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I. OBJETIVOS 

1. Realizar estudios de efectos de solventes (solvatocromis. mo) a través de los espectros 

UV-visible de distintas nitroanilinas 

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

nitroanilinas y los solventes estudiados, utilizando para ello parámetros empíricos de 

solventes cuando se trate de solventes puros y un modelo de solvatación preferencial y 

de enriquecimiento dielectrico cuando se estudien los espectros de las nitrnsnilinas en 

mezclas de solventes. 

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

micotoxinas producidas por hongos del género A lternaria 

4. Realizar estudios de efecto de solvente en crornatografia líquida de alta resolución 

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

5. 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 extracción y/o separación de 

estas micotoxinas del sustrato sobre el que se producen. 

1 

1 
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INTRODUCCION 

EFECTO DE SOLVENTE 

11. 1. 1. GENERALIDADES 

Es ampliamente conocido que, en una significativa cantidad de casos, la velocidad de 

distintas reacciones químicas, la posición de un equilibrio, la intensidad y posición de una banda 

de absorción o emisión, etc, son efeetados por la naturaleza del solvente. Sin embargo, los 

aspectos fundamentales de los efectos de solvente sobre procesos fisicos y químicos no son aún 

comprendidos) 

Los corrimientos que sufren las bandas en el espectro de absorción electrónica debido a 

los efectos de solvente, denominado comunmente solvatocromismo, están relazionadas a la 

interacción del soluto con el medio. Cuando el corrimiento ocurre hacia longitudes de onda 

menores (hipsocrómico), el fenómeno se conoce como solvatocromismo negativo, y cuando 

ocurren corrimientos hacia longitudes de ondas mayores (batocrómico), el fenómeno se conoce 

como savatocromismo positivo. Los corrimientos son producidos por cambios en las diversas 

interacciones soluto-solvente, que pueden ser tanto específicas como no-específicas. Las 

interacciones no-específicas son producidas por fuerzas electrostáticos y de dispersión entre 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 transición del soluto (instantáneo) - dipolo inducido del solvente. 

Las interacciones específicas incluyen fundamentalmente formación de: puente de hidrógeno y 

complejos electrón dador - electrón aceptor (EDA),I

El problema básico consiste en determinar, para un dado sistema soluto - solvente, qué 

efecto o efectos están presentes y, para el caso, cúal es el dominante. Para ello se hace uso de 

parámetros de solventes tanto teóricos como empíricos, con los cuales se trata de explicar el 

cambio observado. Los parámetros teóricos de solventes obtenidos aplicando modelos clásicos o 

mecanocuánticos, expresan los resultados basados en relaciones de uno o varios parámetros que 

dan la dependencia de los corrimientos, por ejemplo, con la constante dielectrico (D) o el índice 

de refracción (ri) del solvente. Los resultados obtenidos cuando se aplican este tipo de parámetros 

explican en general los corrimientos por solvente siempre y cuando no existan interacciones 
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explican en general los corrimientos por solvente siempre y cuando no existan interacciones 

específicas entre las moléculas de soluto y solvente ya que los modelos tienen en cuenta 

principalmente los efectos no específicosz3.4

Para el estudio de los efectos de solvente cuando se detectan interacciones específicas se 

utilizan por lo general los parámetros o escalas empíricas de solvente . El uso individual de estas 

escalas a veces no es suficiente como para describir adecuadamente todos los cambies observados 

para un dado sistema, ya que algunas escalas tienden a dar prioridad a uno de los efectos y 

minimizar los °tosa . Todo esto hace necesario el uso de más de una escala, las que aplicadas 

adecuadamente en ecuaciones multiparamétricas, permiten detectar y cuantificar el efecto de las 

distintas interacciones existentes7s* I°

II. 1. 2. EFECTOS DEL SOLVENTE SOBRE LA POSICIÓN DE LAS BANDAS DE 

ABSORCIÓN 

En los espectros de absorción electrónica, se puede hacer una interpretación del corrimiento 

generado por el cambio de solvente considerando. 

a) el momento dipolar momentáneo de la especie correspondiente a la transición durante la 

absorción 

b) la diferencia entre el momento dipolar permanente de la especie en su estado fudamental y en 

su estado excitado 

c) 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 vibración es mayor que el correspondiente a una transición electrónica, ni el soluto ni las 

moléculas de solvente de su entorno modifican su posición durante la transición. 

Según Bayliss y McRael 1 los efectos de solvente en las transiciones electrónicas pueden 

resumirse en cuatro tipos: 

(/) Sohao no polar en solvente no polar. En este caso, solo las fuerzas de dispersión contribuyen 

a la solvatación del soluto, generando un pequeño corrimiento batocrómico que es función del 

índice de refracción del solvente (n), de la intensidad de la transición (s) y del tamaño del soluto. 

Se ha propuesto la función (r12 -1)/ (2r12+1) para explicar, en parte, la magnitud del corrimiento. 

3 
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(2) Soluto no polar en solvente polar. Como el momento dipolar del soluto es nulo, las moléculas 

de solvente muestran una orientación al azar o poco definida a su alrededor, esto genera un 

pequen° corrimiento al rojo dependiente del índice de refracción del solvente. 

(3) Soluto polar en solvente no polar. En este caso las fuerzas que están presentes son debidas a 

interacciones dipolo - dipolo inducido, y a fuerzas de dispersión. Si el momento dipolar del soluto 

aumenta durante la transición el estado excitado es más solvatado por los drpolos momentáneos 

del solvente y se observa un corrimiento al rojo. Este corrimiento es función del indice de 

refracción del solvente y del cambio en el momento dipolar del soluto. Si el momento dipolar del 

soluto disminuye durante la transición el estado excitado estará menos solvatado y se observará un 

corrimiento al azul 

(4) Soluto polar en solvente polar. La solvatación del estado fundamental, en este caso, es 

debida fundamentalmente a fuerzas dipolo - dipolo. Esto genera una caja de moléculas de solvente 

orientadas alrededor del soluto, generando una estabilización neta de su estado fundamental. El 

corrimiento es función del momento dipolar del soluto en la transición, del momento dipolar del 

solvente y del grado de interacción entre el soluto y el solvente. Si el momento dipolar del soluto 

aumenta durante la transición electrónica, el estado excitado se encontrará en la caja de solvente 

formada en el estado fundamental. Esto hace que el estado excitado esté más estabilizado que el 

fundamental, generando como consecuencia un corrimiento al rojo. Si el momento dipolar del 

soluto disminuye durante la transición, el estado excitado se encuentra con el solvente orientado 

según el estado fundamental, como consecuencia no se observa una estabilización significativa. 

Un aumento en la polaridad del solvente estabilizará más al estado fundamental que al estado 

excitado, lo que puede ocasionar un corrimiento al azul. 

Para compuestos que presentan un fuerte solvatocromismo, los corrimientos de las 

bandas inducidos por el solvente generalmente no se pueden explicar solo por un cambio en el 

momento dipolar (µ) permanente sobre la transición electrónica ( µf # 11,). También debe tenerse 

en cuenta el cambio en el momento dipolar del soluto en el estado fundamental inducido por la 

"caja de solvente" que lo rodea1233 . Las moléculas del soluto provocan una polarización 

electrónica de las moléculas de solvente que lo rodean, creando lo que se conoce como "campo de 

reacción", que modifica el momento dipolar del soluto en el estado fundamental' 4 
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II. 1. 3. EFECTOS DE SOLVENTE EN SOLVENTES PUROS 

II. 1 3. 1 Parámetros y ecuaciones teóricas para evaluar los efectos de solvente 

Es posible hacer una interpretación del solvatocromismo sobre espectros electrónicos en 

base a parámetros de solvente determinados en forma teórica. Varios autores como Bayliss y 

Mc.Rae3, Lippert5, Suppan15, Liptay2 y otros , desarrollaron combinaciones de propiedades 

macroscópicas de dichos solventes, tales como son la constante dieléctrica y el índice de 

refracción. En el caso de MeRae, este derivó a partir de la teoría de las perturbaciones una 

expresión para los corrimientos de bandas electrónicas. Este autor encontró que los corrimientos 

se producen por la suma de las contribuciones debidas a interacciones dipolares y dispersivas, 

siendo estas últimas las responsables del corrimiento al rojo, característico de todos los espectros 

al comparar el mismo en fase vapor y en solución. La aplicación de un modelo electrostático 

simple, derivado a partir de la teoría de Onsager, permite relacionar esos corrimientos con 

funciones que dependen de D y TI. 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 

isotrópico. También se consideran puntuales a los dipolos de la transición y a los del estado 

excitado. Se aplica teoría de perturbación de segundo orden para calcular la energía de una 

solución que contiene N moléculas idénticas de solvente y una de soluto. La posición y 

orientación son fijas para moléculas tanto en el estado fundamental como en el excitado, ya que la 

transición electrónica es demasiado rápida para permitir un cambio en dichas posiciones 

(principio de Franck-Condon). 

La energía de interacción de las moléculas en solución representada por la energía de 

mteracción dípolar clásica, se puede expresar por medio de la expresión (1): 

Ay = A [( ri2 - 1) / ( 2ri2 - 1)1 +B[(112 -1)/(n2 -2)1+CRD-1)/(D+2)1-[(112- I) / (ri2 -2)] 

+ F [(3 - 1 ) /(D+ 2)) 2 - RT12 - 1) (T12 - 2)] 2 (1) 

En esta ecuación, Av =y1 -y, se refiere al cambio en la frecuencia de absorción de la 

banda 0-0 (banda correspondiente a la transición entre el primer nivel vibracional del estado 

5 



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

(vv) a la solución (v,) y A es ima función compleja de las energías de excitación promedio y de la 

polarizabilidad del soluto. Los factores B, C y F están vinculados escencialmente al soluto y están 

dados por las siguientes ecuaciones: 

B = ( - pf.2 ) / hca3 (2) 

C = 2 pf (pf - 2 / hca3 (3) 

F= 12 k T ( a, - a f ) ln2 (R/a) / R3 (4) 

donde h es la constante de Planck, c es la velocidad de la luz y k es la constante de Boltman, pe y 

p„ son los momentos dipolares del estado fundamental y excitado, respectivamente, a f y a, son 

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 Onsager14, calculado como a = [(3M)! 4 N TC S] 13, 

donde M = peso molecular, N = número de Avogadro y3 = densidad del soluto a la temperatura 

de trabajo. 

Con respecto a los términos que son función del índice de refracción y de la constante 

dieléctrica del solvente, los dos primeros dan cuenta de la interacción debida a fuerzas de 

dispersión y dipolo del soluto-dipolo inducido del solvente; el tercero, da cuenta de las 

interacciones dipolo-dipolo permanente y el último, mide las interacciones entre el dipolo 

permanente del solvente ye! dipolo inducido del solutoi 6

Para los casos en que no está identificada la banda 0-0, la ecuación es aplicada en el 

máximo de la banda relativa al máximo en fase vapor o en un solvente de referencia. 

Las limitaciones para la aplicación de esta ecuación surge por la aproximación realizada 

en su deducción, al considerar el soluto como un dipolo puntual. Dicha ecuación solo es aplicable 

a solventes puros, aunque puede ser aplicada en mezclas binarias si la composición de la mezcla 

es igual en las cercanas del soluto y el seno de la solución. 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 están contempladas en el modelo. 

A partir de las ecuaciónes anteriores se pueden calcular los momentos dipolares de 

diferentes solutos en estados exitados", a través de la evaluación de las constantes B y C. 



II. 1. 3. 2. Parámetros empíricos de solventes 

Cuando se desean separar las diferentes interacciones soluto - solvente se usa una 

aproximación que consiste en utilizar un soluto modelo de características conocidas, y en base a 

éste se identifica el origen del efecto observado sobre el soluto en cuestión. Los efectos específicos 

tienen lugar entre el soluto y un número determinado de moléculas de solvente circundantes al 

mismo, dependiendo el tipo de interacciones de las características fisicas y químicas tanto del 

soluto como del solvente. 

L. Para facilitar el entendimiento de este tipo de interacciones se han desarrollado escalas 

empíricas 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 más de 

treinta escalas de solvente'. 

Una de las primeras escalas fué la desarrollada por Kosowerls, en la que se define un 

parámetro Z a partir del estudio de la banda de transferencia de carga en haluros de 1-

alquilpiridinio. Kosower utilizó el ioduro de 1-etil-4-carbometoxipiridinio (1) 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 transición. En solventes polares el estado fundamental está 

más estabilizado que el excitado, observandose un corrimiento batocrómico al ir reduciendo la 

polaridad del solvente. Los valores de Z se definen como la energía de la transición 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-óxido de piridina. Los corrimientos por solvente que sufre esta 

molécula es pequeño, comparado con la molécula prueba (I), por lo tanto los valores de Z 

obtenidos para solventes poco polares son menos confiables. 

Iodttro de 1-etil-4-carbometolipiridinio 
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Una de las escalas más completas es la de Dimroth y Reichadti 9 , la escala E1'(30), ya 

que existen datos en bibliografía para más de 270 solventes' . El parámetro ET(30), se calcula en 

base a la energía de la transición de la banda de transferencia de carga intramolecular ( banda que 

aparece a mayor longitud de onda) del colorante betaínico fenóxido de 2,6-difeni1-4-(2,4,6 trifenil-

1-piridinio) (II) en cada solvente. El valor de ET(30) para un solvente se define como la energía 

de transición de la betaina disuelta en ese solvente, medida en Kcal/mol. La ventaja del indicador 

) frente al indicador ( I ) es que la banda de absorción presenta mayor solvatocronnsmo, 

desplazándose desde los 810 run en difenil eter (ET(30) = 35.3 Kcal/mol) a 453 am en agua 

(E1(30) = 63.1 Kcal/mol La desventaja de este indicador es que no se puede usar en solventes 

acídicos, tales como ácidos carboxilicos, debido a que desaparece la banda de interés por la 

protonación que sufre el átomo de oxígeno fenólico. 

Debido a la presencia de una carga negativa localizada sobre el átomo de oxígeno, este 

indicador mide DO sólo la polaridad del solvente, sino también la capacidad de formar puente de H 

de solventes próticos2° , por lo que, dependiendo del sistema en estudio, habrá que descontar este 

efecto si estarnos interados en medir únicamente la polaridad. 

(n) 

Fettóxido de 2,6-difenü-4-(2,4,6 trifenü-l-piridinio) 



Para normalizar los valores del parámetro E(30), dado en Kcal/mol, se utilizan como 

solventes de refewucia agua y tetrametilsilano (TMS), y se redefine el parámetro normalizado 

(Dm ) como: 

ETN = ET (solvente) - ET (TMS) {ET (agua) - ET (TMS) } (5) 

ETN = ET (solvente) - 30.7 1 / 32.4 (6) 

Por otra parte, uno de los métodos más usados es el de comparación solvatocrómica de 

Taft y Kam1et7. Este método permite, a partir de tres parámetros principales, explicar el efecto de 

polaridad-polarizabilidad de los solventes o habilidad del mismo para estabilizar dipolos en 

virtud de sus efectos dieléctricos21 (escala x*), poder dador de puente hidrógeno (escala a), poder 

aceptor de puente hidrógeno (escala 13), 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 absorción UV-Visible de compuestos solvatocrómicos. 

La escala x* es denominada de esta manera debido a que filé construida a partir de los 

efectos de solvente sobre el valor de vm  de las transiciones x --> x* de una variedad de 

compuestos como el: 4-nitroanisol, N,N-dietil-3-nitroanilina, N,N-dietil-4-nitroanilina, 4-metoxi-

o-nitro-estiren°, 1 -etil -4 -nitrobenceno, N-metil-2 -nitro-p-toluidina y 4-

dimetilaminobenzoquinona22. Se ha elegido un rango normalizado cuyo valor de X* = O 

corresponde a ciclohexano y /e* = 1 para el dimetilsulfffiddo. Esta escala sc* debe ser modificada 

cuando hay corrimientos hipsocrómicos, incluyendo un parámetro de corrección S que mide 

polarizabilidad, y cuyo valor es O para solventes alifáticos no halogenados, 0,5 para solventes 

alifáticos polihalogenados y 1 para aromáticos. 

Se realizaron varias relaciones entre el parámetro ir* con propiedades fundamentales del 

solvente tales como TI y D y las relaciones encrontradas pueden servir para calcular dicho 

parámetro en solventes para los que no se posee información". Belcarelc24 propuso separar las 

ecuaciones para solventes alifáticos y aromáticos, obteniendose así las mejores correlaciones para 

los datos disponibles. Ellas son las (7) para solventes alifáticos y la (8) para los solventes 

aromáticos: 

x* = -0.573 + 14.65 (D - 1)(n2 - 1) / (2D + 1)(212 + 1) (7) 
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n^. = -0.058 + 8.08 (D - 1)( n2 - 1) / (2D + 1X2112 + 1) (8) 
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I,a escala (3 25 provee una medida de la capacidad del solvente para aceptar H en la 

formación del pueate con dicho átomo. Esta escala fié desarrollada tomando como soluto 

indicador la 4-nitroanilina, que actúa como dador de H a través del grupo amino. Además , a la 

vat., observada en un dado solvente aceptor de puente de H, se debe restar el efecto de polaridad. 

Esto se consigue midiendo la v. 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 (13 = 1), se miden los demás solventes y queda así 

definida la escala. 

