este resultado
estd de acuerdo con el hecho de que las estructuras quimicas de estos compuestos poseen
grupos fentlicos. Ademas el coeficiente de sensibilidad (b) es mayor para AOH que para AME
y esto concuerda con el hecho de que AOH tiene mas grupos fendlicos en su
estructura. Por lo tanto, dichos grupos fenélicos serian los responsables de la mayor
interacci6n

con los solventes aceptores de H y ésto seria la causa de los cambios en las propiedades
espectroscopicas.

IV. 2. ESTUDIOS CROMATOGRAFICQOS

IV. 2. 1. NITROANILINAS

Se realizaron medidas de los tiempos de retenciéon en CLFN de o-, m- y pNAyo-,m-y
p-NN-dialquil-nitroanilinas tanto en solventes puros como en mezclas de Hx-AcEt, Hx-2-PrOH ;
y Hx-EE.

Se calcularon los correspondientes factores de capacidad (k*) para tratar de dilucidar las
interacciones existentes y comparar los resultados obtenidos por espectroscopia UV-Visible.

IV. 2. 1. 1. Uso de solventes puros como fase mdvil

El estudio en solventes puros se realizd sobre una columna de silica gel y los solventes
utilizados se muestran en la Tabla 12. En CLFN, muchos solventes no pueden ser usados ya
sea porque eluyen al soluto muy répido dificultando las determinaciones de los k* (solventes
muy polares como por ¢): alcoholes) o porque no lo eluyen (solventes no polares como por ej:

hexano) o si lo hacen presentan tiempos de retencién muy grandes, lo cual da valores de k’
pocos confiables o de poco o escaso valor préactico.

Un cromatograma tipico se muestra en la Fig.20 y todos los resultados se detallan en la
Tabla 12.
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Tabla 12. Factores de capacidad (k’) de o, m- y pNA y o-, m- y p-NN-dimetil-nitroanilinas en
solventes puros

Sto / Ste DCM Cf EE Tol Bz DCE
oNA 0.93 0.56 0.19 1.89 0.64 0.24
mNA 1.54 1.64 0.24 4.53 1.81 0.45
pNA 1.97 1.74 0.32 6.50 2.22 0.50
NNoNA 0.53 0.31 0.12 1.14 0.42 0.17
NNmNA 0.60 0.43 0.14 1.68 0.51 0.21
NNpNA 0.65 0.52 0.22 2.15 0.69 0.37

Para tratar de explicar el comportamiento de las distintas nitroanilinas se usaron los
parametros empiricos s° (fuerza eluotrépica del solvente), z*, o, 8 y Sy (pardmetro de
solubilidad de Hildebrand) de los solventes (ver Tabla 4)*2 -

Si se observa tanto la Tabla 12 como el cromatograma mostrado en la Fig.20, se ve
que el orden de elucién, tomando, por ejemplo, la o- , m- y pNA es el siguiente:

K (oNA) < K’ (mNA) < k’ (pNA)

Este orden de elucién observado en todos los solventes que se pudieron medir, estd en
concordancia con la polaridad de estos solutos®, ya que sus momentos dipolares, como se
mostré anteriormente en la Tabla 6, sigue el orden :

e (ONA) < pe(mNA) < g (pNA)
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Fig. 20. Cromatograma de una mezcia de los isémeros o-, m- y pNA.(FM : Tolueno, FE :
Silica gel, Flujo : 1ml / min, Detector : UV-Vis. 270 nm).

Ademas, como fue demostrado por los estudios realizados por espectroscopia UV-
Visible en :
o ONA existe puente de H intramolecular, lo que hace que estos solutos queden menos
retenidos sobre la fase estacionaria, al no interactuar directamente con la monocapa o bicapa
de solvente formada o con los grupos hidroxilos libres de la superficie de la silica.

104



e mNA queda mas retenida por la posibilidad de formacién de puente de H con la silica a
través del nitrégeno aminico.

« pNA queda aun mas retenida que la mNA por el hecho de que la formacion del puente de H
se hara a traveés del grupo nitro (recordemos que el grupo nitro sobre esta posicion presenta
un desarrollo de carga negativa) con los OH de la silica

Ademas, en general se observa que el factor de capacidad k’, para el conjunto de
solventes medidos, se corresponde con los valores de §°, ya que a mayor s° (mayor interaccion
del solvente con la fase estacionaria) menores son los valores de k’. Esto se demuestra
comparando los valores de k’en éter etflico y tolueno, ver Tabla 12 (k’Tol >> k’EE). Esto
indica que existen m#s interacciones de los solutos con la fase estacionaria en tolueno que en
éter etilico. Esto se podria explicar considerando que el éter (B = 0.47) se encuentra formando
una monocapa mediante la formaciéon de puente de H con los OH de la silica, modificando, por
consecuencia, la fase estacionaria haciendola menos polar, mientras que el tolueno (§ = 0.11)
no interacciona de manera especifica con la silica conservando dicha fase estacionaria su
propia naturaleza.

La retencién puede entonces explicarse en funcioén de las interacciones del soluto con la
monocapa. Estas interacciones se pueden deber a fuerzas dipolares o al puente de H que forman
los solutos a través del H débilmente 4cido que poseen éstos con el dtomo de oxigeno del éter.

En tolueno, los solutos interaccionan directamente con la superficie de silica y como se
demostrd previamente por espectroscopia UV-Visible, estas nitroanilinas interaccionan con
especies dadoras de H a través del grupo amino para el caso de la mNA y a través del grupo
nitro para el caso de la pNA.