La escala a 26 describe la capacidad del solvente para dar H en la formación de un puente 

soluto-solvente. Se define mediante el mismo procedimiento de comparación solvatocrómica que 

para la escala p, tomando como solutos indicadores el 4-nitroanisol y la betaina usada para la 

construcción de la escala ET(30). Se eligio metanol, un solvente fuertemente dador de H, corno 

punto de referencia fijo (a = 1) y se miden a partir del mismo todos los restantes solventes con 

capacidad dadora de 1-1. 

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 correlación. Por ello, 

desarrollaron la escala t„ 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 ácido es menos fuerte a 

medida que la electronegatividad del solvente básico aumenta. Los valores de pueden ser usados 

para correlacionar el comportamiento básico de un oxígeno o un nitrógeno neutro. Este parámetro 

vale 0.2 para bases que contienen el grupo funcional P-=0; O para bases que contienen S0 y 

CC:f., 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 nitrógeno con hibridización sp2 (por 

ej: piridinas) y 1 para nitrógeno con hibridizorión sp3 como en e! caso de aminfis.

Otro parámetro muy utilizado cuando existen procesos de transferencia de fase, es el 

parámetro de solubilidad de Hildebrandl , SH , el cual mide la presión cohesiva o energía asociada 

con las interacciones soluto-solvente. Es considerado como una medida de la energía de Gibbs 
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requerida para separar las moléculas de solvente necesarias para formar la cavidad requerida por 

el soluto. Está definido como: 

8112 = (AH,i  - RT) / V* (9) 

donde AFI.,q, es la entalpia molar de vaporización del líquido y V* es el volumen molar a 298 K. 

En procesos donde hay transferencias de soluto entre dos fases, por ejemplo; procesos 

cromatográficos, este término es importante ya que en tales fenómenos se ve involucrada la 

formación 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 está formada antes de que se 

produzca la transición2g. 

La aplicación de la mayoría de estas escalas está restringida debido a que solo se conocen 

para un determinado número de solventes, por el inconveniente de la insolubilidad de los 

indicadores usados para construir a las mismas. No obstante, las esrsils s de polaridad derivadas 

de procesos espectroscópicos, abarcan una gran cantidad de solventes. 

En general, todos estos parámetros reflejan mejor las diferentes propiedades del solvente 

que otros parámetros fisicos como son la constante dieléctrica o el índice de refracción, debido a 

que involucran a todas las fuerzas intermoleculares que ocurren entre un soluto y un solvente en 

particular. 

II. 1. 4. ECUACIONES MULTEPARAMÉTRICAS 

Se sabe que los solventes no pueden ser caracterizados por una única propiedad como 

puede ser la polaridad, sino de varias al mismo tiempo. Además, 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 aproximación para poder explicar y 

cuantificar las distintas interacciones presentes en la solvatación, está basado en el uso de 

ecuaciones multiparamétricas. 

Lo que hay que lograr para el desarrollo de estas ecuaciones es la separación de las 

distintas interacciones a través de parámetros realmente independientes y complementarios, y cuyo 

numero no sea demasiado elevado. Esta separación de interacciones es puramente formal, ya que 

como es de notar éstas actúan en forma conjunta o simultánea. 
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Se puede representar de modo general una ecuación multiparamétrica de la siguiente 

maneras : 

A= Ao + bB + cC + dD + (10) 

en donde A es la propiedad fisicoquímica en estudio que depende del solvente (por ejemplo: 

constantes de equilibrio, constantes cinéticas, factores de capacidad cromatográficos, frecuencias 

del máximo de absorción o emisión de una banda, solubilidad de un determinado soluto, etc). Ao 

es la propiedad estadística correspondiente en fase gaseosa o en un solvente de referencia y B, C, 

D, representan parámetros de solvente independientes pero complementarios que tienen en cuenta 

las diferentes interacciones soluto-solvente y b, c, d, son los respectivos coeficientes que miden la 

sensibilidad de A a cada parámetro dandonos una estimación cuantitativa de la dependencia de A 

con las diferentes interacciones3.0

Para la resolución matemática de las ecuaciones multiparamétricas, se emplean 

regresiones múltiples, regresiones paso a paso (stepwise regresion) o el análisis factorial, que 

provee un criterio menos arbitrario en la selección de la cantidad y naturaleza de las posibles 

causas de variación en una serie de datos3I (sección ra.4.). Sobre la base de la ecuación 10, se han 

realizado numerosos estudios de procesos fisicos y químicos y son varias las ecuaciones 

multiparamétricas desarrolladas hasta el presente, entre ellas se destaca el denominado método de 

comparación solvatocrómica de Kamlet y Taft32 . Este método utiliza la ecuación (11) que 

considera el efecto del medio sobre el soluto estudiado a partir de parámetros que caracterizan al 

solvente: 

XYZ = XYZo + s (x* +8) + a«. + 143 + e + h 8112

en donde XYZ es la propiedad medida experimentalmente y XYZ0 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 parámetros de solvente. 

En esta ecuación el número de parámetros puede ser reducido contemplando las 

siguientes situaciones particulares. Para el caso de estudios espectroscópicos, el factor 3 se tomará 

en cuenta únirámfulto cuando se observe corrimientos hipsocrómicos. En el caso de parámetro 8H2

solamente se incluirá en estudios de procesos de transfei encía de fase de un soluto entre dos 
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solventes o en procesos cromatográficos. El parámetro es necesario tenerlo en cuenta cuando se 

emplean grupos de solventes con capacidades muy diferentes para aceptar II, como las que se 

detallaron en la sección anterior (pag.10). El parámetro x* suele estar siempre presente y la 

utilizarión o no de los parámetros cc y p 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 fenómeno 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 pequeñas variaciones de las características de la mismas (polaridad, capacidad 

dadora o aceptora de II, etc. ) variando las proporciones de los componentes de la mezcla. 

Un ejemplo interesante de citar en el cual se emplean mezclas binarias está dado en el 

trabajo de Chericasov33, en donde se estudian los efectos de solvente sobre el espectro de emisión 

del 2-acetilantraceno. Cuando se cambia de n-hexano a solventes más polares se observa un 

corrimiento al rojo, como así también pérdida de estructura fina. Cuando se emplean mezclas de 

hexano-dioxano, el máximo de emisión 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-

metano!, el corrimiento máximo de la banda se produce por el agregado de un bajo porcentaje de 

alcohol, lo bastante pequeño como para no provocar cambios significativos en ri o D del medio. 

Por otra parte al estudiar el espectro de absorción del soluto en dichas mezclas, no se observan 

cambios significativos, lo que indica la ausencia de interacciones específicas en el estado 

fundamental del soluto. Por lo tanto el efecto dominante sobre el corrimiento de la banda 

estudiada es la interacción específica entre el estado excitado del soluto y las moléculas de 

solvente que se encuentran en la proximidad del mismo, en este caso, de metano!. Así, una vez 

que se alcanza la "saturación" del entorno del soluto, no se observan cambios en los espectros por 

el agregado de alcohol, salvo un efecto gradual y pequeño, motivado por interacciones no 

específicas, del tipo de las existentes para las mezclas hexano-dioxano. Un efecto similar fue 

observado más recientemente por Reta y col. en el estudio realizado sobre antraquinonas en 

mezclas binarias.34
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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 mezo!" ideales se caracterizan porque su entalpia de mezcla es cero. Ellas se 

forman sin desprendimiento o absorción de calor y también porque la presión 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. Además, las interacciones solvente A-solvente B son de similar 

magnitud a las correspondiente a los solventes A o B puros35

Las mezclas no-ideales pueden clasificarse en dos tipos: 

a) las que presentan presiones de vapor más bajas que las previstas por la Ley de Raoult 

b) las que presentan presiones de vapor más altas que las previstas por la Ley de Raoul 

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 

disolución está acompañada por desprendimiento de calor, es decir, hay una disminución de la 

entalpía de mezcla con respecto al valor idea1.35

El segundo tipo de mezclas se caracteriza por algún componente cuyas moléculas están 

asociadas (en el estado puro). Por ejemplo, mezclas de agua o alcoholes con algún otro 

componente más o menos interactuante. Este solvente tiende a romper en parte la asociación del 

otro y debe esperarse por lo tanto un valor positivo de la entalpia de mezcla a causa de la energía 

necesaria para disociar al componente asociado. Sin embargo, la entropía disminuye con respecto 

al valor ideal en menor magnitud que las mezclas anteriores.35

En los últimos dios han sido objeto de estudio las mezclas formadas con agua y 

diferentes solventes orgánicos, denominadas como "mezclas hidroorgánicas". Katz y col. 36 

sugirieron que las mezclas de acetonitrilo (ACN)-agua, tetrahidmfurano (THF)-agua y metano' 

(Me0H)-agua, deben considerarse como sistemas temarios, donde los tres componentes son: el 

solvente orgánico libre (es decir no asociado con agua), el agua libre y los (limeros agua-solvente 

orgánico. Los autores postularon que las desviaciones con respecto a las mezclas ideales, así como 

las anomalías cromatográficas pueden ser explicadas en función de este tercer componente. 

Recientemente Marcus y col» analizaron la estructura de la mezcla ACN-agua 

empleando datos termodinámicos de literatura y modelos matemáticos. Los resultados indican la 

posible existencia de microheterogeneidad o heterogeneidad microscópica en esta mezcla. Por 

ejemplo, encuentran que la capacidad de aceptar puente de H (medido a través de (3) de esta 

mezcla es mayor que la de los componentes por separado. Los valores de p encontrados para estas 
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mezcla están 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 estarían 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 tener en cuenta que las mezclas no ideales también pueden ser aquellas 

formadas por solventes orgánicos, Chatterjee y co1.45 estudiaron la solvatación preferencial (ver 

sección 11. 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 más 

asociado a través de uniones puente de hidrógeno y por lo tanto se encuentra solvatando en menor 

proporción a las moléculas del soluto. En otro trabajo, Santo y col35 estudiaron mezclas binarias 

de ciclohexano con diferentes alcoholes, mostrando que las interacciones por polaridad y la 

formación de puente de hidrógeno con quínolinas y cianoquinolinas compiten con la 

autoasociación del solvente en el fenómeno de la solvatación preferencial. 

II. 1. 5. 1. Solvatación preferencial 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

Cuando un soluto se disuelve en una mezcla binaria de solventes, la distribución del 

solvente en las vecindades del soluto conocida como "esfera de solvatación" o "zona cibotáctica", 

tiene una composición distinta a la del seno de la solución_ Esto es llamado solvatación selectiva 

o solvatación 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 composición de la mezcla en la esfera de 

solvatación del soluto se verá influenciada por el solvente de la mezcla que presente más afinidad 

por el soluto. 
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Si para un soluto en una mezcla binaria, la proporción de moléculas de los dos solventes 

en la esfera de solvatación es la misma que en el seno de la solución, no existe SP y el sistema 

se comporta como una solución ideal (ver fig. 2). Si, por otra parte, el cambio en la composición 

local (o zona cibotáctica) surge como resultado de interacciones no especificas, el mecanismo de 

SP se describe, como se verá más adelante, por un efecto de enriquecimiento dieléctrico" (ver 

fig. 2). Los sistemas que presentan interacciones específicas entre el soluto y alguno de los 

solventes que constituyen la mezcla, no se ajustan al comportamiento predicho por este modelo 

sencillo, por lo que se obtienen curvas en donde se observa la solvatación preferencial en una 

forma más pronunciada que las observadas cuando hay enriquecimiento dieléctrico. En mezclas 

que contengan solventes dadores o aceptores de H, el fenómeno de la SP se debe 

fundamentalmente a la formación de puente de H entre el soluto y el solvente. 
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Fig. 2. Curvas solvatocrómicas observadas, a) cuando no existe SP b) cuando la SP es por 
enriquecimiento dieléctrico (- - - - ), c) cuando en la SP intervienen además interacciones 
específicas ( - • - • - • -) 

La propuesta del fenómeno de solvatación preferencial se origina en estudios 

fisicoquímicos del soluto en mezclas de solventes. Los estudios se pueden basar sobre datos 

termodinámicos, espectroscópicos o cinéticos40. El comportamiento de los solutos (corrimiento 

químico, difusión, reactividad, etc.) es dependiente de la composición del solvente. Sin embargo, 

para poder comprender de que modo afecta al comportamiento del soluto la composición del 

solvente, es necesario conocer la composición que el soluto "ve", es decir, la composición en su 

inmediata vecindad. Esta composición es en general diferente a la composición 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 can 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 más que otro y por consiguiente alterando 

la composición local de la mezcla. 

Uno de los primeros tratamientos termodinámicos del fenómeno de la S P fue presentado 

por Grunwald41, quien estuvo interesado en el estudio de la solvatación de iones en mezclas de 

agua y dioxano. Este tratamiento fue luego desarrollado por Covington y Newman42
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II. 1. 5. 2. Constante de solvatación preferencial 

Un aporte importante para la determinación de la S P es el desarrollo de un modelo 

termodinámico realizado por Franke143. Este modelo es construido en base a la analogía que 

puede hacerse entre el fenómeno de solvatación y la absorción preferencial desde una mezcla 

de solventes hacia la superficie activa de un sólido. Por lo tanto la termodinámica de ambos 

procesos puede describirse en términos similares. 

Se considera el solvente distribuido entre dos fases, capa de solvatación y seno de la 

solución, suponiendo sitios de solvatación equivalentes y siempre ocupados, con un número de 

solvatación igual para ambos solventes, que pueden remplazarse uno por otro en la esfera de 

solvatación. Entonces, para un sistema con N moles de una mezcla de solventes A y B, de 

composición XA y XB respectivamente, y lij moles de soluto (siendo j el número de 

solvatación), es posible calcular el cambio en energía libre para el proceso que involucra 

remover nA moles de A y nB moles de B desde el seno de la solución, y transferirlos a la fase 

o capa de solvatación. 

El tamaño del sistema es tal que nA nB =1. Luego de formada la solución, el seno 

de la misma consiste en (XAN - nA) moles de A y (XBN - nB) moles de B. El cambio de 

energía libre para este proceso puede representarse como: 

AG = AG' - T AS (configuración) ( 12 ) 

AG' nA AHA nB AHB - nA T ASA(th co) - nB T ASB(téffnico) ( 13 ) 

en donde AHA es el cambio de entalpia asociado con la transferencia de solvente A desde el 

seno de la solución a la esfera de solvatación, y ASA(térmico) incluye todos los cambios de 

entropia para las moléculas de A diferentes de aquellos debidos al cambio de composición de 

las dos fases Similares definiciones valen para el componente B. Si se define para A 

AG'A AHA TASA (térmico) ( 14 ) 
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y lo mismo para 13, se puede expresar 

AG = nAAG'A nBAG`B - T AS(configuración) ( 15 ) 

La entropla de configuración se puede calcular suponiendo que tanto el seno de la 

solución como la esfera de solvatación se comportan como soluciones regulares. Luego usando 

la siguiente relación 

S (configuración)= -R Ej x la x ( 16 ) 

donde x , es la fracción molar de cada componente de la mezcla. Se puede calcular la entropía 

en las tres fases de interés: a) en el seno de la solución antes del proceso de disolución (N 

moles de líquido compuesto por XAN moles de A y XBN moles de 13), S., b) en el seno de la 

solución en el estado final ( N-1) moles de líquido compuesto por (XAN- npt) moles de A y 

(XBN- n}3) moles de B), Sb en la esfera de solvatación en el estado final (1 mol de mezcla 

compuesto por nA moles de A y nB moles de B), Sc. Asi, se obtiene como resultado 

AS (configuración) = S* + Sc + Sb - Sa ( 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 solución. Este término es una constante en soluciones 

razonablemente diluidas, es decir depende solo de la concentración del soluto y no de nA y nB. 

La condición de equilibrio es que AG de la ecuación (12) sea un mínimo con respecto 

a la composición de la esfera de solvatación. Derivando con respecto a nA, y considerando nA 

nB =1 constante como así también la presión y la temperatura, e igualando a cero el 

resultado se obtiene 

[MG / nA]= (AG'A - AUB) + RT ln ( nA(XBN- nB)/ nB (XAN- nA) ) ( 18 ) 

Y - AG °/ RT = la ( nA(XBN- nB)/ nB (XAN- «A)) ( 19 ) 
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donde AG ° = áG'A - AG'B ( 20 ) 

Como se puede observar en la ecuación (19), el argumento del logaritmo es simplemente una 

relación de fracciones molares, luego se puede expresar ¿G° como 

AG°=-RT1nK ( 21 ) 

donde K, también 11~1;4 constante de solvatación preferencial, Ksp, se define como: 

1 

1 

1 
1 

YA XB 

Ksp = ---

YB XA 

( 22 ) 

En la ecuación (22), YA e YB se refieren a las fracciones molares de A y B en la 

capa de solvatación ( nA y nB en ecuación 19), mientras que XA y XB representan las 

fracciones molares en el seno de la solución.(XB = (XBN- nB) y XA = (XAN- nA) en la 

ecuación 19). 