Andlisis por el Método de comparacion solvatocromica
Se realizaron las regresiones del log k’ de o-, m- y p-NA con los distintos pardmetros

de solventes con el fin de corroborar algunas de las observaciones hechas con anterioridad.
Dicha regresiones se muestran a continuacion :

log k’ (ONA) = (-6.93 + 1.80) - (2.96 + 1.10) &* + (0.44 £ 0.17) 8%; *=0.876 (68)

log k’(mNA) = (-8.56 + 2.90) - (3.80+ 1.50) z* + (0.57+0.19)8% ; ¥=0884 (69)
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log k' (PNA) = (-8.78 £2.98) - (4.09 + 1.75) x* + (0.59+0.20)8% ; ¥=0914 (70)

Observando las ecuaciones 68, 69 y 70, se puede ver que bhay una influencia
considerable de la polaridad del solvente y que los coeficientes que acompafian al x* estan en
correspondencia con la polaridad que presentan estos solutos. Ademas, hay cormrelacién con el
3% lo que puede ser explicado ya que la retencién de estos solutos obedece a un proceso de
adsorcion sobre una superficie en donde hay transferencia de solutos y en tales fendmenos se ve
involucrada la formacién de una cavidad.

El hecho de que no se encuentre correlacién con o y p o que la misma no tenga peso
estadistico en la regresion, no es facilmente explicable. Los valores de dichos pardmetros no
varian apreciablemente para los solventes usados en esta ocasion, y esto podria afectar el
resultado de la correlacién.

Un andlisis muy similar se puede realizar para las NN-dimetil-nitroanilinas, las que
presentan el siguiente orden de elucién en todos los solventes estudiados, lo cual también

podria ser explicado por las diferencias en los momentos dipolares que presentan cada una de
ellas (ver Tabla 8).

k>’ (NNoNA) < k> (NNmNA) < k* (NNpNA)

Es de notar que tienen un k’ menor que las nitroanilinas sin metilar, hecho que estaria
evidenciando su menor interaccién con la fase estacionaria, posiblemente, por 1a presencia de
los grupos metilos. Estos le pueden conferir a la molécula una cierta hidrofobicidad, haciendo a
las mismas mas afines a la fase moévil, la cual, recordemos, es practicamente poco polar,
dependiendo del solvente utilizado.

Analizando el caso de los factores de capacidad k’para el tolueno y el éter se ve que
también en este caso k” Tol >> k’ EE. Asi, se puede confirmar la formacién de una monocapa

o bicapa por parte de las moléculas del EE y la posterior interaccién del soluto con esta
monocapa con otra serie de solutos.
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Se realizaron también las regresiones del log k’ de las o-, m- y p-NN-dimetil-
Nitroanilinas con los pardametros de solventes. Los resultados de dichas regresiones se
muestran a continuacion :

log k> (NNoNA) = (-6.95 + 1.95) - (2.85 + 1.20) n* + (0.43 + 0.15) 5% ; *=0.886 (71)

log K’(NNmNA) = (-7.71 £2.19) - (3.34 + 1.25) % + (0.49+0.15) 8%, r*=0914 (72)

log k’ (NNpNA) = (-7.95  1.47) - (3.16 +0.85) x* + (0.45 £ 0.10) 8%; *=0.924 (73)

Observando las ecuaciones 71, 72 y 73, se puede ver que también hay una influencia
considerable de la polaridad del solvente como es de esperar y que los coeficientes que
acompafian al x* también estan en correspondencia con la polaridad que presentan estos
solutos y ademas hay correlacién con el 5%;. Tampoco en este caso se encuentre correlacién con
ayf.

Conclusiones:

Las evidencias experimentales parecen demostrar que la silica, tiene una fuerte
capacidad de ceder H en la formacion de puente de H.

En todos los casos existe una competencia entre los solutos y el solvente para
interactuar con la fase estacionaria.

De acuerdo a ésto podemos decir que: dependiendo de las caracteristicas del solvente se
puede formar una monocapa como consecuencia de la interaccion de la fase estacionaria con el
solvente.

+ En solventes con valores pequefios de 8, como el caso del tolueno, los solutos desplazan al
solvente de la monocapa, dado que las nitroanilinas tienen mayor tendencia a interactuar con
la silica y aceptar H
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* en solventes con valores de B grande, como el EE, se puede proponer el siguiente
mecanismo (ver Fig 21):

1. - Interaccioén del EE con la fase estacionaria formando una monocapa.

2. - Interaccion de los solutos con la monocapa de solvente.
NITROANILINAS
\

\
\
\
\
Csz\“o /Csz
\

\
\

OH OH OH

L]
NVAVAVAYS

Fig. 21. Formacién de la monocapa por parte del éter sobre la superficie de silica y su posterior
interaccion con las nitroanilinas.

IV. 2. 1. 2. Uso de mezclas de solventes como fase mavil

Se realizaron mediciones en mezclas de Hx-AcEt, Hx-2-PrOH y Hx-EE en distintas
concentracciones.

Las dos primeras mezclas mencionadas fueron elegidas debido a que se conocen las
isotermas de adsorcion para dos sistemas muy similares, que son las mezclas Hp-AcEt y Hp-
2-PrOH?* (ver Fig. 4). De esta manera, conociendo la composicion de la fase estacionaria a
diferentes composiciones de la fase moévil, se puede entender mejor el mecanismo de retencién.

Aunque el co-solvente sea hexano en lugar de heptano, se espera que el fenémeno de adsorcion
sea similar.
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A continuacién se muestran en las Tablas 13, 14 y 15 los factores de capacidad (k*)
obtenidos a distintas composiciones de las mezclas antes mencionadas.

Tabla 13. Factores de capacidad de nitroanilinas en la mezcla Hx-AcEt

% viv de AcKEt
Soluto 1 2 5 10 15 20 30 40 50 60
oNA 907 |7.06 |3.34 |[172 123 |0.89 |0.56 |0.40 [0.29 |-
mNA el el R 703 |3.17 [195 (112 |0.71 |0.48 |-----
pNA e el R 929 |5.19 {340 (180 [1.04 [0.65 (0.40

NNoNA [238 |18 [126 |1.03 |0.68 |0.48 (034 |0.27 |0.14 |---
NNmNA [489 (225 [168 (096 |069 |0.66 (040 (028 |0.24 |0.20
NNpNA (952 (634 (431 (176 (174 [137 |0.96 |0.66 (0.48 |[0.40

Tabla 14. Factores de capacidad de nitroanilinas en la mezcla Hx-2-PrOH

% viv de 2-PrOH
Soluto 1 2 4 6 8 10 12 15 | 20 25
oNA 376 |2.55 |173 [1.27 |1.05 |0.90 |0.71 [0.69 |0.56 |0.37
mNA 101 (7.15 |4.28 (3.19 (238 (209 |1.79 [165 |1.12 |0.85
pNA el Rl s 6.62 |509 |4.05 [3.07 |272 |1.66 [1.18

NNoNA {0.63. |041 |036 (031 029 (028 |0.27 [0.27 (0.23 |0.23
NNmNA |0.67 (044 (038 (033 |0.31 (027 |0.27 1028 (0.26 {0.23
NNpNA (198 (175 |1.50 [1.16 |1.10 |[1.05 |1.00 |0.96 |0.85 |0.74

Tabla 15. Factores de capacidad de nitroanilinas en la mezcla Hx-EE

% viv de EE
Soluto 3 S 7 10 15 20 30 40 50 60
oNA 9.69 (666 |5.01 (340 (290 [2.06 [1.04 [0.70 |0.55 [0.35
mNA e b e 10.49 |7.50 (596 |4.00 (232 (193 [(0.75
pNA --- 12.40 |542 |3.72 |3.05 |1.37
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Para la mezcla Hx-2-PrOH se pudieron obtener valores de k’ hasta un 25 % v/v de 2-
PrOH, debido a que a concentraciones mayores, los solutos eluyen de la columna demasiado
rapido como para que los picos cromatograficos puedan diferenciarse del pico de inyeccion (to).
Los valores de k’fueron analizados utilizando distintos modelos para interpretar las
interacciones involucradas. No se pueden analizar los resultados por los métodos de

comparacion solvatocromica ya que no se conocen los pardmetros para este tipo de mezclas.
Ellos solo se conocen para las mezclas hidroorganicas.

IV. 2. 1. 2. a. Anilisis de resultados segiin el modelo de Scott-Kusera (secc. IL. 2. 4.)

Las variaciones de 1/k’ con Cp (%) para las tres aminas se muestran en las Fig. 22 y
23. Como se puede observar tanto para mNA como para pNA en las dos mezclas (Hx-AcFEt y
Hx-2-PrOH) las curvas muestran un cambio de pendiente alrededor del 15% - 20% v/v del
solvente mas polar. Estos valores estarian indicando un cambio en el mecanismo de retencién
debido a que 1a FE se comienza a saturar con el solvente mas polar. Debajo de esos porcentajes
los valores de k’ son muy grandes debido a las fuertes interacciones del soluto con los grupos
silanoles libres de la silica. Como fue demostrado previamente por espectroscopia UV-Visible
estos compuestos forman puente de H con especies dadoras de H.
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Fig. 22. Modelo de S-K para o-, m- y pNA en la mezcla Hx-AcEt
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Fig. 23. Modelo de S-K para o-, m- y pNA en la mezcla Hx- 2- PrOH

Para ambos solutos en ambas mezclas se observa un comportamiento no lineal luego de
que la FE se satura con el componente mas polar. Se puede decir por lo tanto que el sistema no
se comporta segun el modelo de S-K, lo cual indicaria un mecanismo de retencién algo mas
complejo y que no puede ser explicado en base a las interacciones que tiene en cuenta el
modelo (interacciones dipolares), sino que estarian involucradas interacciones especificas.

Distinto es el caso de la oONA en ambas mezclas. El modelo se ajusta a los datos
experimentales, dado a la formacién de puente de H intramolecular en oNA; por lo tanto, la
retencion puede explicarse en términos de interacciones dipolares débiles y dispersivas (AcEt
tiene bajos valores de x* y f3). Las interacciones con la fase mévil son las unicas consideradas,
debido a que las interacciones con la FE permanecen constantes por la formacién de 1a bicapa

que considera el modelo.

Por ultimo se realizo el estudio en la mezcla Hx-EE. Los graficos obtenidos se muestran
en la Fig 24.
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0,54

Fig.24. Modelo de S-K para o-, m- y pNA en la mezcla Hx - EE

Como puede observarse para la oNA, en esta mezcla en particular, no se cumple el
modelo debido a que la oNA al formar puente de H intramolecular no interacciona con la
supuesta monocapa de moléculas de EE. Para el caso de mNA y pNA, en donde se observa un
comportamiento lineal en el rango de composicion estudiado, se cumpliria el modelo de S-K en
donde se postula la formacion de una monocapa con la posterior interaccion de los solutos a la

misma (ver Fig 21.). Esto concuerda con lo obtenido previamente mediante el estudio realizado
con éter etilico puro.