A partir de la ecuación 22, se observa que un gráfico de YA ís/B frente a XA /XB 

dará una recta de pendiente Ksp, la cual será igual a 1 cuando no haya solvatación 

preferencial y distinta de uno cuando ésta exista. Así, el valor de Ksp es indicativo del grado de 

enriquecimiento de uno de los solventes en la capa de solvatación respecto del seno de la 

solución. Por otra parte, si el sistema no se ajusta a las aproximaciones realizadas en este 

modelo, por ejemplo, los solventes o mezclas de ellos no se comportan como soluciones 

regulares se observarán curvas, CU lugar de rectas, al iepiesefltar YA /YB frente a XA /4. 

Esto genera valores de Ksp que varian con la composición de la mezcla de solventes. Para 

obtener el valor de YA/YB se construyen gráficas como la mostrada en la Fig. 2 (pag. 17) de 

vAB vs. la XA. Relacionando la curva teórica con la obtenida experimentalmente se puede 

obtener la composición local de solvente para cada composición analítica." 
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donde 8s es un parámetro que mide la extensión de la S P del soluto s por el solvente A a partir 

de la desviación observada en el gráfico de vAB vs XA. Un procedimiento similar ha sido 

utilizado para estudios de S P usando betaina como indicador". Por otra parte, Marcus " 

propone la siguiente ecuación para calcular la constante de S P, (K,p), a partir de los valores del 

parámetro Era 

=[38/Xik (1-XA-56)] + 1 (26) 

II. 1. 5. 3. Parámetros de solventes para IIICZCIA3 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 49 para varias mezclas binarias. También fueron determinados por Reichardt valores 

de E1'(30) para varias mezclas'. Haak y Engberts' midieron E30) para mezclas de agua-

solvente orgánico, y le atribuyeron comportamiento termodinámico no ideal a la solvatación 

preferencial del soluto por los solventes orgánicos empleados, siendo ésta más pronunciada para 

terbutanol y 2-n-butoxietanol. Esto indica que este parámetro no debe ser empleado como 

medida de" polaridad del solvente" únicamente, ya que en estas mezclas se ve afectado por la 

existencia de puente de hidrógeno entre el soluto indicador y los diferentes alcoholes. Otro 

parámetro empírico utilizado para mezclas ha sido el Py52, no hallándose tampoco en este 

caso dependencia lineal del parámetro con la composición de las mezclas" . 

También se han determinado los parámetros E*, a , p y E1'(30) tanto para mezclas 

hidroorgánicas como para mut-4;1s de solventes orgánicos54. 55' 56' 57 . Además se midieron 

parámetros de Tall 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 precaución al usarlos, por 

dos posibles problemas: 

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

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

casolos correctos 59. 6°' 61 y 

b) En lo que respecta a los parámetros E*, a, p de mezclas, puede que éstos sean colineales, por 

lo que seria incorrecto su uso en una regresión múltiple62. 
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A partir de los ejemplos citados es posible concluir que, en general, estas escalas no son 

lineales con la composición del solvente, sino que más bien dependen mucho de las asociaciones 

solvente-solvente y de la competencia entre los distintos solventes, en función de las interacciones 

soluto-solvente existentes, por enriquecer la esfera de solvatación del soluto. También juegan un 

rol muy importante las características del soluto. Quizás una de las dificultades mayores sea la 

de poder determinar cual es el principal factor responsable de la solvatación existente. Es posible, 

variando las estructuras de solutos y solventes interactuantes, decidir sobre la importancia de 

factores electrónicos o esféricos en la fuerza de la interacción, 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 solvatación preferencial ha sido atribuido en su mayoría a 

interacciones especificas, Suppan y Nitsche'" sugieren que también hay un mecanismo 

completamente general, el "enriquecimiento dieléctrico", que explica la desviación observada. 

El modelo de " enriquecimiento dieléctrico "ha sido modificado' para facilitar su 

aplicación en el estudio del efecto de solvente en las transiciones electrónicas. Así, en el 

cálculo de la energía asociada al enriquecimiento dieléctrico (áEen) no es solamente 

considerada la dependencia del momento dipolar del estado fundamental ( pf ), sino también 

la energia asociada al cambio debido a la excitación, siguiendo el principio de Franck-

Condon. Luego, la diferencia entre el momento dipolar del estado fundamental y el excitado 

- ), son explícitamente incluidas en la expresión de Meir

El enriquecimiento es descripto por un equilibrio térmico local en una región 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 mezela de solventes, el cual tiene un momento 

dipolar eléctrico "dp", inducido por el momento dipolar permanente i del soluto. De esta 

manera la energía de interacción dieléctrica "dE" está dada por la ecuación (27) 

dE = - E(r) . dp = 

31.1 2f(El) (3 ec,s 20 + l) 

dV (27) 
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donde E(r) es el campo dipolar eléctrico generado por el soluto, r es el vector posición de un 

elemento de volumen respecto al soluto y f(D) = 2 (D - 1) / (2 D + 1) es la función de Onsager 

o función constante dieléctrica para la mezcla de solventes, definida, además, como: 

1 

1 

1 

1 

1 

II 

1 

1 

YP (r) k(DP ) YN(r) fffiN ) (28) 

dondef(Dp)=2 (Dp - 1)/(2Dp+ 1) y f(DN)= (DN- 1)/(2 DN+ DydondeDpyDN 

son las constantes dieléctricas del solvente polar y no polar, respectivamente, en el "seno" de la 

solución y Yp(r) y YN(r) representan la fracción molar "local" del solvente polar y no-polar 

respectivamente. 

Suppan dedujo una expresión basada en el momento dipolar del estado 

fundamental del soluto en la cual es posible calcular la energía de estabilización y en base 

a eso Yp(r)". Como la posición de la banda de absorción depende del momento dipolar del 

estado fundamental (pf) y de los cambios asociados a la excitación, siguiendo el principio 

de Franck-Condon se propuso la expresión (29) para la energía asociada al 

enriquecimiento dielectrico (áEen ). 

'Een = Tex - Ef hocal - (Eex - Ef )seno (29) 

donde Eeo = -SE(r)dp y los subscriptos "ex" y ^r se refieren al estado excitado y fundamental 

respectivamente. Para evaluar Eex y Ef, , se usa la ecuación (27).E1 valor de f(D) en la región 

"local" viene dado por la ecuación (28) y los valores de ID) del "seno" se calculan de los 

valores experimentales de Xp y XN! Luego, AEen es explícitamente dada por la ecuación (30) 
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x 

áEen= —3/4 - p) fdride [(Yp- X p) f(Dp) ± (Y N -XN) f (DN)] (3 cos2 e +1) sen 0/ 1-4

a I) 

Men
-XNXp en'M 8 

1 

dp

1 

du G(u) [1-exp(-G(u)z 2
)]/ v, 

r 
p v -13 XN exP zP

-1 -1 

donde Y14 (r) / Y (r) =Xii / X exp - [Z G(u) ¡6  I; áEen = gf µex _ áf / a3 

a = radio de la cavidad ; M= f(D p) - f(DN ); p = ( a / r) 3 ; u = cos O; G(u) =- 3 u + 1 y 

Z= 31.tf 2 MM/ 8 xT5R a6 

Conociendo, Pí Y !'ex para el soluto y la f(D) para los solventes correspondientes 

es posible a través de la ecuación (30) evaluar la energía asociada al enriquecimiento 

dielectrico" (Men ) para cada par de valores experimentales XN y Xp en la mezcla en 

estudio. Con estos datos se puede construir una curva teórica la cual cuantifica la 

desviación de la linealidad debido solamente al enriquecimiento dielectrico (ver Fig. 2b). 

(30) 
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11. 2. CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA 

II. 2. 1.  GENERALIDADES 

El proceso de cromatografía líquida puede estar basado ya sea en un fenómeno de 

adsorción o bien de partición, de acuerdo a las interacciones moleculares producidas en la 

fase estacionaria (F E) y en la fase móvil (F M). Estas interacciones pueden ser debidas a 

uniones puente de Hidrogeno y/o complejos electrón-dador-aceptor (EDA) o deberse a fuerzas 

electrostáticas y de dispersión (como ya se discutió en la sección 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 termodinámicos obtenidos pueden dar una idea de la 

naturaleza de la distribución del soluto entre la fase móvil y la fase estacionaria 

En los sistemas cromatográficos se pueden estudiar, en buena medida, propiedades 

que dependen de la estructura de los solutos (que resultan de interacciones intermoleculares), 

ya que en estos sistemas todas las condiciones pueden mantenerse constantes o ser controladas 

y así permiten estudiar al soluto como variable independiente en el sistema. La distribución 

del soluto entre las fases móvil y estacionaria durante el proceso de separación cromatográfica 

es influenciada como se dijo anteriormente por fuerzas que actúan entre las moléculas de soluto 

y de ambas fases. Así, el componente más afin a la fase estacionaria se retiene más y tarda 

más en eluir y el más afín a la fase móvil se retiene menos y eluye antes. Para ilustrar el 

proceso, la Fig. 3 muestra algunas particulas de la fase estacionaria, moléculas de solvente (de 

la fase móvil) y moléculas de soluto(A,B y C), constituyentes de la muestra en ensayo. 

Para cada caso, en la columna se establece un equilibrio que involucra la fracción de 

cada especie "disuelta" por cada fase en equilibrio. Por ej., para A, B y C: 
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Fig. 3 Separación 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 subíndices m y e tepiesentan la fracción molar del soluto en la fase móvil y 

estacionaria respectivamente. Consideremos que las características químicas de las especies A, 

B y C pueden ser, en relación a las moléculas de solvente y a los grupos funcionales de la fase 

111 estacionaria, lo suficientemente diferentes como para estar atraidas con distinta fuerza por ésta 

última. Como resultado, en este ejemplo, las moléculas de C se desplazarán a mayor velocidad 

que las de B y éstas a mayor velocidad que las de A. Para que A eluya de la columna, será 

necesario que un determinado volúmen de fase móvil, llamado volúmen de elución, atraviese la 

columna. El volúmen de elución será entonces diferente y creciente para C, B y A. Por otra 

parte, si se trabaja a volúmen constante (modalidad habitual en cromatografía líquida de alta 

performance (HPLC)), el volúmen de elución de cada especie será proporcional al tiempo de 

retención ( tR ) o de elución . Este, entonces, se define como el tiempo en (seg.) requerido por 

la muestra para recorrer una distancia L (cm) correspondiente a la longitud de la columna a una 

velocidad vx . Por lo tanto: 

= L / ( 31 ) 
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De la misma manera, un soluto que no interactúe con la FE, es decir que no quede 

retenido en la columna, necesitará un tiempo to para atravezar la columna a la misma velocidad 

con que lo realiza la FM, por lo tanto to puede ser expresado: 

1 
1 
1 
1 
1 
PI

1 
1 

1 
1 
1 

1 

to=Liv ( 32 ) 

Eliminando a L de las dos últimas ecuaciones tenemos: 

tR = v to /v„ ( 33 ) 

Por otro lado, si la velocidad del solvente es y (cm/seg) y la velocidad promedio del 

soluto es vx , debido a que vx depende de una fracción N de moléculas en la FM (N= net, / nn, + 

ne en donde nn, y ne son el número de moles de soluto en la FM y FE, respectivamente), 

entonces la relación entre estos tres parámetros es: 

vi =vN ( 34 ) 

La relación entre nm y ne en cromatografla líquida se conoce como factor de 

capacidad, k' y se puede redefinir a N como: 

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

Reemplazando (35) en (34), se obtiene: 
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vx =v/(1 +k') (36) 

Ahora, combinando la ecuación (33) con las ecuaciones (34) y (35), se obtiene el 

tiempo de retención en función de los parámetros fundamentales de la columna k' y to 

tR = to (1 + k') (37) 

Despejando de (37) el fitctor de capacidad k' se obtiene: 

W=to /(tR -t o ) (38) 

1 

Evidentemente surge de la ecuación (38) que k'puede variar entre cero e infinito Si el 

soluto no se retiene, su tiempo de elución será igual a to y si se retiene en forma irreversible, su 

tiempo de elución será infinito 

La medición de k'es una operación muy frecuente, ya que su valor se emplea tanto 

para evaluar la retención como para ajustar la separación. Para una columna dada, a 

temperatura y composición de la FM constantes, k'es generalmente constante para un soluto 

determinado, si la concentración es lo suficientemente pequeña. El tiempo to puede 

determinarse de varias maneras. Generalmente, se toma como medida de to la primera señal de 

la linea de base del cromatograma, producida como consecuencia de la inyección del soluto 

disuelto en un solvente de referencia. Esta señal es originada por el solvente en el cual está 

disuelto el soluto que se inyecta. También se lo puede determinar mediante la inyección de un 

compuesto que no interactúe con la FE, es decir, que eluya junto con el frente de solvente, tal 

como agua deuterada, pequeñas cantidades de metano' deuterado, NO2Na, o alguna otra sal 

cuyo anión absorba en el UV o inyectando algún otro compuesto que no quede retenido" 

29 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

II. 2. 2. TIPOS DE CROMATOGRAFIAS SOLIDO-LIQUIDA 

Se discutirá a continuación las principales características de dos tipos de 

cromatografia sólido-liquida: la cromatografía líquida en fase normal (CLFN) y la 

cromatografla líquida en fase inversa (CLFI), como así también las fases móviles y 

estacionarias mas c,omunnaente usadas, su constitución química y sus propiedades, de acuerdo 

a las interacciones que presentan. 

II. 2. 2. 1. Crotnatografla líquida en fase normal 

La cromatografia sólido-líquido o cromatografia de adsorción es la modalidad 

cromatográfica más antigua. Sus orígenes se remontan a los trabajos del botánico Tswett69 en 

1903, y publicados en 1906, en los cuales separó una serie de pigmentos vegetales en columnas 

de vidrio rellenas con un adsorbente finamente dividido, carbonato de calcio, eluyendo con éter 

de petroleo. 

En la cromatografia líquida de fase normal, considerada como un tipo de 

cromatografia sólido-líquido, se utiliza comunmente como fase estacionaria adsorventes 

polares; los más usados son la sílica 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 razón se la suele tratar o modificar químicamente con algún agente como agua o 

isopropanol a fin de homogenizar energéticamente su superficie7°

La silica juega un rol activo en el proceso de retención 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 )71. Existen 

tres tipos diferentes de grupos silanol: vecinal, geminal y aislado. Estos grupos silanoles son 

débilmente ácidos, con valores de pKa entre 5 y 7, y pueden interactuar con compuestos 

polares a través de uniones puente de H e interacciones dipolo-dipo1o71 . 
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La retención depende de la concentración de grupos silanol por unidad de área 

superficial del material de relleno, cantidad variable según el tipo de sílice, del método de 

obtención, de las condiciones de elaboración., y de las condiciones de almacenamiento. 

En cuanto a sus aplicaciones, se puede decir que a pesar de haber sido desplazada por 

la crornatografía líquida en fase inversa, la selectividad única de estos materiales, 

especialmente la silica gel, hace que sigan empleándose para resolver problemas insolubles con 

rellenos hidrófobos. 

II. 2. 2. 2. Cromatozrafta liquida en fase inversa 

La cromatografia liquida en fase inversa, es uno de los métodos más populares dentro 

de la rama de la cromatografia líquida. Este tipo de cromatografia creada por Martín y Synge68

en la década del cincuenta, no estaba libre de desventajas, provocadas especialmente por la 

débil unión de la fase estacionaria al soporte. Este problema llevó al estudio de materiales 

alternativos, donde la fase estacionaria estuviera químicamente unida al soporte. El primer 

trabajo fue realizado por Howard y Martin72, que en 1950 trataron tierra de diatomeas con 

dimetilclorosilano en fase vapor, obteniendo un material hidrofóbico estable. En realidad, 

emplearon este material como soporte de octano, la fase estacionaria verdadera, y usaron como 

fase móvil mezclas hidro-metanólicas. Como la polaridad de la fase se invertía, este proceso 

fue 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 

química, resolución, reproducibilidadn, etc). 
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Las fases estacionarias no polares están constituidas por partículas definidas por una 

serie de características como : morfología, tamaño, porosidad y estructura química. El material 

empleado puede adoptar básicamente dos formas, irregular o esférica. Las estadísticas indican 

una tendencia a emplear partículas esféricas, no por razones de resolución (si bien es probable 

que la partícula esférica pueda empaquetarse mejor, resultando indirectamente en una columna 

más eficiente), sino simplemente de "resistencia mecánica de la partícula", 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 diferenciación 

entre la estructura interna de la partícula y la estructura química superficial, ya que es esta 

última la responsable de los procesos de retención. La estructura química superficial es 

diferente de la interna y está constituida por grupos funcionales activos, naturales o productos 

de una modificación inducida y permanente. 

La partícula de fase inversa está compuesta por un material de base, comunmente 

silica, al que se unen químicamente cadenas hidrocarbonadas de diferente longuitud que 

pueden o no contener grupos funcionales determinados. Como se mencionó, la mayor parte del 

material disponible comercialmente está formado por silica gel a la cual se ha unido un grupo 

funcional por unión covalente de tipo siloxano (Partícula - Si - O - R). Es la de mayor difusión 

y se sintetiza por reacción de los silanoles de la silica con organo-n-halo-silanos (generalmente 

clorosilanos), que pueden ser (a) monofuncionales, (b) bifuncionales o (c) trifuncionales 

R R R 
1 1 t 

(a) Cl — Si—R ; (b) Cl—Si —R ; (c) Cl—Sí —C1 
1 1 t 
R Cl Cl 

La mayor reactividad corresponde al triclorosilano y la menor al monoclorosilano. La 

reacción puede efectuarse en medio anhídro, resultando en la formación de una monocapa, o en 

presencia de agua, lo que dará lugar a la formación capas poliméricas con el di o tri-

clorosilano. Los monoclorosilanos no pueden formar capas múltiples, solo forman monocapas. 