IV. 2. 1. 2. b. Anélisis de resultados segiin el modelo de Snyder-Soczewinski (secc.Il. 2.4)
Aunque este modelo se limita a contemplar unicamente las interacciones dispersivas en
el mecanismo de retencién, se ha mostrado que se puede cumplir en ciertos casos con fases

méviles polares®. La ecuacion a la que se arriba (ec. 42) estd deducida suponiendo que la
mezcla sigue una isoterma de Langmuir y como ya se dijo las mezclas utilizadas no cumplen
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con tal isoterma. En las Fig.25-27 se muestran los resuliados experimentales aplicando el
modelo de Snyder-Soczewinski para las tres nitroanilinas estudiadas.
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Fig. 26. Modelo S-S para o-, m- y pNA en la mezcla Hx- 2-PrOH
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En las figuras 25 y 26 se puede observar que mNA y pNA presentan un
comportamiento lineal en el rango de concentraciones en el que se realizaron las medidas
experimentales. Esto indicaria un mecanismo de desplazamiento que concordaria con el hecho
de que estos solutos pueden formar puente de H con especies dadoras de H, en este caso con la
silica gel.

En el caso de la oNA, hay una desviacién de la Linealidad por el hecho de no
interaccionar con la silica por existir puente de H intramolecular. Adema4s se puede observar
dos situaciones diferentes: a) debido a que en la mezcla Hx-2-PrOH los solutos quedan menos
retenidos se registran desfasajes en las graficas o sea muestran distintas pendientes, b) del
estudio que se pudo realizar del comportamiento de estos solutos a bajas concentraciones del
modificador (aproximadamente 0.1-0.15 % v/v) en esta parte para el caso de mNA y pNA hay
una desviacion de la hinealidad, posiblemente debido al hecho de la formacion de la monocapa
por parte de moléculas de solvente.

En la mezcla Hx-EE, como se puede observar en la grafica de la Fig. 27, ninguna de
las nitroanilinas cumplen el modelo, ya que, como fue demostrado, una vez formada la
monocapa por las moléculas de EE, éstas no son desplazadas por los solutos (para este caso en
particular).

12 pNA
g mNA
]~ oNA
U,BJ .\.\‘
X 04 .
o)) [ ]
o 1
0,0
] =
0,4+
\ (2 L] L L L i “'\
16 -12 08 0,4
log Xee

Fig. 27. Modelo S-S para o-, m- y pNA en la mezcla Hx - EE
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Conclusiones

Los sistemas estudiados en CLFN se ajustan bastante bien a los modelos de S-K y S-S
para determinadas mezclas y determinada zona de composiciéon de la FM. A pesar de que las
aproximaciones de ambos modelos no son reflejadas estrictamente por los sistemas estudiados,
a partir de lo observado, se puede concluir:
¢ el becho de que 1a m- y pNA queden mas retenidas que la oNA en las mezclas Hx-AcEt y

Hx-2-PrOH, indicaria que estos solutos desplazan a las moléculas de solvente de la
monocapa, a pesar de que presenten una gran solvatacién preferencial por el solvente méas
polar. Esto ocurriria por _formacion de puente de H de estas nitroanilinas con la silica, lo
cual no es posible en el caso de la ONA.

¢ el mecanismo de retencién depende del grado de recubrimiento de la FE por el solvente méas
polar o mas basico,

¢ las interacciones puente de H no contempladas en los dos modelos, se ponen de manifiesto
para solutos con grupos nitro (-NO, ), principalmente si el solvente interactuante tiene un
valor de § grande.

Es posible sugerir la aplicacién analitica de estos resultados a la separacion
cromatografica de nitroanilinas, la mezcla mas adecuada seria Hx-2-PrOH en vez de Hx-AcEt
ya que en la primera los solutos presentan menores fiempos de retencién y en dicha mezcla se
observa una mayor selectividad, es decir, se produce una mayor separacion entre las sefiales de
los solutos, principalmente a bajas concentraciones del solvente mas polar, debido a que tienen
mayor capacidad para aceptar puente de H, mNA y pNA quedarian mas retenidas por la

interaccion con la FE y, de esta manera, la oNA se solubilizaria mejor en la FM, eluyendo mas
rapidamente.
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IV. 2. 2. MICOTOXINAS

IV. 2. 2. 1. ESTUDIOS EN CLFN

Se realizaron medidas de los tiempos de retencién en CLFN de AOH yAME en los
mismos solventes usados para los estudios espectroscopicos.

Se calcularon los correspondientes factores de capacidad (k’) para tratar de dilucidar las
interacciones existentes y comparar los resultados obtenidos con los correspondientes a los
encontrados por espectroscopia Uv-Visible. Los resultados se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Factores de capacidad (k’) para AOH y AME en CLFN en diferentes solventes

Soluto
Solvente kK’(AOH) k’(AME)
DCM 3.31 3.31
Cif 3.16 3.20
EE 0.24 0.11
Bz 1.06 0.71
DCE 2.66 2.95
MeOH 0.19 0.08
THF 0.15 0.17
ACN 0.47 0.31
EtAc 0.17 0.13
DMF 0.23 0.11

Se aplico el método de comparacion solvatocromica para detectar cual de las posibles

interacciones soluto-solvente son responsables del cambio en el log k’ cuando son variadas las
caracteristicas del solvente.