32 



Como, durante la silanización, la polimerización puede ser lineal o entrecruzada y 

teniendo en cuenta que el proceso es dificil de controlar, entonces surgen partículas de capas 

poliméricas de mayor espesor que otras. Esto puede traer difwencias en parámetros de 

importancia cromatográfica 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 difución es 

la monomérica. La reacción es un ataque nucleofilico del oxigeno del hidroxilo de la silica al 

átomo de silicio del si1ano74

1 

R' R' 

Si—OH + Cl—Si—R ---> Si—O —Si— R + Cl H 
1 

R" R" 

Fig. 5. Reacción general de modificación química de la superficie de silica por 
alquilsilanos.C1 = 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 ó 18 
átomos de carbono (C8 y C12 respectivamente) 

Como ya se ha visto, la silica completamente hidroxilada contiene 8-9 moles de OH/ 

m2 Sin embargo, la máxima cobertura lograda para una capa monomérica con 

trimetilclorosilano (TMCS), una molécula pequefia, es de 4.5 a 4.9 p. moles/m2 , 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 reacción previa por otras moléculas silanizantes 

En una separación en fase inversa, los silanoles superficiales que no llegaron a 

silanizarse, pueden dar lugar a mecanismos mixtos de retención, fuerte retención de solutos 

polares, picos asimétricos con solutos básicos" ( por la naturaleza acidica del silanol), 

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

debido a que el soluto se particiona entre las fases estacionarias y móvil, en vez de adsorberse a 

la fase estacionaria. 

II. 2. 3. ROL DE LAS FASES ESTACIONARIA Y MÓVIL EN LA RETENCIÓN DEL 

SOLUT O 

Las propiedades termodinámicas de un sistema fisicoquimico son propiedades 

macroscópieas del mismo Sus magnitudes representan la combinación de un número de 

diferentes efectos que tienen lugar a escala molecular. 

Debido a que las entalpia y entropia de exceso de un sistema de distribución entre dos 

fases no pueden ser asignadas al efecto de una fase móvil o estacionaria específica, los datos 

termodinámicos no son útiles para predecir la retención o selectividad74. 

Para evitar la ambiguedad de las propiedades macroscópicas, se han hecho intentos 

para relacionar las propiedades moleculares del soluto y del sistema de fases con la retención y 

la selectividad. Las propiedades que han sido consideradas son el volúmen molar del soluto y 

las interacciones moleculares con el sistema de fases74

Cuando se varía la composición del solvente se puede afectar a un sistema 

cromatográfico de dos formas: primero, la FE puede ser modificada en su superficie por la 

adsorción de una capa de moléculas de solvente, cambiando de esta manera la naturaleza de las 

interacciones soluto-FE; segundo, los cambios en la composición del solvente afectarán la 

retención 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 Langmuir76, las cuales 

son típicas de solventes poco polares. Se encuentra una saturación 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 retención del soluto es controlada únicamente 

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 saturación a aproximadamente un 10 % v/v de AcEt (aproximadamente 

0.14 gr. de AcEt / gr. de sílica), mientras que la mezcla Heptano-2- propanol (2-PrOH) no cumple 

con tal isoterma"' " (ver Fig. 4 ), ni muestra un valor de saturación, 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 adsorción sobre Partisil 10, para AcEt y 2-PrOH en n-heptano76

Sin embargo se informaron valores de saturación de 0.11 gr. de 2-PrOH / gr. de 

silical9, es decir que la fase estacionaria se saturaría más rápido que con AcEt, lo que puede 

atribuirse a la mayor capacidad de aceptar H por parte del 2-PrOH W = 0.94) comparada con la 

de AcEt (13 = 0.44) aumentando sus interacciones con los grupos silanoles de la silica. 

También se forman monocapas de moléculas de solvente sobre las superficies 

cromatográficas de fases inversas. En la Fig. 5, se observan ejemplos de isotermas de adsorción 

para mezclas de solventes orgánicos con n-heptano. Todas estas isotermas son del tipo 

Langmuir76. 
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Fig. 5. Isoterma de adsorción de Lan,gmuir para diferentes mezclas de solvente orgánico-
heptano sobre sílicage176

II. 2. 3. 1. Comportamiento de las fases estacionaria y móvil en CLFI. 

Fase es1acionaria. La Cadena Hidrocarbonada 

Como se vío anteriormente, el tipo de sustituyente unido a los silanoles más empleado 

en fase inversa es de tipo alquílico, especialemente Cig y en menor proporción 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 retención y para igual longuitud de cadena 

alquilica, a mayor cobertura, mayor retención.g°

Berendsens° observó que la retención (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 retención del soluto8°

En primer lugar, se comprueba que a medida que el soluto es menos polar, 

corresponde un mayor tiempo de retención. Al aumentar la longitud de la cadena 

hidrocarbonada de Ci a C22 la retenctón aumenta como maximo en un factor de 10. a 

diferencia de la variación de retención que puede obtenerse por adición de un modificador 

orgánico, donde la retención se reduce en un factor de 2 a 3 por cada 10 % de modificador 

agregado. Asi, la influencia de la fase móvil sobre la selectividad en CLFI es mucho mayor que 

la debida a la fase estacionaria. Además, para cada soluto, el aumento de la retención continúa 

hasta llegar a hacerse una "meseta". Esto indicaria la existencia de una "longitud de cadena 

critica", por encima de ella, un aumento en el número de carbonos de la cadena 

hidrocarbonada ya no tiene efecto. La extrapolación 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 

tamafio de la porción hidrofóbica del soluto), corresponde mayor longitud de cadena critica. 

Aparentemente, la porción terminal de la cadena hidrocarbonada es la que participa en 

el proceso de separación (ver Fig. 7). Si consideramos, por ejemplo, la penetración de dos 

solutos en las cadenas hidrocarbonadas largas y, si uno de ellos posee un grupo no-polar de 

mayor tamaño, la superficie de contacto con la fase estacionaria será mayor y se retendrá más. 
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Si las cadenas fueran muy cortas, la diferenciación entre ambos solutos seria menor y 

si el soluto fuera de gran tamaño, solo cadenas largas podrian separarlo en forma eficiente. 

Berendsen" describe el fenómeno como una "absorción". mas que una "adsorción". 

Fig. 7. Influencia de la longitud de la cadena hidrocarbonada en la separación de dos solutos 

de diferente tamaño moleculars°

Probablemente, por esta causa, las columnas de Cig se emplean para propósitos 

generales. Algunos trabajossi sugieren incluso el uso de columnas de C22 como alternativa a 

las de Cig . Sin embargo, las columnas de menor longitud de átomos de carbono producen 

picos más simétricos que las de cadena largan; probablemente porque los silanoles libres, más 

accesibles, interaccionan con los solventes polares de la FM, permitiendo la solvatación de la 

FE y con ello, un equilibrio más rápido. 
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Dado que la conformación de las cadenas hidrocarbonadas de la FE depende de la 

magnitud de la constante dielectrica del medio, éste parámetro es el que rige la contribución del 

solvente en el mecanismo de retención. 

Las ecuaciones que permiten relacionar el factor de capacidad con parámetros de 

solvente, se basan en que la FE no se modifica con el cambio en la composición de la FM. Pero 

se sabe que el solvente orgánico solvata partialemente a la FE y que esta solvatación depende 

de la magnitud de la mezclas.3.84

Dorsey y col." emplearon datos de retención de una gran cantidad de solutos en 

mezclas de ACN-agua y Me0H-agua, obteniendo excelentes correlaciones de log k' va. ET 

(30). Además, los mismos autores estudiaron el mecanismo de retención de ciertos 

alquilbencenos y nitrocompuestos empleando series homólogas de alcohol-agua y en mezclas 

de ACN-aguass. Las pendientes obtenidas, que dan una idea de la polaridad del medio, son 

difeteutes para las distintas mezclas. Si la FE fuese inerte, los cambios en la polaridad de la 

FM deberían conducir a cambios proporcionales en la retención, independientemente del 

solvente orgánico empleado, por lo que se debería obtener iguales pendientes. Por lo tanto, 

estos resultados indicarían que la magnitud de solvatación de la FE es diferente, dependiendo 

del solvente orgánico empleado. 

En los últimos años se realizaron varios trabajos que muestran que la solvatación de 

la FE por el solvente orgánico es importante y que ésto se manifiesta en el tiempo de retención 

del soluto. Sentell y col." estudiaron la solvatación de la FE en RPLC en mezclas de ACN-

agua y Me0H-agua mediante I HRMN. Encontraron que en el caso de la mezcla Me0H-agua, 

la cantidad de agua asociada a la FE es casi cero, mientras que la cantidad de Me0H adsorbido 

es mínima entre el 40 y 80 % de Me0H, debido a la asociación 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 chisten de ACN posibilita un mejor contacto de ACN sobre la fase sólida. 

También observan asociación de moléculas de agua entre el 80 y el 100 % de ACN. Esto lo 

atribuyen a la interacción de las moléculas de agua libre con los grupos silanoles libres de la 

silica. 

Yamamoto y Rokushika87 investigaron el rol de la FE en la retención a través del 

cálculo del parámetro de solubilidad aparente (8.`), encontrando que la polaridad de dicha fase 

depende de la concentración de solvente orgánico. 
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La Fase Móvil 

La fase móvil en CLFI está constituida por un solvente polar, en general como ya se 

mencionó anteriormente, también por agua y un modificador orgánico, a los que se podrán 

agregar aditivos, sales o buffer. A mayor proporción de modificador orgánico corresponde 

menor retención (menor kg y a mayor proporción de agua corresponde mayor retención 

(mayor k'). 

Se considera que la selectividad del sistema está dada por el modificador, en función 

de su capacidad aceptara o dadora de H y de su momento dipolar, propiedades que 

determinarán el tipo y magnitud de la interacción con la muestra. 

Los solvente más usados en CLFI son, además del agua, Metano! (Me0H), 

Acetonitrilo (ACN) y Tetrahidrofurano (THF). Se considera que el agua actúa como 

transportadora y no aporta selectividad al sistema, la que estará dada por el modificador 

orgánico, los aditivos, el valor de pH, etc. En términos generales, la retención de un soluto por 

un dado modificador orgánico mezclado con agua está directamente relacionado con la tensión 

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 variación del k' es lineal 

con la variación de la tensión superficial. Si los valores de D son muy diferentes, aunque 

tengan valores similares de tensión superficial, el mecanismo de retención es diferente al 

anterior". Por ejemplo, cuando se utiliza una mezcla de Me0H-agua como FM, se forma un 

sistema temario 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 

volúmen de la mezcla y se encontró que es muy significativo mezcla de Me0H-agua como FM 

para la mezcla Me0H-agua y ha sido utilizado para calcular la constante de equilibrio de la 

asociación59. A partir de la constante de equilibrio se han construido curvas que relacionan la 

concentración de agua libre, de metanol libre y del dimero en función de la composición inicial 

de la mezcla. Las curvas indican que entre las fracciones volumétricas 0.4 y 0.8 la mezcla está 

compuesta por cantidades importantes del dimero, pero su concentración es despreciable en las 

mezclas de composiciones diferentes. Estos resultados explican algunos de los anomalías que 

se observan en cromatografia cuando se emplea esta mezcla. Como conclusión, se puede decir 

que la retención del soluto puede no mostrar una relación lineal entre el volúmen de retención y 

la concentración nominal de Me0H, en cuyo caso habrá que contemplar la proporción de 

Me0H asociado. 
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II. 2. 3. 2. Fase móvil en CLFN 

La elección de la fase móvil juega, como en toda modalidad cromatográfica, un papel 

fundamental. Como se ha podido ver, en cromatografia en fase normal la fase estacionaria es 

polar y la fase móvil de característica poco polar. 

Fuerza de elución de los solventes 

Snyder9° ha clasificado empiricamente a los solventes empleados en cromatografia en 

orden creciente de fuerza de elución, medido por el parámetro s° (o fuerza eluotrópica del 

solvente) y definió esa fuerza de elución como la "energía de adsorción del solvente por 

unidad de área ocupada por una molécula sobre un determinado adsorbente" (por lo general 

stlica gel o alurnina) Esto puede ser representado de la siguiente manera: 

1 

xn + n Mizt    Xa  + n Mn

donde; X y M representan las molécula de soluto y de solvente respectivamente, los subíndices 

n y a se refieren a moléculas no adsorbidas y adsorbidas, respectivamente. 

La relación existente entre la constante de adsorción (Kads) y s° está dada por: 

log Kads = log Va + a ( S° - As s° ) (39) 

donde, a es la actividad superficial, S° es la energía libre de adsorción de una molécula de 

soluto, Va es el volumen de la superficie de adsorbente y As. es el área del soluto. 
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La ecuación (39) no tiene en cuenta las interacciones soluto-solvente y solvente-

solvente en la fase móvil. Con respecto al parámetro s°, éste solo depende de la naturaleza 

química de la superficie y, como consecuencia, es independiente del soluto. Se obtiene por 

medidas del factor de capacidad k' de un soluto de tamaño conocido en una serie de solventes. 

Dicho estudio se realiza sobre un adsorbente en particular y aplicando la ecuación (40) se 

obtiene el valor de s°: 

Log ( k' /1C7 ) = a As ( s°2 -c°1 ) (40) 

donde, k'i es el factor de capacidad y los subíndices 1 y 2 hacen referencia a las medidas 

realizadas en dos solventes distintos. Para utilizar esta ecuación fue necesario definir 

arbitrariamente s° = O para algún solvente en particular. Para tal fin se seleccionó al n-

pentano. 

Como los valores de s° dependen del adsorbente, ellos se pueden determinar 

utilizando los parámetros empíricos de solvente (ver Sección II. 1. 3. 2.). Para silica gel, los 

valores de s° correlacionan con ICS y p según la ecuación (4l)': 

s° silica = (0.04 ±.0.02) + [0.46 ± 0.06 (x* - 0.2 S)] + (0.43 ± 0.05) 3 (41) 

Esto demuestra que la superficie de la anca es polar y ácida (notar que los coeficientes 

de 7C* y p son aproximadamente iguales) , es decir que tiene capacidad dadora de Hidrógeno. 

En la Tabla 1 se muestra la serie eluotrópica de algunos de los solventes más c,omumnente 

usados en CLFN. 
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Tabla 1. Serie eluotrópica según Snyder9° , de algunos solventes utilizados en CLFN. 
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Solventes Fuerza de elución, s° 

Alúmina Silica 

Constante Dielectrico 

(Debye) 

n- Pentano 0.00 0.00 L84 

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 ---- 10.7 

Dioxano 0.56 0.49 2.21 

Acetato de Etilo 0.58 0.38 6.11 

Acetonitrilo 0.65 0.50 37.5 

n- Propano! 0.82 ---- 21.8 

Etanol 0.88 - -- 25.8 

Metano' 0.95 --- 33.6 

II. 2.4. MECANISMO DE RETENCIÓN EN CROIVIATOGRAFIA LIQUIDA. 

La retención cromatográfica involucra un proceso de transferencia del soluto de la FM 

a la FE. El mecanismo de tran.sfeiencia puede ser de adsorción, partición o una combinación 

de ambos. La partición ocurre cuando el soluto es embebido completamente en la fase sólida 

mientras que la adsorción es una interacción flsica a nivel superficial. El resultado es un 

cambio del medio en el que se encuentra el soluto92 . 

Para explicar el mecanismo de retención 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 ningún 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 composición de la FM92. 

Se han empleado diversos métodos de investigación para afrontar el desafio de 

entender el mecanismo de retención en cromatografia líquida, desde estudios espectroscópicos, 

incluyendo UV-visible, RMN, IR, fluorescencia, difi-acción de neutrones, métodos térmicos y 

hasta los propios métodos cromatográficos. Como consecuencia de estos estudios, se puede 

concluir que los métodos experimentales por sí solos, no son suficientes para entender el 

mecanismo de retención93. Se necesita, además, un modelo teórico que lo sustente. 

2. 4. 1. Modelo de adsorción 
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La transferencia del soluto puede involucrar un fenómeno de contacto o interacción 

lisies con la FE diferente al proceso de partición, basado en las diferentes solubilidades del 

soluto en ambas fases. Este es el caso de procesos cmmatográficos de adsorción, fenómeno que 

gobierna a la CLFN. 

Se conocen normalmente dos tipos de adsorción: la fisica y la quimisorción. La 

adsorción física involucra energías pequeñas y el proceso de adsorción-desorción es rápido, ya 

que las fuerzas intermoleculares son del tipo Van der Waals. En la quimisorción se forma un 

enlace covalente entre el soluto y la fase adsorbente. La energía involucrada es normalmente 

grande, de similar magnitud a la formación de un enlace en una reacción química ocasionando 

que el fenómeno de adsorción-desorción sea lento. 

La retención del soluto en un sistema cmmatográfico sólido-liquido puede ocurrir, en 

principio, por varias vías, si consideramos que puede formarse una bicapa de moléculas de 

solvente adsorbidas a la FE, de modo que pueden presentarse tres situaciones: 

1. adsorción del soluto sobre la superficie del adsorbente desplazando las moléculas de 

solvente de la primer monocapa 

2. adsorción del soluto sobre la primer monocapa desplazando como consecuencia a moléculas 

de solvente de la segunda monocapa 

3. partición del soluto entre la FM y la multicapa de solvente 

Se desarrollaron varías teorías que intentaban explicar el proceso de sepación 

cromatográfico en CLFN, la primera de las cuales se debe a Snyder. Años después 

Soczewinski94 presentó un modelo que representa una simplificación del original" de Snyder 

y hoy, este modelo, llamado de desplazamiento o de competición, se atribuye a Snyder-



Soczewinski. Aflos más tarde Scott y Kusera96 '97' "' 99 expusieron el modelo llamado de 

intercambio de solvente. 

Modelo de Snyder - Soczewiski 9°' 94

Se denomina de "desplazamiento" porque se basa en las siguientes suposiciones: 

• Las moléculas de soluto en solución compiten dentro de la columna con las molécillas del 

solvente por lo sitios activos del adsorbente que posee caracteristic,as polares. 

• 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 solución 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 B y 

cuando la concentración de A en la FM es lo suficientemente grande como para que la FE esté 

completamente recubierta por el solvente A, la relación entre el factor de capacidad k' y la 

fracción molar XA , es: 

log k' = - n log XA log k'A (42) 
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donde, k'A es el factor de capacidad del soluto en el solvente A puro y n AA / a5 , donde AA 

es el área molecular del solvente y a, el área molecular del soluto. 

Modelo de Scon - Kusera 96. 97' 98' 99

Es aplicable cuando se trabaja con solventes polares no-prótícos o sea aquellos 

solventes que en estado puro no pueden desarrollar uniones hidrógeno, tales como el l'HF, 

ACN, AcEt, etc. 

Este modelo supone que luego 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 1-1., y que cuando se 

pone en equilibrio con un solvente no-polar éste formará una monocapa (la segunda), luego las 
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las moléculas del soluto interactuarán incorporándose a esta segunda monocapa. A este 

proceso, Scott y Kusera lo definen como "sorción" 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 interactúan con los grupos hidroxilos hidratados de la superficie. 

• Si las moléculas del soluto son muy polares, más que las del solvente polar, cuando se está 

por lograr la cobertura de la monocapa de la superficie, tienen lugar fenómenos de asociación 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 

estacionaria 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 concentración mínima 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 s'Eco no 

cambia con sucesivos agregados del solvente polar. Las interacciones del soluto con la FM 

determinan ampliamente la dependencia de k' con la composición del solvente. 

La dependencia de k' con la concentración del solvente más polar, Cp queda 

expresada como: 

1 /k' = A + BCp (43) 
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donde A y B son constantes que dependen del sistema soluto-solvente y Cp (expresado en % 

VA') es el porcentaje del solvente orgánico más polar. 

Puede ocurrirm que los datos experimentales se ajusten, en determinadas condiciones 

y rangos de composición de la FM, a cualquiera de los dos modelos de retención anteriormente 

mencionados, con lo cual no podremos diferenciar entre un mecanismo u otro. 

Snyder y poppei 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 s'Eco térmicamente tratada 

es de 8-9 !..t moles/ m2 y no de 2.5 i moles/ m2 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 
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explicar el proceso de separación cromatográfica en fase normal, fase inversa e incluso en el 

campo de la cromatografía gaseosa. 

II. 2. 4. 2. Modelo de Partición 

1 
1 

1 

1 

A pesar de haber sido ampliamente estudiado, aún no se comprende totalmente el 

mecanismo de retención en fase inversa. Se ha sugerido que el modo de interacción entre el 

soluto y la fase ligada puede ser de tres tipos: partición del soluto entre la fase móvil y la 

estacionaria líquida, adsorción sobre una fase estacionaria sólida, o bien un proceso mixto 

partición-adsorción. 

En el modelo de partición 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 partición estará dada por 

la afinidad química del soluto por alguna de las fasesi°2. 

Sentell y Dorseyi °3 han hecho referencia a tres líneas de evidencia que soportan el 

proceso de partición: 

1) la partición se ve afectada por el grado de recubrimiento del soporte por las cadenas 

alquilicas, mientras que la adsorción no. Es decir, si el mecanismo es de partición, el soluto 

debe penetrar en la fase sólida. Si el grado de recubrimiento cambia, el coeficiente de partición 

debe cambiar y como consecuencia también lo hace el tiempo de retención. Si el mecanismo es 

de adsorción, el soluto interacciona con las cadenas alquílicas sin penetrar a la FE y diferentes 

recubrimientos no cambiarían en forma considerable el tiempo de retención. 

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

del sistema octanol-agua. Este sistema se utiliza para ejemplificar el sistema de fase inversa en 

donde el octano! reproduce las cadena alquílicas (FE) y el agua la FM. El hecho de encontrar 

en tales sistemas una relación lineal da cuenta que el soluto se particiona entre ambas fases. 

3) en los gráficos de ln k'vs. número de átomos de carbono de una serie homóloga se observan 

discontinuidades en el punto en donde el número de átomos de carbono de la molécula es 

cercano al número de átomos de carbono de la fase enlazada. Esto indica que el fenómeno de 

partición existe y que la molécula de soluto penetra verticalmente en la FE ¡04 (ver Fig. 8) 
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II. 2. 4. 3. Modelo termodinámico-estadístico de Dill 

Este modelo describe la retención de varios compuestos aromáticos incluyendo aminas 

v fenolesl°5. La forma generalmente utilizada es: 

logk'= a4)2 + b4) + c (44) 

en donde 4) es la fracción volumétrica de solvente orgánico o modificador orgánico (MO) en la 

mezcla. El término cuadrático no suele ser necesario, sobre todo si 4) no cubre todo el rango de 

composiciones. La forma lineal derivada de esta ecuación es la más empleada en cromatografia 

líquida en fase inversa. Su origen es puramente empírico, aunque los investigadores Kemula y 

Buchowski I i)6 le dieron fundamento teórico a través de un modelo de retención que considera 

la partición del soluto entre la FE y la FM. La ecuación correspondiente al modelo de Kemula-

Buchowski es: 

log k' = -S4) + log k's., (45) 

donde 4) como en la ecuación anterior es la fracción de volumen del solvente orgánico, S es 

conocido como el parámetro de Snyder y depende principalmente de las interacciones soluto-

FM y k'i „. es el factor de retención en agua pura. 

II. 2. 4. 4. Modelo solvofóbico 

La teoría solvofóbica de Horváth1073°8 es probablemente la de mayor aceptación. 

Según ésta, la fuerza de la retención en fase inversa se debe al aumento de entropía que 

acompafía a la transferencia del soluto de la fase móvil (polar) a la fase estacionaria (no polar). 

Dicho de otro modo, la interacción entre moléculas de soluto y de solvente es mucho más débil 
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que la interacción de las moléculas de solvente entre sí. Como consecuencia, el soluto es 

expulsado de la fase móvil y forzado a penetrar en la fase estacionaria, que actúa como un 

receptor pasivo. En la Fig. 8, se muestra como un soluto (fenol) interacciorui con la fase ligada. 

En este caso, puede suponerse que el grupo polar se orienta hacia la fase móvil acuosa, 

mientras que su porción hidrofóbica lo hace hacia la superficie hidrocarbonada. La magnitud 

de la interacción soluto-FE (y la retención) será mayor cuanto mayor sea el tamaflo del grupo 

no-polar y consecuentemente, la superficie de contacto. 
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1 
1 
1 
1 
1 
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1 
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Fig. 8 . Mecanismo de retención en fase inversa. Interacción de fenol con la FE y FM68

Por el contrario, los solutos con grupos polares favorecerán la interacción con los 

solventes polares y reducirán la retención. 

En la práctica, sin embargo, el mecanismo de retención se complica por la presencia 

de silanoles residuales, aunque en la actualidad existen columnas con distinto grado de 

recubrimiento (columnas end-capped) que se caracterizan por tener un menor número de 

grupos silanoles como residuo. 
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II. 3. Relación solvatocrornismo-cromatografla líquida. 

Se puede establecer una relación entre el fenómeno de solvatocsomismo y la 

cromatografia líquida por medio de un estudio de las interacciones moleculares en los sistemas 

cromatográficos a través de parámetros empíricos de solvente basado en un modelo simple de 

los procesos en solución. Todos los tipos de sistemas químicos que no reaccionan con el 

solvente pueden ser controlados por fenómenos como puede ser el de formación de una cavidad 

por parte del soluto en el solvente o por fenómenos de interacciones soluto-solvente. Estas 

mteracciones pueden escribirse (ver sección H. 1. 4.) en términos generales como: 

XYZ = XYZo + energía de formación de la cavidad + E interacciones soluto-solvente (46) 

donde XYZ y XYZo representan la propiedad medible (dependiente del solvente) en un 

solvente dado y en uno de referencia . Una forma de dilucidar las interacciones involucradas en 

croraatografía líquida y relacionar estas con el mecanismo de retención del soluto es haciendo 

uso de las Relaciones Lineales de Energía Libre de Sovatación (RLES)1°9. Esta 

metodología se aplica a procesos cromatográficos de la siguiente manera: 

log k' = log k'o + m (8m2 - &e2) V2 / 100 + 5 (re*  2tra* ) 7C2*

+ Te-  132 b (ae - arr,) cc2 (47) 

donde 8 es el parámetro de solubilidad de Hildebrand, Nr2 es el volúmen molar del soluto, ira, a 

y p son los parámetros solvatocróraicos de Kamlet y Taft definidos en secciones anteriores, y 

m, s, a y b son los correspondientes parámetros de ajuste. Los subíndices 2, m y e se refieren al 

soluto en las FM y FE respectivamente. La ecuación 47 se reduce a la ecuación 48 cuando se 

utiliza el mismo soluto en la misma columna pero variando la composición de la FM, o sea que 

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

términos con subíndices "e" y "2" permanecen constantes. 
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log k' = log k'o + S 7Cm* + a cc. + b prn (48) 

donde 7Cm*  , a ra y Pm son los parámetros solvatocrómicos de mezclas acuosas. Esta ecuación 

es muy utilizRda en CLF1, donde la FM es una mezcla acuosa'  g5. 

Park y col g5 , encontraron que la retención de ciertos fenoles monosustituidos 

dependen de rt* y ccen la mez,cla Me0H-agua; solo de 7C*  en la mezcla ACN-agua; y de 7t* y 13 

en la mezcla THF-agua. Los autores atribuyen este fenómeno a la acidez del metanol en el 

primer caso, y a la basicidad del THF en el último caso. 

1 
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II. 4. ComPuEspas ESTUDIADOS 

II. 4.1. NTTROANILINAS 

II. 4. 1. 1. Importancia del estudie de las nitroanilinas 

Estos compuestos por lo general son sólidos y su estructura cristalina es adecuada para 

ser usados como materiales para los estudios de óptica no-lineal' 11 ya que estos cristales generan 

una cierta polarizabilidad microscópica, proceso que se denomina generación de segunda 

armónica o GSA112 . Además la capacidad dadora y aceptora de H de estas moléculas está 

fuertemente relacionada al reconocimiento de patrones en agregados moleculares'13. 

La estructura electrónica de las nitroanilinas es de interés ya que ellas son parte de 

algunas moléculas simples que contienen grupos dadores (-NH2 ) y aceptores (-NO2 ) de 

electrones unidos a un anillo bencénico114. Para la mayoría de los bencenos sustituidos, el 

momento dipolar en solución de benceno puede ser considerado aproximadamente la simia del 

momento dipolar de los bencenos monosustituidos. Sin embargo, los momentos dipolares 

observados para o- y p-nitroanilina son 16 y 20 % respectivamente más altos que los valores 

calculados, mientras que para la m-nitroanilina es solo un 3 % más alto que el valor calculado'" 

El momento dipolar inusual se atribuye a la elevada contribución de las estructuras 

polares o-, p- quinonoides que presenta la configuración del estado fundamental de estas 

moléculas. Estas estructuras resonantes son caracterizadas por una interacción intramolecular de 

transferencia de carga entre el 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 

parcial como fue calculado para o- y p-nitroanilinal 15'116. 

Las nitroanilinas se emplean ampliamente en la síntesis de colorantes azoicos. Estos 

conforman el grupo más numeroso de colorantes. Se preparan por copulación de una amina 

diazotada con una amina o un fenol y tienen uno o más enlaces azo (-N=N). Un ejemplo de un 

colorante azoico es el Negro Azulado del Naftol B, que se prepara por copulación del ácido A 

(ácido 8-amino- 1-naftol, 3,6-clisulfónico), con anilina diazotada en solución básica y p-

nitroanilina diazotada en solución ácida117. 

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 edu1corantes118. El derivado propoxi- es uno de los edulcorantes más potentes que se 

conoce, pero su toxicidad hace que carezca de importancia. 

II. 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 conjugación más eficaz del par no compartido del nitrógeno con el 

anillo bencénico se obtiene cuando el par no compartido se sitúa en un orbital p, paralelo a los 

orbitales p del sistema x aromático. Sin embargo, los pares no compartidos son por lo general más 

estables en orbitales que poseen cierto carácter s. En el caso de la anilim, se alcanza un 

compromiso energético en el que el orbital del par no compartido posee un carácter p más 

acentuado que en el amoniaco pero reteniendo parte del carácter s. Por consiguiente el grupo -NH2

de la anilina sigue siendo piramidal pero con el ángulo H-N-H (113.9°) mayor que en el amoniaco 

(107.1°). El plano H-N-H intersecta el anillo bencénico con un ángulo de 39.401" 

Los sustituyentes en la anilina influyen en su basicidad. Los efectos de los sustituyentes 

incluyen efectos inductivos y de resonancia. Por ejemplo, el grupo -NO2 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 ea o- y p-. Esto se puede ver reflejado en 

las constantes de basicidad : pKb (o-nitróanilMa) = 14.3> pKb (p-nitroanilina) = 13.0 > pKb 

(m-nitroanilimt) =11.5. La diferencia entre o- y p-nitroanilina es debido al mayor efecto inductivo 

en la posición orto117
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Fig. 9. Estructura de las nitroanilinas estudiadas. 

IL 4.2. MICOTOXINAS 

II. 4. 2. 1. Generalidades 

Los hongos filamentosos en general producen un gran número 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 famitiRs 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 por hongos que son tóxicos en pequeilas 

concentraciones y que afectan a vertebrados y otros animales cuando son introducidas vía una ruta 

de contaminswión natural. 
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Cuando se considera la rama de los alimentos, la mayoría de las micotoxinas encontradas 

en ellos son producidas principalmente por especies de hongos del género Aspergillus, 

Penicillium, Fusarñmr y Alternaría. Algunas de las micotoxinas más importantes y más 

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 razón de nuestro estudio Alternariol (AOH) y Alternariol 

metil éter (AME). Cabe mencionar además algunas otras micotoxinas, tales como el Acido 

Tenuaz,ónico (reA), Altertoxina I (ATX- I) y Altenueno (ALT), todas ellas producidas por el 

género Alternarla Alternata. 

Las especies de Alternaría son encontradas muy comúnmente en muchos alimentos y 

cereales. La infección 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 Alternaría 
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En nuestro pais el género Alternaría se ha detectado119 como uno de los contaminantes 

más frecuentes en girasol. En este sustrato se ha encontrado contaminación 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 

identificación y cuantificación se requieren las rantidades o los porcentajes máximos de toxinas 

posible. Gran parte de la problemática radica en la elección de los solventes o mezclas de solvente 

que sea apta para dicha extracción. Esa elección se realiza en gran medida a prueba y en or sin 

hacerse estudios sistemáticos de las distintas interacciones existentes entre los solventes usados y 

las micotoxinas. 

Varias técnicas cromatográficas se han usado para la separación de estas micotoxinas 

pero no son obtenidas en forma pura usándose otras técnicas para su purificación' 2°. 

La cromatografia líquida se usa para tratar las micotoxinas con tres fines: a) realizar la 

limpieza del extracto, b) realizar separaciones y purificaciones a gran escala, c) realizar un análisis 

cualitativo y cuantitativo. Debido a que la mayoría de las micotoxinas de interés son altamente 

polares, se aplica para su estudio la cromatografia líquida de alta performance utilizando 

columnas de fase inversa y en algunas ocasiones columnas de fase normal. 