Los resultados obtenidos utilizando 1a ecuacion 46, cuando XYZ es log k” y usando la
regresion paso a paso (ver secc. III. 4. 1. 1.) se muestran a continuacion:
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log k’ (AOH) = (0.35+0.07) - (2.3110.10) B ; ¥ =0.9537 74)

log k> (AME) = (0.37 £0.09) - (1.8210.12) B; = 0.8958 (75)

Las ecuaciones 74 y 75 muestran, al menos desde un punto de vista semi-cuantitativo,
que las interacciones soluto-solvente responsables de la vanacion del log k’ son las mismas
que conducen a los cambios observados cuando se realizaron los estudios de estas micotoxinas
por métodos espectroscédpicos (ec. 66 y 67). Es decir que los altos valores de los coeficientes
que acompaiian al 8, muestran que la capacidad dadora de H por parte del soluto es un factor
determinante en el proceso de retencion. Ademas, como AOH y AME son solutos polares, la
acidez que presentan hace que este hecho predomine en la retencién y que no existan efectos
apreciables con respecto a la polaridad de los solventes. Como consecuencia de lo antes
mencionado, estos solutos, antes de interaccionar con.los grupos silanoles de la FE,
interaccionarian con los sitios activos aceptores de H de los solventes. Por lo tanto, las
interacciones soluto-solvente responsables de las variaciones observadas en el log k’ son las
mismas que las determinadas por espectroscopia UV-Vis. Similares hechos fueron observados
previamente con otros solutos*>>" .

De esta manera, se puede concluir que es posible llevar a cabo o hacer predicciones

acerca del mecanismo de retencién en CLFN para este tipo de micotoxinas por medio de
estudios espectroscopicos.

IV. 2. 2. 2. Estudios en CLFI

Los tiempos de retencion han sido medidos en CLFI para AOH y AME en las
siguientes mezclas acuosas: MeOH-Agua, ACN-Agua y THF-Agua.

Los valores de los factores de capacidad se muestran en las Tablas 17, 18 y 19.

En cromatografia liquida de fase inversa, se conoce 2 que para un mismo soluto en una

misma columna pero con diferentes fases méviles es posible expresar el factor de capacidad
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como una funcion de los distintos parametros de la fase mévil como se expresa en la ec. 76, la
cual es una version modificada de la ecuacién 48:

logk’= (logk’)g + ma &% + s my* + 4y oy + by B (76)

Tabla 17. Factores de capacidad (k’) para AOH y AME en MeOH-Agua

% de Ste Organico (MO) | k' (ACH) k’ (AME)
100 0.16 0.61
95 0.29 0.89
90 0.46 132
85 0.66 1.85
80 0.98 282
75 161 4.46
70 2.46 774
60 5.86 -
50 1.1 -

Tabla 18. Factores de capacidad (k’) para AOH y AME en ACN-Agua

% de Ste Organico (MO) k’ (AOH) I’ (AME)
100 0.10 0.17
95 0.22 0.45
90 033 0.60
85 082 0.92
80 0.64 1.25
7 0.71 1.61
70 0.76 2.15
65 0.95 2.59
60 1.04 3.38
50 206 |
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Tabla 19. Factores de capacidad (k’) para AOH y AME en THF-Agua

% de Ste Organico (MO) k’ (AOH) k’ (AME)
100 | @
95 | e
90 0.11 0.15
8% 0.13 0.18
80 0.16 0.21
75 0.31 0.44

70 0.35 0.47
65 0.42 0.71
60 0.49 0.77
55 0.94 153
50 1.34 . 2.35
45 2.95 e

donde (log k’) depende de la fase estacionaria y de los parametros de los solutos. = ,*, B, vy

o, son los pardmetros solvatocrémicos de mezclas de solventes de Kamlet y Taft y 8% esel

parametro de solubilidad de Hildebrand para las mezclas en estudio. Los coeficientes m; s; ,
a, y b, son las constantes de suceptibilidad que dependen de las propiedades del soluto y la
fase estacionaria (ver seccién II. 3, pags. 51 y 52).

En la Tabla 20 se muestran los valores de los parametros solvatocromicos de Kamlet y
Taft para las mezclas hidroorganicas.

En la ecuacién 76, se asume que las propiedades de 1a fase estacionaria, cuando se va
cambiando la composicién en la fase movil, no varian. Esto esta basado sobre 1a consideracion
de que la modificaciéon de la fase estacionaria debido a cambios en la fase mévil es muy
pequefia = . Por consiguiente, el potencial quimico del soluto en la fase estacionaria es afectado

solo en un grado relativamente pequefio por el cosolvente sobre el rango total de composicién
de la fase movil.
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Tabla 20. Parametros solvatocromicos de mezclas acuosas
MeOH - Agua ACN - Agua THYF - Agua

MO [ @ [0 ® [B.© [200® [ u® [BO | 72® [ 0u® | B©
%V/IV

90 | 074|102 | 062 | 080 | 071 | 040 | 070 | 0.58 049
95 | 079 1.02 | 0.61 | 082 | 0.77 | 042 | 0.74 | 0.63 |047
80 0382 102 | 0.60 | 0.84 082 | 043 0.76 0.68 | 0.45
75 | 087 102 | 059 | 0.85 | 0.85 | 044 | 077 | 071|044
70 091 1.02 | 054 | 085 088 | 0.44 080 | 0.74 | 0.43
65 | 095102 | 0.56 | 0.87 | 0.89 | 043 | 0.81| 0.76 | 0.43
60 | 098 104 | 055 | 091 | 0.90 | 042 | 084 078043
55 | 1.00] 104 | 054 | 093 | 091 | 041 | 0.86| 0580|042
50 | 103|107 | 053 | 095 | 0.90 | 040 | 089| 083|041

(@) de ref"; (b) derel'\; y (c) de ref’

Suponiendo que existe una relaciéon lineal entre el SZH y xm‘ por lo tanto como se vié

en la seccién I1.3 1a ecuacién 47 se puede simplificar y surgir una expresién como la dada en

la ecuacion 77 :
logk’= (logk)g + 8y m * + a8’ a + by B an

donde los primas indican que la ordenada y los coeficientes dependen de la correlacion del
parametro de solubilidad con los parametros de Kamlet y Taft de mezclas para una fase movil
particular en estudio. Se debe considerar que la ec. 77, es valida para un par fijo de soluto y
fase estacionaria.