11 4. 2. 2. Estructura 

Como se observa en la Fig. 10, la mayoría de las micotoxinas del género Alternaría 

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 el caso de ATX-I son derivados 

perilénicos y el caso del TeA tiene la estructura de un ácido tetrámico. 
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III. PARTE EXPERIMENTAL 

III. 1. PURIFICACIÓN DE REACITVOS 

III. 1.1. NITROANILINAS 

o-Nitroanilina (oNA) (Carlos Erba), m-Nitroanilina (mNA) (Carlos Erba) y p-

Nitroanilina (pNA) (Carlos Erba), fueron purificadas por sublimación a alto vacío y 

comprobada su pureza por determinación del punto de fusión: PF (oNA) =71.6 °C, lit = 71.5 

°C1, PF (mNA) = 114.2 °C, lit = 114°C1 , PF (pNA) = 148.5 °C, lit.= 148.6 °C1 . 
Las N,N-Dimetil-Nitroanilinas fueron sintetizadas como se describe a continuación 

según método encontrado en la literatura2 : se prepara una solución de la anima a metilar en 

tetrahidrofurano a la que luego se le agrega en forma secuencia': 11131i cierta cantidad de 

borohidruro de sodio, un determinado volumen de una solución 3 M de ácido sulfúrico y un 

determinado volumen de una solución al 40 % de formaldehído. La temperatura de la reacción 

se controla para Tics no supere los 15 a 20 °C. Todos los reactivos se ponen en exceso en 

relación a la cantidad de amina agregada Luego se trata la mezcla con una solución de 

hidroxido de sodio y se extrae dos veces con un determinado volumen de éter etílico. La 

fracción orgánica se trata con una solución saturada de cloruro de sodio y se seca con sulfato de 

sodio anhicho Luego se concentra la solución y se procede a purificar el extracto por 

cromatografia en columna usando sílica gel como fase estacionaria y como eluyente primero 

tolueno, luego tolueno -metano' (60-40) y por último metano!. Las fracciones se controlan por 

cromatografía en capa fina (CCF) encontrándose en las dos primeras el producto de interés. 

Dichas fracciones fueron mezcladas, concentradas y se les realizó una nueva cromatografía en 

columna. N,N-Dimetil-o-Nitroanilina (NNoNA), que a temperatura ambiente es un líquido 

aceitoso de coloración rojiza, %é nuevamente purificada por cromatografia en columna usando 

una mezcla de tolueno- metano" (50-50) como solvente de elución. Su pureza fue controlada 

por CCF, tanto N,N-Dimetil-m-Nitroanilina (NNmNA) como N,N-Dimetil-p-Nitroanilina 

(NNpNA) fueron purificadas por sublimación a alto vacío y comprobada su pureza por 

determinación del punto de fusión: PF (NNmNA) = 60.0 °C, lit = 60-1 °C1 , PF (NNpNA) = 

163.5 °C, lit. = 164.5 °C1 . 
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HL 1.2.  MICOTOYOYAS 
4 

Los extractos de hongos productores de las micotoxinas fueron provistos por el grupo de 

Investigación en Micología del Dpto. de Microbiología de la U.N.R.C, con quien se realizó el 

trabajo en colaboración. 

Dichos extractos fueron provistos en metano!, y luego se le realizó una cromatografia en 

columna con silicagel con el objeto de separar la parte que contenían las micotoxinas de 

interés, en nuestro caso AOH (alternariol) y AME (Altemariol monometil éter)3. El material 

fue eluído con éter de petroleo-tolueno-acetona en la proporción 6:3:1. 

A cada fracción proveniente de la cromatografia en columna se le realizó una CCF en 

una mezcla de tolueno-acetato de etilo-ácido fórmico (TAF) [6:3:1]. Estas fracciones, las cuales 

contenían AOH y AME (comprobado con patrones de AOH y AME marea Sigma), estaban 

acompañadas con otras sustancias4 cuyos Ri eran muy similares 

Frente a este inconveniente se recurrió 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 extendió la 

mezcla sobre la placa de vidrio, se dejó secar a temperatura ambiente y despues se activó por 

espacio de una hora a 120 °C. El sembrado del extracto se realizó con una pipeta Pasteur a la 

cual se le adozó en la punta dos o tres hebras de hilo de algodón. El sembrado se realizó de 

punta a punta en forma horizontal. El cromatograma se desarrolló con una mezcla de TAF. 

Las manchas que resultaron de interés, se rasparon con una espátula , se recogió la Etílica sobre 

papel de aluminio y luego se realizó una extracción con acetona; posteriormente se filtró para 

separar la sílica del resto de la solución. A las soluciones de las micotoxinas en acetona se les 

realizó una CCF junto con los patrones de AOH y AME para comprobar su pureza (estas 

toxinas fluorecen al UY con una coloración violacea lo cual facilita su identificación). 

De esta manera se realizaron los trabajos de purificación de las fracciones de AOH y 

AME las cuales se conservaron en frío en la solución de acetona. 

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

partiendo de 5 kgrs. de arroz5 que es el medio de cultivo para la obtención de las mismas, por 

lo tanto el rendimiento práctico es muy bajo. 
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A las fracciones obtenidas de AOH y AME se le realizaron estudios de 1HRMN, UV y 

HPLC para comprobar sus purezas. Los resultados obtenidos por estos estudios fueron 

satisfactorios permitiendo afirmar que los extractos estaban puros 

Hl. 1.2. 1. Propiedades físicas y químicas de AOH y AME 

A continuación se listan las propiedades físicas y químicas de AOH y AME: 

AOH (Ci4H1005.), PM = 258.05. Cristaliza en forma de agujas incoloras en una solución fría 

de etanol-agua. Pf = 350 °C (descompone6 ). Da un color púrpura cuando se le adiciona una 

solución alcohólica de tticloruro férrico. Presenta fluorescencia de color azul cuando se le 

irradia con luz ultravioleta_ Presenta las siguiente bandas en el espectro UY: X.. en Et0H (e) 

= 335-342 nm (11.500) (banda ancha), 301 nm (11.200), 290 nm (10.500), 257 iun (53.700), 

230 nm (33.900). El espectro de masa7.g 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 n 1 .c

AME (C15141200, PM = 272.07. Cristaliza en forma de agujas incoloras a partir de Et0H. Pf= 

267-268 °C 6". Da tm color púrpura cuando se le adiciona una solución alcohólica de 

tricloruro fénico. 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 
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IIL 2. PURIFICACIÓN DE SOLVENTES 

La marca y la calidad de los solventes utilizados, se detallan en la Tabla 2. Se utilizó 

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 literatunal° , hasta lograr el punto de corte que figura en bibliografía. La 

purificación se relizó como se detalla a continuación: 

Etanol (Et0H) [Merck] : se mantuvo en reflujo sobre óxido 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. 

Trietilamlna (TEA) [Merck] : se almaceno la amina sobre hidroxido de potasio durante vario 

días, Con posterioridad, se destiló sobre sodio metálico en atmósfera de nitrógeno seco, previo 

reflujo, recogiendo la fraccion central.". 1 2' 1 3
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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) 
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Solvente Abreviatura Marca / Calidad Punto de corte 

(imi)h

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 210.0 

Acetona Ac 

' 

Sintorgan HPLC 

Dicloroetano DCE Sintorgan HPLC 230.0 

Diclorometano DCM Sintorgan HPLC 232.0 

Cloroformo Clf Sintorgan HPLC 245.0 

Tetracloruro de Carbono CTC Sintorgan HPLC 251.0 

Etanol Et0H Merck' P.A 207.0 

2-Propanol 2-PrOH Sintorgan HPLC 221.0 

Metano' Me0H Sintorgan HPLC 205.0 

Butanol BuOH Sintorgan HPLC 230.0 

Trietilamina TEA Mercica P.A 255.0 

Acetato de Etilo AcEt Sintorgan HPLC 246.5 

Eter Etílico EE Sintorgan HPLC 230.0 

Tolueno Tol Sintorgan HPLC 259.1 

Benceno Bz Sintorgan HPLC 250.0 

'Solventes purificados en el laboratorio 

5 Datos obtenidos de bibliografial° 
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III. 3. MEDIDAS EXPERIMENTALES 

IIL 3.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCIÓN ELECTRÓNICA 

Las medidas de absorción fueron realizadas en un espectrofotómetro modelo Cary 17, 

equipado con porta celdas termostatizables. Se utilizaran celdas de cuarzo de 10 mm de paso 

óptico. 

La temperatura de trabajo fue de 25 ± 0.2 °C y se mantuvo constante utilizando un 

termostato de circulación de agua. 

La frecuencia del máximo de absorción (v.) se midió tomando el punto medio entre 

las dos posiciones del espectro donde la absorbancia es 0.9 A.„,..„ 

El error en las medidas de la longitud de onda es de ± 0.05 nm que es el equivalente a 

20 cm-1 en número de onda, lo que representa un error relativo menor al 1 % en el corrimiento 

medio observado. 

El an.álisis de las características de las bandas observadas se realizó inicialmente en 

base a los espectros de los solutos en solventes no-interactuantes, como CHx o Hx; luego, se 

midió el espectro en los restantes solventes. Se compararon los espectros en posición e 

intensidad, eligiéndose así como propiedad de estudio. 

Este estudio se completa con el análisis 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 trabajó en la zona donde se cumple la Ley de Lambert 

y Beer. 

Para las medidas espectroscópicas empleando mezclas binarias de solventes, se 

procedí° del siguiente modo: se prepara una solución patrón de concentración conocida y, a 

partir de ella, se preparan por pesada soluciones de igual concentración de soluto pero de 

diferente fracción molar del solvente. Para ello se utilizan buretas de 5 ± 0.05 ml. Como 

referencia se empleó una mezcla de solventes en la misma proporción que la muestra. 
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Las medidas cromatográficas se realizaron en un cromatógrafo HPLC modelo Varian 

5020. Para las medidas en fase normal se utilizó una columna Micro Pak Si-5 (150 x 4 mm) y 

para las determinaciones en fase inversa se utilizó 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 retención fueron registrados por un integrador Varian 4270/4290. 

Los tiempos de retención correspondientes a los máximos de los picos, fueron 

calculados por el integrador, se midieron por triplicado y se promediaron. Se consideró como 

tiempo muerto al tiempo de elución del solvente orgánico puro para las medidas en fase inversa 

y al tiempo de elución de n-hexano puro para las medidas en fase normal. 

HL 4. MÉTODOS DE ANÁLISIS Y CÁLCULOS UTILIZADOS 

HL 4.1. MÉTODOS ESTADÍSTICOS 

HL 4. 1. LAnálisis por regresiones 

El análisis de regresión (entiéndase por regresión como la magnitud del cambio o 

modificación de una variable asociada al cambio unitario de otra variable) es muy empleado en 

química para encontrar alguna relación entre una serie de datos con determinadas variables 

independientes o parámetros. La ventaja principal de este tipo de metodología es que de forma 

simple se pueden introducir o adicionar variables. De alli que se tiene: la regresión simple, 

donde la variable independiente es una sola, mientras que en la regresión múlliple las 

variables independientes a introducir pueden ser varias a la vez. 

Otro tipo de regresión es la denominada regresión paso a paso (Stepwise regresion) 

que, como su nombre lo indica, es un tipo de regresión en donde paso a paso se van 

descartando o eliminando variables independientes que uno introduce hasta lograr una 

regresión acorde a ciertos criterios o test. 

Los métodos de regresión están basados en el supuesto de mínimos cuadrados. 
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En un proceso de medición los datos experimentales están sujetos a metes, tales como 

errores del instrumento, operador, etc. El procedimiento de mínimos cuadrados pretende 

minimizar la varianza s, es decir: 

s = [ E (Yobs. - Ycal.)] n 

donde n es el número de mediciones e Y la variable experimental. 

Los supuestos de mínimos cuadrados son: 

1.- Y, sin error, esto dependerá del diseno 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 distribución normal. 

Si se cumplen estos tres supuestos se puede una regresión. 

Para verificar la no colinealidad de las variables independientes, y suponiendo que 

solamente hay dos variables (x 1 y x2), se hace la matriz de correlación. 

El valor óptimo de una matriz de correlación es el siguiente: 

x 1 x2 

xl 

x2 

Cuando r2 0.7 (en donde r es el coeficiente de determinación de cada variable) existe 

alta colinealidad entre las variables. 

Si hay más de dos variables además de la matriz de correlación se calcula un factor 

denominado, factor de inflación, para cada una de las variables. 

El factor de inflación (f) se define": 

f= 1/(1-r2) 

El valor óptimo para decir que dos o más variables no son colineales es cuando f = 1 que 

corresponde a r2 =0. 

Se consideran que las variables no son colineales cuando f toma valores entre 4y 7•14 
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Por otro lado, la multicolinealidad entre las variables independientes puede ser medida 

en términos de los autovalores de la matriz correlación. El cociente entre el máximo y mínimo

autovalor se conoce como "número de condición" ( 4)). Cuando éste valor es mayor a 1000 

existe alta colinealidad entre las variables. 

4) = X.max. ?min. 

donde Xmax. / Xmin son los autovalores de la matriz de correlación. 

Para calcular los autovalores de la matriz de correlación (X1 X2) se debe diagonalizar 

esta matriz. Una matriz (XI X2) es diagonalizable si existe otra matriz (V) tal que: 

x0 0 O 

V-1 (X1 X2) y = r 8.00 = O X.

O O 

O 

1 K

donde: 8 k = 0, si j =kySi k = 1 , si j k , XI, 1.2 y san los autovalores de la matriz de 

correlación (XI X2). 

Si las variables independientes son colineales no puede usarse el método de regresión 

basado en minimos cuadrados. Para estos casos se utiliza un tipo particular de regresión 

denominada "regresión cresta". 

La regresión (Insta modifica el procedimiento de mínimos cuadrados cuando hay alta 

colineafidad entre las variables. Por ejemplo, dada la siguiente matriz de correlación: 

xl x2 

xl 

x2 

1 0.999 

0.999 1 
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Los autovalores de esta matriz son: = 1.999 y X2 = 0.001 y el número de condición 

= 1.999 / 0.001 = 1999 y, por lo tanto, los valores del factor de inflación serán: 

t'(Xl) = 500.25 y f (X2) = 500.25 

Tanto el valor de como los valores de f muestran que existe una alta colinealidad entre 

las dos variables (Xi y X2 ). 

Esta alta colinealidad puede resolverse como se mencionó anteriormente modificando el 

procedimiento de mínimos cuadrados. Para ello se reemplaza la matriz anterior XI X2 por (X1 

X2 + O Y), donde + es un nuevo parámetro, cuyo valor está comprendido entre Oy 1 eY es la 

matriz identidad. Por ejemplo: si 4=0.1, la matriz anterior queda representada por: 

xl x2 

xl 

x2 

1.1 0.999 

0.999 1.1 

Así, los autovalores de esta nueva matriz son : = 2.099 y 1 2 = 0.101 y por lo tanto 

= 2.099 / 0.101 = 20.99. Es decir, el efecto perjudicial que producía el autovalor más chico, 

cambiando la matriz de correlación se ve mucho más disminuido. 

Los cálculos de regresión fueron realizados utilizando un programa Statgraf y Stata en 

una PC 586 DX. Estos programas permiten obtener los coeficientes de determinación de cada 

regresión y el nivel de confianza de cada coeficiente de determinación, medido a través de la 

desviación standard, test de Student y test de Fischer. 
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111. 4. 1. 2. 

(ACP)15' 16

Metodos multivariados de análisis. Análisis de los componentes principales 

En este trabajo también se realizó un análisis estadístico de los datos obtenidos. El 

método utilizado fue Análisis de Factores Abstracto (AFA) o también denominado Análisis 

de los Componentes Principales (ACP). 

El análisis de factores es una técnica muy útil para el estudio de fenómenos químicos 

complejos cuya interpretación requiere de métodos multivariados de anáksis. El ACP se usa 

para determinar el número de factores responsables de la variación de una matriz de datos. El 

objetivo del análisis es tomar p variables definidas como : X1, X2„ Xp y encontrar 

combinaciones de estás variables para producir índices Z1, Z2„ 4 que no se encuentren 

correlacionados. 

La falta de correlación es una propiedad conveniente porque significa que los índices 

(Z) son medidos en dimensiones diferentes que el dato. Los índices son ordenados de manera 

que Z1, indica la cantidad más grande, Z2 la segunda cantidad má.s grande y así 

sucesivamente. De esta manera, la s (Z1 ) s (12 )   s ( 4 ), 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 mayoría de los 

indices sean bajas o insignificantes y por lo tanto, la variación 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 están correlacionadas, el ACP no hace absolutamente nada. Los 

mejores resultados se obtienen cuando las variables originales correlacionan marcadamente y, 

para el caso de 20 0 30 variables, 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 combinación lineal de la variables X17 X27  7 

X1),

= a11X1 4- a 12 X2 "4  -

donde los factores a están sujetos a la condición: 
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2 aii +a2 12 +   + a2 
lp 

De este modo, la varianza de Z1 , s(Z1) es grande haciendo restricciones sobre las 

constantes al,. Esta restricción se introduce porque sino la s(Zi) puede incrementarse 

simplemente incrementando uno de los valores de a . El segundo componente principal: 

Z2 = a 21 XI + a 22 X2 +   + a 2p Xp 

es tal que la s(Z2 ) y los valores de a también están sujetos a la condición 

a
2

21 +a 2 22 +   + a2 2p = 1 

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

Individuos xl X2 Xp 

1 

2 

• 

• 

Xii X12 X lp 

X21 X22 X 2p

X nj 

• 

• 

X n2 X nP 

y también la condición que Z1 y Z./2 no correlacionen. Los demás componentes principales se 

definen de la misma forma que los anteriores. Si hay p variables puede encontrarse p o más 

componentes principales. 
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Uno de los pasos a seguir en un ACP involucra encontrar los autovalores de la matriz 

de las covarianzas, la matriz es simétrica y tiene la forma: 

C 21 

C12 

  C11, 

? 22 C 2p 

p2   C pp 

donde los elementos de la diagonal c„ es la varianza de X, yc, es la covarianza de las 

variables X, y Xi 

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 XI O, luego X., corresponde a los i componentes principales 

Zi = a + a X2 +   + a 4) Xp 

En particular, s(Z, ) = X, y las constantes a a a,  , a ip son los elementos de los 

correspondientes autovectores. 

Una propiedad importante de los autovalores es que ellos se adicionan a la suma de los 

elementos de C. Esto es: 

+ x2 +  + xv = + c22 + + cp, 

donde, c es la varianza de los X, y X., 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 variar-izas unitarias, antes de comenzAr con el análisis 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 

C 21 

C pl 

C 12 

1 C 2p 

• 
• 
• 

C p2 1 

donde c ti = c j, es la correLsción que existe entre X y X.i

A continuación se resumen los pasos principales del ACP: 

1.- Comenzar por codificar las variables X que tienen significancia cero o varianz,as 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 correlación si se ha realizado el 

primer paso. 

3- Encontrar los autovalores 11 y los correspondientes autovectores a1 . Los coeficientes de los 

i componentes principales están dados por ad con su varianza . 

4- Descartar algun componente que afecte en pequeñas proporciones en la variación 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 varianza De esta manera, se pueden 

ignorar las restantes 17 variables. 

En resumen, el ACP reduce el número de las variables originales a un pequeño número 

de indices ( componentes principales) que son una combinación lineal de las variables 

originales Dicho análisis provee un camino óptimo para obtener índices tal que la variación en 

los datos pueda ser descripta más ajustadamente. 

Hay otros ejemplos de métodos multivariados de onáliciis como es: análisis de 

agrupamiento o cluster analysis y el análisis de factores objetivos o Target Factor 

Analysis (TFA). El análisis de agrupamiento está relacionado con la identificación de grupos 

de individuos de comportamiento similar, mientas que el análisis de factores objetivos, es una 

versión extendida del ACP mediante el cual se puede probar matemáticamente parámetros que 
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tienen significado fisico e identificar los factores con los cuales se puede reproducir tma matriz 

de datos. 

El análisis de regresión, antes mencionado, implica un ajuste forzado de la ecuación 

mientras el análisis de factores posee un criterio menos arbitrario para la selección e 

identificación de las posibles causas de variación en la serie de datos evitando la introducción 

de hipótesis previas. En el esquema 1 se muestra un cuadro comparativo entre una regresión y 

im análisis de factores17

Vectores de datos 
soluto n 

log k 
log k ,
log k 

log 

Análisis de regresión 
variables indepte. 

I Datos de log k 

44 Adoptado como 1 

Elección de las variables 
indepte. significativas 

Establecimiento de los 
modelos individuales 

de correlación 

Parámetros' 
de solvente 

+
Adoptado como 
vectores "Target" 

Información 
química 

Matrices de datos 
soltaos 

logku log k  log k,
10g k 21 log k  log k

log• k log. k m2, logk 

4 
I ACP I 

Determinación del 
número de factores 

TFA I 

Establecimiento de un 
modelo general de 

correlación 

Esquema 1. Cuadro comparativo entre una.regresión y un análisis de factores 

Como se mencionó anteriormente el ACP ha demostrado ser una tecnica muy poderosa 

para estudiar fenómenos químicos complejos. El ACP ha sido usado, por ejemplo, por E, 

Casassas y col' g., los cuales aplicaron el TFA para encontrar cuales son los parámetros 

fisicoquímicos que afectan el solvatocromismo de distintos indicadores en la mezcla dioxano-

76 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

agua. Además, dichos autores también han determinado, aplicando ACP, la influencia de 

diferentes electrolitos inertes, sobre la constante de protonación en la mezcla de solventes antes 

mencionadalg. 

III. 4. 2. CÁLCULO DE LAS ENERGIAS DE ENRIQUECIMIENTO DIELÉCTRICO 

Los cálculos de las energías de enriquecimiento dielectrico fueron realizadas con el 

método propuesto per Cattana y co1.19, previamente descripto en la sección 11..1.6, con la 

utilización de una computadora 1BM 4341 . 

Los información que requiere el programa para efectuar el cálculo de las energías de 

enriquecimiento dielectrico (ver ecuación 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 energía definida como la 

diferencia de la frecuencia máxima de absorción del soluto en los dos solventes de la mezcla en 

estudio y además se necesita ingresar una relación entre los pesos moleculares y las 

densidades de los solventes que forman la mezcla, otro información es dar a conocer las 

fracciones molares del solvente polar para las que se quiere conocer la energía asociada al 

enriquecimiento dielectrico. Los datos que se obtienen una vez procesado toda la información 

anterior son las energías de enriquecimiento correspondientes a cada fracción molar. Luego, 

con estos datos, son construidas las curvas correapondientes y a través del grafico se calculan 

las KD

11L4. 3. CÁLCULO DE LAS CONSTANTES DE SOLVATACION PREFERENCIAL 

El cálculo de las constantes de solvatación preferencial (Ksp) y enriquecimiento 

dielectrico (KD ) se realizó sobre los gráficos construidos con los datos obtenidos de las 

medidas experimentales y por los valores teóricos arrojados por el modelo de enriquecimiento 

dielectrico. Los valores de dichas constantes se calculan como se muestra en la Fig. 11. Se 

toma un valor de fracción molar (XA), este valor se proyecta hasta que corte la curva 

experimental de v. va. XA . Luego, por el punto de cruce, se traza una paralela al eje 

correspondiente a la fracción molar XA hasta interceptar la linea recta que correspondería a la 

77 



no-existencia de SP (solución ideal); después, proyecta nuevamente ese punto al eje de las XA

obteniendose de esta manera el valor de YA, o sea la fracción molar de la zona cibotáctica o 

esfera de solvatación. 

Se repite esta operación tratando de abarcar la mayor cantidad posible de puntos en 

todo el rango de XA. Se construyen las tablas con los valores de YA YB y XA / Xa . Los 

valores de YA e YB se calculan por diferencia desde (1 - XA ) y (1 - YA) respectivamente y 

aplicando la ecuación 22 se la constante. Luego, se toman por lo menos veinte valores de las 

constantes calculadas y se promedian. 

1 
1 
1 

1 
1 
1 

1 
1 
1 

1,2 

0,8 

0,4 

0,0 
00 XA YA 04 0,8 

Fig. 11. Gráfico que muestra como se obtiene YA y XA para el cálculo de la constante de SP 

El procesamiento de los datos para obtener los valores de Ksp y KD fué realizado con el 

programa estadístico de computación Statgraft 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

1V.!. ESTUDIOS REALIZADOS POR ESPEC1ROSCOPI.A. UY-VISIBLE 

IV. 1. 1. NTTROANILINAS 

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 características tanto aceptoras 

como dadoras de H y solventes con a = Oyf3 = O. 

En la Tabla 4, se muestran los parámetros solvatocróraicos de los solventes más 

utilizados. 

En las figuras 12 y 13 se muestran los espectros de absorción de mNA y NNpNA en 

dos solventes diferentes respectivamente. 

En la Tabla 5, se muestran los máximos de absorción obtenidos de la banda más 

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 la banda de transferencia de carga que poseen estos compuestos. 

Se utilizó el método de comparación solvatocrómica de Kamlet y Taft (ec 11, sección 

11.1.4 y sección DI 3) a los fines de correlacionar la posición del máximo de absorción de la 

banda de transferencia de carga intramolecular que poseen estas sustancias. El estudio con la 

oNA ya se había realizado en nuestro grupo de trabajo' , como asi tambien el estudio con la 

NNpNA2. 

Dichos datos se muestran en esta parte con el fin de comparar las regresiones con las 

nitroanilinas estudiadas y asi poder sacar una conclusión más general sobre su 

comportamiento 
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Tabla 4. Parámetros solvatocrémicos de solvente. 
_ 

Ste/Parámetro x*01) al') fy») 82g (11) e o O 

'  THF 0.58 0.00 0.55 345.00 

Hx -0.04 -0.04 0.00 225.00 0.01 

DMF 0.88 0.00 0.69 615.04  

Me0H 0.60 0.98 0.66 887.00 

EE 0.27 0.00 0.47 590.00 0.43 

Clf 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  

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 0.84 ----- - 

Et0H 0.54 0.86 0.75 ----- ••••, 

ACN 0.75 0.19 0.40 " 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 0.10 

TEA 0.14 0.00 9.70 ---

de ref. , de ref. , e ref. 

u 
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Tabla 5. Máximos de absorción obtenidos de los espectro de absorción de oNA, mNA, pNA, 

NNoNA, NNmNA y NNpNA en distintos solventes. Valores dados en iO 3 v. 1cm-1

Cpto. 

Ste 

oNA mNA pNA NNoNA NNmNA NNpNAI' ' 

THF 24.99 26.41 27.60 24.20 25.09 26.12 

Hz 26.60 28.95 31.36 25.44 26.52 28.05 

DMF 24.33 25.53 26.18' 23.58 24.34 25.12 

Me0H 24.88 26.77 27.32' 23.94 25.15 25.53 

EE 25.60 26.97 28.53 24.69 25.71 27.15 

Clf 25.63 27.54 28.71 23.76 25.03 25.87 

Bz 25.49 27.47 29.22 24.05 25.08 26.08 

2-PrOH 24.69 26.43 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 24.70 25.15 

Etu0H 24.79 26.36 26.67 24.23 25.29 
J 

26.04 

Et0H 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 

CHz 26.60 28.87 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 30.45 24.68 25.97 27.11 

TEA 25.47 26.05 28.71 27.55 

'de ref. , de re 

A continuación se detallan las regresiones obtenidas: 

v (oNA) = (26.57 ± 0.03) - (1.75 ± 0.06) n* -(1.05 ± 0.06) p (49) 

r2 = 0.9987 
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(mNA) = (28.77 ± 0.04) - (2.12 ± 0.02) x* + (0.65 ± 0.02) a - (2.02 ± 0.02)13 

r2 = 0.9873 

y (pNA) = (31.17 ± 0.04) - (3.35 ± 0.03) x* - (0.39 ± 0.02) a - (3.02 ± 0.03) p 
r2 = 0.9936 

(50) 

y(NNoNA) = (25.29 ± 0.03) - (2.01 ± 0.01) x * - (0.12 ± 0.02) a (52) 

r2 = 0.9960 

y (NNmNA) = (26.39 ± 0.02) - (2.17 ± 0.02) x* (53) 

r2 = 0.9874 

y (NNpNA) = (28.05 ± 0.04) - (3.33 ± 0.02) x* - (0.56 ± 0.01) a (54) 

r2 = 0.9923 

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

y Si) se puede mostrar que: 

• la sensibilidad a la polaridad y la polarizabilidad del solvente medido por el parámetro x* 

está en correspondencia con los valores de los momentos dipolares tanto del estado 

fundamental GO como del excitado (14. ) (ver Tabla 6), ya que un solvente con un 

considerable x* puede estabilizar más el estado excitado del compuesto que presenta mayor 

p.x, ocasionando una disminución en la frecuencia del máximo de absorción o sea un 

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

como ya se mencionó, estos solutos. 

• La capacidad aceptora de H del solvente, medida por el parámetro p, está en 

correspondencia con los valores de a211, el cual es un parámetro que mide la capacidad 

dadora de H por parte del soluto. Así, el coeficiente "b" que acompaña al p está en 

concordancia con los valores de a 2H conocidos para estos solutos7 y que se dan a 

continuación: 



a? (oNA) = 0.367; a214(mNA) 0.398; a211 (pNA) = 0.421 

Como se puede observar, el isómero más dador de H es la pNA y, por lo tanto, en la 

correlación es la que presenta mayor sensibilidad al parámetro p. Se puede concluir, que los 

solventes aceptores de H tienen un efecto batocrómico sobre la posición del máximo de 

absorción de la banda en estudio para estos solutos. 

• Por otro lado el hecho de que en la mNA el signo del coeficiente de a sea positivo se lo 

puede atribuir a la formación de un puente de H con el nitrógeno del grupo amino, 

ocasionando un aumento en la vnia, como una consecuencia de la mayor estabilización del 

estado fundamental ya que el nitrógeno del grupo amino se encuentra con menor densidad 

de carga positiva que el encontrado en el estado excitado. Además que el puente de H 

tampoco puede fcamarse en el grupo nitro (-NO2 ) en la mNA, porque sobre este grupo en la 

posición meta no hay un desarrollo de carga negativa tan marcado como lo hay en las otras 

nitroanifinas isómeras. Esto se esquematiza en la Fig. 14. 

Por otra parte, se puede decir, entonces, que en la pNA el puente de H se forma a través 

del grupo nitrog, resultado que está de acuerdo con el hecho de que el signo del coeficiente de cc 

sea negativo ocasionando un corrimiento batocrómico debido a la mayor estabilización del 

estado excitado. 
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Fig. 14. Estados fundamental (EF) y estado excitado (Et) de mNA y pNA . 

Con respecto a la oNA, no se observa correlación con solventes dadores de H debido 

posiblemente a la formación de puente de H intramolecular entre el grupo -NO2 y el grupo 

-NH2 (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 fundamentalmente sensibles al x* de acuerdo con la 

magnitud de los pi y 14. que presentan estos solutos. Un aumento de 7C* produce un 

corrimiento batocrómico de la banda de transferencia de carga intramolecular. 

• 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 

estabilización del EE y como consecuencia un corrimiento batocrómico. 

• Al contrario de lo que se observa con la oNA, en el caso de la NNoNA hay una correlación 

con solventes dadores de H. Considerando el signo del coeficiente de a , el puente también 

se tbrmaria entre el grupo nitro y el solvente dador de H. En la NNoNA no hay posibilidad 

alguna de formación de puente de H entre el grupo nitro y el amino. 

• En la NNmNA no se detecta sensibilidad al parámetro a del solvente lo que puede ser 

explicado considerando que el grupo nitro no seria tan proclive a aceptar H al no haber en la 
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posición nieta transferencia de carga por efecto resonante desde el amino Probablemente la 

formación de puente de H estaría desfavorecida por el efecto inductivo del nitrógeno 

aminico. Es interesante notar que el grupo -NO2 del nitrobenceno tampoco correlaciona con 

el a 9. 

W. 1. 1. 2. Estudios en mezclas binarias de solventes. Solvatación preferencial 

El comportamiento de la o-, m- y pNA y de las o-, m-, y p-NN-dimetil nitroanilinas se 

ha comparado midiendo la posición del maximo de absorción de la banda de transferencia de 

carga intramolecular en varias mezclas de solvente. 

Esta banda, por poseer un cierto carácter de transferencia de carga, es influenciada por 

los solventes polares' " 31

Para estudiar el efecto de la solvatación preferencial, se eligieron mezclas de un co-

solvente "inerte" y diversos solventes tratando de abarcar un amplio rango de polaridades y 

diversas propiedades de solvatación específica. 

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

Se analizará en primera instancia los resultados obtenidos para o-, m- y pNA. En las 

Fig. 15 y16 se muestran los resultados típicos para los tres solutos en las mezclas CHx-CTC y 

CHx-EE respectivamente. 

Como se puede observar, los datos experimentales se desvían de la linealidad, de 

manera que para los tres solutos se detecta una solvatación 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 &eléctricos sino que también pueden involucrarse interacciones 

especificas, tales como la unión puente de H. Estas interacciones especificas y no especificas 

pueden ser cuantificadas calculando la constante de solvatación preferencial, Ksp, y la 

constante que tiene en cuenta solo los efectos de enriquecimiento dieléctrico, K. El cálculo de 

dichas constantes se realiza sobre los datos del gráfico obtenido a partir de las medidas 

experimentales, para el caso de Ksp y de los valores teóricos arrojados por el modelo de 

enriquecimiento dieléctrico, para el caso de KD 
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Fig. 15. v., vs. Xcrc para (A) oNA; (B) InNA; (C) pNA en la mezcla CHx-CTC. La linea 
recta representa comportamiento ideal. ( • ) Datos obtenidos del modelo de 
enriquecimiento dieléctrico. (1) Datos experimentales. 
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Fig. 16. v. vs. XEE para (A) oNA; (B) mNA; (C) pNA en la mezcla CHx-EE. La linea 
recta representa comportamiento ideal. ( • ) Datos obtenidos del modelo de 
enriquecimiento dielectrico. (II) Datos experimentales 

89 



Para realizar los cálculos de las energías de enriquecimiento dieléctrico es necesario 

como se discutió en la sección Hl. 4. 2, contar con ciertos parámetros 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 p„„ pueden ser inferidos a partir del modelo por medio de la ecuación 

que relaciona el AE., con los momentos dipolares del estado fundamental, excitado, el radio de 

la cavidad del soluto y la función constante dieléctrica de los solventes. Los valores de 14,„ 

obtenidos coinciden, teniendo en cuenta las apreciaciones y aproximaciones del modelo, con 

los encontrados en la literaturai 314 . 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

Tabla 6. Parámetros de soluto usado en los cálculos de las energías de enriquecimiento 

dieléctrico para o-, m- y pNA. 

Soluto radio (A) a lif (D) i45 O» j

oNA 3.36 4•29b 7.98 

mNA 3.37 4.89` 9.78 

pNA 3.50 6.20c 13.28 

' El radio de la cavidad fié calculado suponiendo una cavidad esférica = (3m/47s43)1 , donde M -- - peso molecular 

del compuesto y 6 = es la densidad a 25 °C" h de ref", de ref47, ° valores calculados del modelo de 

emiquecimiento dielectrico". 