Antes de realizar alguna regresién con los pardmetros de mezclas se comprob6é por
métodos estadisticos que los parametros de Kamlet y Taf de mezclas no estubiesen
relacionados uno con otros. Una forma de comprobar la multicolinealidad de las variables
independientes en un analisis de regresion es determinar lo que se llama el factor de inflacién
(f) (ver seccion III. 4. 1. 1.) para cada variable 3> 3*
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Cuando un factor de inflacién es mas grande o cercano a 10, la informacién
surmninistrada por la matriz no es suficiente como para aplicar el modelo de regresion multiple o
una regresiéon paso a paso. La Tabla 21 muestra los valores de f para los parametros
solvatocrémicos de mezclas acuosas en el rango de composicion usada. Como practicamente
todos los valores de f son cercanos o mayores a 10, no es apropiado aplicar la regresion

multiple o la regresién paso a paso en este caso.

Tabla 21. Factores de inflacién (f) para pardmetros solvatocrémicos de mezclas acuosas

f(x) MeOH-Agua ACN-Agua THF-Agua
x* 10.12 9.35 9.95

o 2.13 17.61 11.77

B 7.67 6.13 2142

Como se vi6 en la seccién III. 4. 1. 1. , hay un tipo especial de regresiéon, llamada
regresion cresta que es muy usada para detectar la multicolinealidad .

Esta regresion introduce un nuevo parametro, denominado ¢, que cambia la matriz de
correlacion, haciendo que las variables en esta instancia no sean independientes. Para ¢ = 0,
los resultados estimados son los mismos que los obtenidos por cuadrados minimos. A medida
que el valor ¢ se incrementa (este no debe ser mayor que 1) los coeficientes de regresion
obtenidos comienzan a ser mas precisos. En la Fig 28 se muestra la vanacién en los
coeficientes vs. ¢ para AOH en MeOH-Agua. En otros sistemas se obtienen graficos similares.

Para valores de ¢ préximos a cero se observa mucha variacién en los coeficientes
indicando multicolinealidad, a medida que el valor de ¢ se incrementa la varianza se reduce y

los coeficientes comienzan a ser mas estables.
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Fig. 28. Coeficientes de regresién vs. ¢ para log k> de AOH en MeOH-Agua
(W)s3(@)a’z;(A)b

Hay varios procedimientos para seleccionar el valor de ¢.Uno consiste en seleccionar a
través del grafico un valor de ¢ cuando no se observa gran variacion en los coeficientes. Esta
estabilidad en los coeficientes no implica que los mismos hayan convergido. Para este caso , se
escoge de los graficos de la Fig. 28 un valor de ¢ = 0.1. Los coeficientes de la ecuacién 77 para
este valor de ¢ se muestran en la Tabla 22.

Como se puede observar en la Fig. 29, se obtienen muy buenas correspondencias entre
los valores observados y los predichos de log k’.

Se puede observar en la Tabla 22 que los cambios en el log k’ son debidos
fundamentalmente a la polaridad-polarizabilidad (x*,, ). Existe, ademas, una significativa
contribucion de la capacidad dadora de hidrogeno de la mezcla de solvente (o, ), 2 excepeion
de la mezcla MeOH -Agua. La dependencia nula sobre el o, para esta mezcla se debe

probablemente al hecho de que dicho pardmetro es practicamente constante en todo el rango de
composicion estudiado (ver Tabla 20).
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Tabla 22. Coeticientes de la regresion cresta aplicados a la ec.-77- para AOHy AME

cond=0.1.
Soluto Coeficientes = MeOH-Agua ACN-Agua THF-Agua
log kK’ -2.91 -3.34 -4.28
AOH s2’ 3.60 2.56 2.64
a;’ 0 1.19 2.74
b’ 0 0 \
log kK’ -2.60 -3.64 -4.56
AME sz’ 3.77 0.14 3.01
2y’ 0 3.26 244
by’ 0 1.30 0
0

El pardmetro aceptor de H (f), predominante en CLFN, parece que en este caso
contribuye en mucha menor medida en comparaciéon con los otros parametros. Este
comportamiento puede deberse a una especie de cancelacién de efectos producidos por el
eluyente y la fase estacionaria. Sin embargo, se puede observar en la Tabla 20, que la variacion
de B en todo el rango de estudio es muy paquefia. Por lo tanto, ellos pueden ser tomados
como términos constantes en la correlacién. Recientemente, otros autores®-*® han encontrado
que la interaccién de un soluto que presenta una cierta capacidad dadora de H con mezclas de
solventes que posean un cierto Py, , es la propiedad que menos afecta los tiempos de retencion
en cromatografia liquida de fase inversa. Los mismos comportamientos fueron observados en

nuestro grupo de trabajo en estudios cromatograficos de antraquinonas en mezclas binarias de
solvente.”’ '

IV. 3. REFERENCIAS

! R. Cattana, J. Anunziata, J. Silber., Can J. Chem, 54 A, 455- 465 (1988)

% Medidas realizadas en nuestro grupo de trabajo por el Dr. M. Reta aimn no publicadas
Y. Marcus. Chem Soc. Rev., 409 (1993)

4 C. Reichardt “Solvent and solvent effects in Organic Chemistry”. 2nd. Ed., V.C.H,,
Wenhein (1990)

124



0. A. Quattrocchi, S.I Abelaira, R.F. Laba., “Introduccién a 1a HPLC. Aplicaciones y
Practica™. A. G. Farro S.A, Bs.As (1992).
®R. Cattana, J. Perez, J. Anunziata, J. Silber., Spectrochem. Acta, 47 A, 821 (1991).
" M.H. Abraham, L.P. Grellier, D.V. Prior, P.P. Duce, J.J. Morris, P.J. Taylor., J. Chem.
Soc. Perkim Trans 2, 699 (1989).
8 T. Yokoyama, R.W. Taft, JM. Kamlet., Austr. J. Chem., 36, 701 (1983).
% L. Zingaretti, J.O. Singh, J. Anunziata, J.J. Silber., An. Asoc. Quim. Arg., 75, 475
(1987).
1 W. Von Niessen., J. Phys. Chem. 92, 1035 (1988).
"1 J. Fukukawa, S. Murata, M. Sakiyama, S. Seki, S. Bull., Chem. Soc. Jpn. 57, 11, 3058
(1984).
'2H.E. Smith, W.I. Corazt, T. de Paulis., F.M. Chem., J. Phys. Chem_, 74, 1376 (1970).
'3 1.S. Frankel, C. H. Lanford, T.R. Stengle. J. Phys. Chem , 74, 137 (1971).
' R.G. Morales, Spectroscopy Letter., 16, 899 (1983).
' P. Suppan, Spectrochim Acta. 41 A, 1353 (1985)
¢ B. Oscik-Mendyk, Chromatographia. 28, 151 (1989).
17 C.P. Smyth, “Dielectric Behavior and Structure”. McGraw-Hill, New York (1955).
'8 R. Cattana, J. Anunziata and J.J. Silber, Can J. Chem., 70, 2677 (1992).
12 P. Suppan, Spectrochim. Acta. ,41 A, 1353 (1985).
* AE. Lutskii, B. P. Kondratenko. Zhur. Fiz. Kim., 33, 2017-23 (1959).
2l L M. Seitz, HE. Morh, D.B. Sauer, R. Burrough and J.V. Pankstelis. J. Agric. Food
Chem., 23, 1 (1975).
%2 J. Park, P. Carr., J. Chromatog. , 465 (1989).
“R. Cattana, J. Anunziata, J.J. Silber, J. Can Chem, 70, 2677 (1992).
“R.J. Lamb, J.H. Pumnell., J. Am. Chem. Soc., 98, 30 (1976).
¥ L.R. Snyder., J. Chromatog., 179, 167 (1979).
% 1. Giacomelli, H. Boggetti, H. Agnelli, R. Cattana, J. Anunziata, J.J. Silber “Factor
analysis applied to the study of retention mechanism of nitro anilines in normal phase
high performance liquid chromatography™ . En prensa.
¥ M. Reta, J. Anunziata, R. Cattana, J. J. Silber. Anal. Chim. Acta ,306, 81 (1995).
% J.M. Park, H.D. Jang, D.S. Kim. Bull Korean Chem. Soc., 11, 297 (1990).

125



»

¥ a- P.T. Ying, J.G. Dorsey, K.A. Dill. Anal. Chem. 61, 2540 (1989), b- K.A. Dill, J.
Phys. Chem., 91, 1980 (1987).

3 W_J. Cheong and P.W. Carr. Anal. Chem., 60, 820, (19883).

' JH. Park, HD. Jang, D.S. Kim, P.W. Carr., J. Chromat., 513, 107 (1990).

32T M. Krygowski, P.K. Wrona, U. Zielkowska, Tetrahedron, 41, 4519 (1985).

3 R H. Myers “Classical and Modem regression with applications”. P.W.S. Publishers,
Boston (1986).

3 M. Sergent, D. Mathiev, R. Phan-Than-Luu, G. Drava. Chemom. Int. Chemom. Lab.
Syst., 27, 153 (1995)

35 M. Rosés and E. Bosch. Anal. Chim. Acta, 274, 147 (1993).

3 J. H. Park, H. D. Jang and D. S. Kim. Bull Korean Chem. Soc., 11, 297 (1990).

*’ M. Reta, J. D. Anunziata, R. Cattana, J. J. Silber. Anal. Chim_ Acta, 81, 306 (1995).

126



V. CONCLUSIONES
Estudios r X] ey, UV-Visible

Nitroanilinas

Los resultados obtenidos mediante los estudios por efectos de solventes en
espectrocopia UV-Visible de las distintas nitroanilinas muestran que, ademas de
interacciones dipolares existen con los solventes interacciones especificas, tales como la
presencia de puente de H, ya que aplicando el método de comparacion solvatocromica de
Kamlet y Taft a los valores de vmax en los distintos solventes se observa correlacion con
los pardmetros =* , o y B, dependiendo del soluto estudiado. Asi, solventes dadores de H
forman puente de H con el grupo nitro, mientras que solventes aceptores de H lo hacen
por medio del grupo amino. Este tipo de comportamiento también fue corroborado por el
estudio en mezclas binarias de solvente y dichas interacciones, tanto especificas como no
especificas, fueron cuantificadas calculando las correspondientes constantes de
solvatacion preferencial y las constantes de enriquecimiento dieléctrico.

En el caso de existir la posibilidad de formar puente de H intramolecular este
ultimo predomina frente al primero.

En la siguiente figura se resumen los puentes de H existentes en solucién:

Solvente apeptor de H
N N Ryt
a
N
oNA !
Sofvents dador de H pNA
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Para el caso particular de mNA el hecho de que para este soluto el signo del

coeficiente de o sea positivo se lo puede atribuir a la formacién de un puente de H con el

nitrégeno del grupo amino:

Solvente dador de H

X

0O,

mNA

Micotoxinas .

Los resultados obtenidos mediante los estudios por efectos de solventes en las
micotoxinas muestran también que estos compuestos, ademis de manifestar
interacciones dipolares, sostienen con los solventes interacciones especificas, ya que
aplicando el método de comparacién solvatocromica se encuentra una correlacién
apreciable con el parametro 8. Esto est4 de acuerdo por la existencia de grupos fenolicos
en la estructura quimica de estos compuestos. Por lo tanto, dichos grupos fenélicos serian
los responsables de la mayor o menor interaccion con los solventes aceptores de H y ésta

seria la causa de los cambios en las propiedades espectroscopicas

Estudios realizados por cromatografia
Nitroanilinas

Los resultados ponen de manifiesio la fuerte capacidad de ceder H en la
formacién de puente de H por parte de la silica.

En todos los casos existe una competencia entre los solutos y el solvente para
mteractuar con la fase estacionaria.
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En el caso de los solventes, se observa un comportamiento distinto para éter
etilico, lo que se atribuye a la formacién de una monocapa y posterior interaccion de los
solutos con esta monocapa.

En el caso de las mezclas de solventes, los resultados estdn en concordancia con
lo obtenido anteriormente. En el caso de oNA los datos se ajustan al modelo de Scott y
Kusera, mientras que para los casos de pNA y mNA, como estos solutos pueden
desplazar a las moléculas de solvente de la monocapa lo harian via formacién de puente
de H con la silica.

Es posible sugerir la aplicaciéon analitica de estos resultados a la separacion
cromatografica de nitroanilinas. La mezcla mas adecuada seria Hx-2-PrOH en vez de Hx-
AcEt ya que en la primera los solutos presentan menores tiempos de retencion y en dicha
mezcla se observa una mayor selectividad, es decir, una mayor separaciéon entre los
solutos, principalmente a bajas concentraciones del solvente mas polar. mNA y pNA
quedarian mas retenidas por la mayor interaccion con la fase estacionaria debido a que

tienen mayor capacidad para aceptar puente de H y, de esta manera, oNA se solubilizaria
mejor en la fase moévil eluyendo asf mas rapidamente.

Micotoxinas

Con la aplicaciéon del método de comparacién solvatocrémica de Kamlet y Taft
para detectar cual de las posibles interacciones soluto-solvente son responsables del
cambio en el log k’, se demostré que son las mismas que condicionan los cambios
observados por espectroscopia. Es decir que los valores altos de los coeficientes que
acomnpaiflan al §, muestran que la capacidad dadora de H por parte del soluto es un factor
determinante en el proceso de retencién. De esta manera se puede decir que es posible
llevar a cabo o hacer predicciones acerca del mecanismo de retencién en CLFN para este
tipo de micotoxinas por medio de estudios espectroscopicos.

Los resultados de lo realizado en CLFI muestran que antes de utilizar un método
de correlacion entre variables se debe verificar la colinealidad entre las mismas. Los
cambios en el log k’ son debidos, fundamentalmente, a la polaridad-polarizabilidad y que
el parametro aceptor de H (f ) que es predomiante en CLFN parece que en este caso
contribuye en menor medida en comparacion con los otros parametros
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VI GLOSARIO

- Vemax : frecuencia del maximo de aborcion (= 1/ Apex . 1000 cm™ )

- D : constante dieléctrica del solvente

- Hr Y Mo : momento dipolar del estado fundamental y excitado respectivamente de un
soluto.

- N indice de refraccion.

- E1 (30) : parametro empirico de solvente que mide polaridad

- X* : parametro empinco de solvente que mide polaridad-polanizabilidad.

- 00 : parametro empirico de solvente que mide capacidad de dar H en la formacién de
puente

- B : parametro empirico de solvente que mide capacidad de aceptar H en la formacion de
puente.
- 8 : parametro experimental de solvente que mide su energia cohesiva.
- Kgp : constante de solvatacion preferencial. '
- Kp : constante de enriquecimiento dieléctrico.
-FM : fase mévil
- FE : fase estacionana
- to : tiempo muerto o tiempo de eluciéon de un compuesto que se considera que no queda
retemdo en upa columna.
- tr : tiempo de retencion del soluto en un dado solvente o mezcla de solventes.
-k’ : factor de capacidad, definido como (tr - to )/ to
- MO : modificador organico. Se refiere al solvente orgdnico que acompaila al agua.
- HPLC : Cromatografia Liquida de Alta Performance.
- CLFN : Cromatografia Liquida de Fase Normal.
- CLFI : Cromatografia Liquida de Fase Inversa.
- &° : parametro de solvente que mide la fuerza eluotropica.
- RLES : Relacion Lineal de Energia Libre de Solvatacion.
- ACP : Analisis de los componentes principales
- aNA: orto-Nitroanilina
- mNA : meta-Nitroanilina.
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- pNA : para-Nitroanilina.

- NNoNA: NN-dimetil-orto-Nitroanilina.
- NNmNA : NN-dimetil-mata-Nitroanilina.
- NNpNA : NN-dimetil-para Nitroanilina.
- AOH : Alternariol

- AME : Alternariol-monometil-éter.

- CHx : ciclohexano.

- Hx : hexano.

- THF : Tetrahidrofurano.

- DMF : dimetilformamida.

- ACN : acetonitrilo

- Ac. : acetona.

- DCM : diclorometano.
- CIf : cloroformo.

- CTC : tetracloruro de carbono.
- EtOH : etanol.

- MeOH : metanol.

- BuOH : butanol.

- 2-PrOH : 2-propanol.
- TEA : tnetilamina.

- AcEt : Acetato de etilo.
- EE : éter etilico

- Tol. : tolueno

- Bz. : benceno
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