Los valores de las constantes Ksp y 1C,D se calculan como se explicó en la sección III 4. 

2.ylIL4.3y las mismas se muestran en la Tabla 7. 

Como se puede observar en la Tabla 7, en general, Ksp es siempre mayor que KD y, en 

las mezclas constituidas por solventes poco aceptores de H , tales como DCE, DCM, Clf y 

CTC, los valores de Ksp son cercanos a los valores de KD

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

Fig. 15. Como se puede ver, la curva teórica calculada por el modelo de enriquecimiento 

dieléctrico se ajusta con bastante aproximación a los datos experimentales. Esto estaría 

indicando que en esta mezcla la SP sería de naturaleza dieléctrica, como era de esperar, ya que 

ambos solventes no son ni aceptores ni dadores de H (a :z 13 

1 
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Tabla 7. Constantes de solvatación preferencial. Ksp, y de enriquecimiento dieléctrico, KD, 

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

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

Solvente 

oNA 

Kap 

mNA 

Km, KD

pNA 

Ksp ICD

THF 3.17 ± 0.03b 1.44 ± 0.02b 4.72± 0.07 1.74± 0.03 4.90± 0.08' 1.70±. 0.02' 

DCE 1.74 ± 0.01 1.56 ± 0.02 2.08± 0.05 1.90± 0.04 2.44± 0.02' 1.69± 0.04' 

Tol 1.68 ± 0.03 1.23 ± 0.01 2.11± 0.03 1.25± 0.01 2.40t 0.03' 1.31± 0.02' 

EE 4.80 ± 0.07 1.59± 0.03 5.10± 0.08 1.73± 0.04 5.01±0.06 1.65 t 0.04 

Bz 1.66 ± 0.03 1.18± 0.04 1.75± 0.05 1.21± 0.01 2.35± 0.05 1.15 ± 0.03 

DCM 2.31 ± 0.03 1.77±0.03 2.28 ± 0.04 1.75±0.04 2.70±0.04 1.85 ± 0.02 

Uf 1.78 ± 0.02 1.51 ±0.01 2.52 ±0.04 1.66±0.02 2.61± 0.03 1.40 ± 0.01 

EtA.c 4.20 ± 0.06 1.62 ±0.02 4.50± 0.07 1.62±0.03 4.70± 0.05 1.63 t 0.04 

CTC 1.86 ± 0.05 1.18 ±0.02 1.75± 0.04 1.45 ±0.02 2.46± 0.04 1.27 t 0.03 

TEA 4.13 ± 0.06 1.25 ±0.03 4.54± 0.05 1.49±0.03 4.65±0.07 1.40 t 0.02 

'Temperatura = 25 t 0.5 °C, b de refi, c1e f2

Analizando ahora la Tabla 7, en los solventes aceptores de H., se puede notar que los 

valores de Ksp son mayores que los de Kip indicando en estos casos interacciones del tipo 

especificas además del efecto de enriquecimiento dieléctrico. Estos hechos apoyan la idea de 

que mientras Ksp involucra todas las interacciones soluto-solvente posibles, KD torna solo en 

cuenta las interacciones dipolares. En la Fig. 16 se muestra los resultados típicos de las curvas 

experimentales y teóricas para la mezcla CHx-EE para cada soluto en estudio. 

De la Tabla 7 se puede inferir además, que los valores de Ksp y KD, observando una 

mezcla en general, son similares para mNA y pNA pero estos a su vez son más grandes que los 

obtenidos para la oNA. Esto es esperado si uno analiza los valores de p.f. y sobre todo la 

diferencia que existe entre los valores de pf y p.,„ 

Con el objeto de tener mayor conocimiento de la forma en la cual cada propiedad del 

solvente afecta a la Ksp, los valores de Ksp son correlacionados utilizando el método de 

comparación solvatoczrómica de 1Camlet y Taft para todos los solventes polares en la mezcla. 

91 



1 
1 

1 

1 
1 

1 
1 
a 

1 
1 

1 
1 
1 
1 

Las regresiones obtenidas se muestran a continuación: 

Ksp (cNA) = (1.77 ± 0.22) + (4.10 ± 0.61) p ; r2 = 0.9450 (55) 

K,5? (mNA) = (2.03 ± 0.20) + (4.53 ± 0.57) ; r2 = 0.9559 (56) 

Ks? (pNA) = (2.42 ± 0.17) + (4.03 ± 0.48) p ; r2 = 0.9504 (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 solvatación 

prefelencial es debido a la capacidad de aceptar H, o sea que los valores de Ksp son sensibles 

al parámetro 3. Sin embargo los coeficientes "b" que acompañan al p son similares para los 

tres solutos, es decir que para una dada mezcla de solventes los distintos valores de Ksp se 

deben a la formación de puente de H. 

La ordenada al origen en las ecuaciones 55, 56 y 57 es el valor de Kg? para los casos en 

que p O (ver Tabla 7, solventes dorados). Estos valores son similares para un dado soluto. 

Los valores promedios de las Ksp para los solventes dorados son: 

Kgp (oNA) = 1.82 ± 0.26 ; 1C6p (mNA) = 2.18 ± 0.32 ; Kgp (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, 56y 57. 

Podría decirse que cuando existen estas interacciones específicas (puente de estas 

tienden a predominar en la solvatación 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 a2H. 
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De la misma manera se analizó el efecto de la distinta polaridad del solvente sobre los 

valores de KD . Consideremos que el modelo de enriquecimiento dielectrico no tiene en cuenta 

el efecto de polarizabilidad mientras sí tiene en cuenta la polaridad x*. De esta manera, los 

valores de KD deberían mostrar una buena correlación con la función constante dielectrica 

ID). Las ecuaciones 58, 59 y 60 muestran las regresiones de KD con la f(D) para los tres 

solutos en estudio: 

1 

E 

KD (oNA) = (0.697 ± 0.13) + (1.12 ±0.19) f(D) ; r2 = 0.9186 (58) 

KD (mNA) = (0.793 ± 0.14) + (1.19 ± 0.21) f(D) ; r2 = 0.9240 (59) 

KD (pNA) = (0.703 ± 0.14) + (1.22 ± 0.21) f(D) ; r2 =0.9192 (60) 

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

enriquecimiento dielectrico. 

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

Se analizará a continuación los resultados obtenidos para o-, m- y p-NN-dimetil-

Nitroanilinas. En la Fig. 17 se muestran los resultados típicos 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 solvatación 

preferencial para cada mezcla de solvente que se estudia. 

En la Tabla 8 se muestran los parámetros usados para calcular las energías de 

enriquecimiento y en la Tabla 9 los valores de las constantes de Ksp y ICD • 
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enriquecimiento dielectrico. (U ) Datos experimentales. 
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Tabla 8. Parámetros de soluto usados en los cálculos de las energías de enriquecimiento 

dielectrico para o-, ni- y p-NN-dimetil-Nitroanilinas 

1 
e 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

Soluto radio (A) a lif (D)1 P-ex (D)C

NNoNA 3.82 4.15 8.22 

NNmNA 3.74 5.30 9.95 

NNpNA 3.67 6.39 14.01 

El radio de la cavidad fijé calculado suponiendo una cavidad esférica = (3m/4r.8)13 , donde M -= peso molecular del 

compuesto y5 = es la densidad a 25 O 19
 , b de ref", Mores calmlados a partir del modelo de enriquecimientol! 

Tabla 9. Constantes de solvatación preferencial, Ksp, y de enriquecimiento dielectrico, KB, 

para o-, m- y p-NN-dialquil-Nitroanilinas en diferentes mezclas de solvente con CHx 

como co-solventea. 

Solvente 

NNaNA 

Ksp KD 

NNinNA 

Ksp KD

NNpNA 

Ksp ICD 

THF 1.32 ± 0.04 1.30 ± 0.01 1.38 ± 0.03 1.36 ± 0.02 1.47 ± 0.02 1.45±. 0.01 

DCE 1.45 ± 0.03 1.43 ± 0.01 1.48 ± 0.02 1.46 ± 0.01 1.56 ± 0.04 1.55± 0.02 

Tol 1.18 ± 0.03 1.08 ± 0.01 1.23 ± 0.04 1_20 ± 0.02 1.30 ± 0.02 1.25± 0.02 

EE 1.23 ± 0.04 1.19±0.02 1.27 ± 0.05 1.25± 0.02 1.35 ± 0.03 1.30 ± 0.02 

DCM 1.41 ± 0.03 1.36 ± 0.01 1.42 ± 0.03 1.38 ± 0.02 1.53 ± 0.02 1.50 ± 0.01 

Clf 1.37 ± 0.01 1.35 ± 0.03 1.40 ± 0.04 1.37± 0.02 1.40 ± 0.02 1.37 ± 0.01 

EtAc 135 ± 0.02 1.33 ± 0.02 1.39 ± 0.04 1.35± 0.01 1.43 ± 0.05 1.40 ± 0.02 

CTC 1.15 ± 0.03 1.09 ± 0.02 1.17 ± 0.03 1.15 ± 0.03 1.20 ± 0.01 1.20 ± 0.03 

TEA 1.20 ± 0.05 1.10 ± 0.02 1.22±0.04 1_23 ± 0.02 1.30 ± 0.05 1.28 ± 0.01 

2-PrOH 1.79 ± 0.05 1.52 ± 0.02 1.82 ± 0.03 1.55 ± 0.02 2.15 ± 0.05 1.62 ± 0.02 

BuOH 1.81 ± 0.02 1.50 ± 0.01 1.83 ± 0.05 1.52 ± 0.04 2.17 ± 0.02 1.66 ± 0.03 

a Temperatura = 25 ±0.5 °C, 
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Con los datos mostrados en la Tabla 9 se puede ver que los valores de ICsp disminuyen 

en la secuencia Ksp (NNpNA) > Kgp (NNmNA) .> Ksp (NNoNA) en todas las mezclas 

estudiadas. Este resultado, que se observa al estudiar estos solutos en mezclas binarias, estaría 

de acuerdo con el comportamiento que muestran en solventes puros. Otro hecho a destacar es 

que los valores de Ksp son comparables a los de KD cuando se toma un soluto en particular. 

Esto estaría indicando la presencia de SP solo de naturaleza dipolar y este fenómeno se ve 

reflejado al observar las gráficas de la Fig. 17 en donde se ve que la curva teórica calculada con 

los valores obtenidos por el modelo de enriquecimiento dielectrico se ajusta a la curva obtenida 

en forma experimental. Aunque hay una excepción que es el caso de las mezclas binarias de los 

alcoholes 2-PrOH y BuOH (solventes cuyos a son distintos de cero) en los cuales se observa 

que Kv > KD lo cual explica que estos solutos sufren interacciones especificas con estos 

solventes como se comprobó con el estudio en solventes puros. 

Al igual que el análisis realizado para las otras nitroanilinas, se correlacionan los 

valores de Ksp con los parámetros de solventes de Kan:det y Taft a los fines de obtener un 

mayor conocimiento de como afecta cada propiedad del solvente a las constantes de 

solvatación_ 

Las mejores regresiones obtenidas se muestran a continuación: 

Ksp (NNoNA) = (1.22 ±0.11) + (0.78 ± 0.19) a ; r2 = 0.9640 (61) 

Ksp (NNpNA) = (1.40 ± 0.26) + (1.56 ± 0.57) a ; r2 = 0.9559 (62) 

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

solvente. 

Para un dado soluto la diferencia en las constantes de solvatación 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 

comparación con la NNoNA. Es decir, que para una dada mezcla de solventes, los distintos 

valores para las constantes de solvatación se deben a la formación de puente de H. Es de notar 
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que no se encuentra correlación de la NNmNA con el parámetro a, hecho que estaría de 

acuerdo con lo encontrado en solventes puros (ecuación 53). 

La ordenada al origen en las ecuaciones 61y 62 es el valor de Ksp para los casos en que 

a = 0. Estos valores son similares para un dado soluto y a continuación se muestran los valores 

promedios de Kgp para los solventes con a

Ksp (NNoNA) = 1.26 ± 0.24; Ksp (NNpNA) = 1.37 ± 032 

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, podría decirse también en este caso que 

cuando existen interacciones específicas (puente de H) estas últimas tienden a predominar. 

De la misma manera, se analizó el efecto de la distinta polaridad del solvente sobre los 

valores de K. 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 KD deberían mostrar una buena correlación con la función constante dieléctrica f(D) como 

se demuestra a continuación: 

KD (NNoNA) = (0.65 ± 0.13) + (0.69 ± 0.19) f(D) ; r2 = 0.9640 (63) 

KD (NNmNA) = (0.84 ± 0.14) + (0.82 ± 0.21) ID); r2 = 0.9410 (64) 

KD (NNpNA) = (0.86 ± 0.14) + (0.86 ± 0.21) f(D) ; r2 = 0.9380 (65) 
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Las regresiones son buenas y se observa que el coeficiente que acompaña a f(D) es 

ligeramente superior para la NNpNA comparada con las otras nitroanilinas. Esto podría ser 

explicado por el mayor momento dipolar que presenta este soluto (ver Tabla 8). 

IV. 1. 1. 3. Análisis de los componentes prin.cipales (ACP) de los datos de Km_y_.& 

Se realizó el análisis de los componentes principales con el fin de determinar el número 

de factores y explicar la variación de los valores de Kgp y KD 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 KD 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, -Clf, -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. Análisis de los componentes principales de los datos de Ksp y ICD

Factores Autovalores Varianza Proporcionalidad Acumulación 

1 3.205 0.547 0.533 0.533 

2 2.654 2.570 0.442 0.975 

3 0.084 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 0.003 0.006 1.000 

Si un grupo designado tiene relativamente muchos co-factores sobre el mismo factor 

abstracto se dice que esa designación forma una agrupación o cluster. 

El análisis de grupos (ver Fig. 18.), muestra que el cluster 1 está formado por TEA y 

FF, que son solventes que poseen valores bajos de n* y que son buenos aceptores de H. El 

cluster 2 está formado por AcEt y THF los que presentan altos valores de 7C* y además son 

buenos aceptores de H. El cluster 3 está formado por Tol y CTC, que son solventes pocos 

polares y que son más polarizables y por último el cluster 4 está formado por solventes que 
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tienen altos valores de pero que son poco aceptores de H como es el caso de Clf, DCM y 

DCE. 

Factor 1 

1 

Factor 2 

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

de Ksp y KD

Si se toman los solventes de los cluster 3 y4 y se comparan los valona de 1Csp y Kr) 

para las solutos en cuestión (ver Tablas 7 y 9 ), se puede notar que los valores de Ksp y KD son 

similares pero que en los solventes más polares que constituyen el cluster 4 se puede ver por 

ejemplo que los valores de KD son mayores en comparación a los valores calculados para los 

solventes del cluster 3. 

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

puede dar una idea más o de alguna manera confirmar lo que se obtiene por otras vías de 

estudio. 
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MICOTOXINAS 

Se realizó el estudio solvatocrómico de AME y AOH en solventes puros de diferentes 

propiedades. Dado que dichas mieotoxinas tienen problemas de solubilidad en una gran 

variedad de solventes y, encontrándose además que AOH es más insoluble que AME el 

estudio se limitó a determinar las v. de absorción en los solventes en que se pudo solubilizar 

a las mismas. 

El espectro UY-Vis de AOH y AME presenta cinco bandas a: 335-342 (ancha), 301, 

280, 257 y 230 nm21. 

Fue seleccionada la banda a 280 nm para realizar los estudios solvatocrómicos ya que 

la misma muestra gran sensibilidad a los cambios de solventes. Esta banda está asociada con 

las transiciones x - 7t*21. En la Tabla 11 se muestran los máximos de absorción obtenidos para 

esta banda para ambos solutos en todos los solventes utilizados. 

Tabla 11. Máximos de absorción de la banda de 280 mxi de AOH y AME en diferentes 

solventes. Valores dados en 10 -3 V / CM-1

Compuesto / 

Solvente 

AOH 
, 

AME 

DCE 33.58 33.52 

THF 33.38 33.44 

Tol 33.58 33.54 

Bz 33.55 33.53 

Me0H 33.35 33.43 

ACN 33.43 33.49 

DCM 33.59 33.54 

EE 33.41 33.46 

af 33.58 33.55 

Hz 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. 

Fig. 19. Espectro de AME en distinto solventes. 

Se aplicó el método de comparación solvatocrómica de Kamlet y Taft tanto para AOH y 

AME a la banda de los 280 nm obteniéndose las siguientes regresiones: 

v. (AOH) = (33.59 ± 0.05) - (0.38 ± 0.02) P; r2 
= 0.9829 (66) 

v„,,, (AME) = (33.54 ± 0.05) - (0.18 ± 0.01) p; r2 = 0.9652 (67) 
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Analizando las ecuaciones, se observa que con el único parámetro que se encuentra una 

con-elación es con el ps ya que los otros parámetros no tienen peso estadístico. Este resultado 

está de acuerdo con el hecho de que las estructuras químicas de estos compuestos poseen 

grupos fenólicos. Además el coeficiente de sensibilidad (b) es mayor para AOH que para AME 

y esto concuerda con el hecho de que AOH tiene más grupos fenólicos en su 

estructura. Por lo tanto, dichos grupos fenólicos serían los responsables de la mayor 

interacción 

con los solventes aceptores de uy  ésto sería la causa de los cambios en las propiedades 

espectroscópicas. 

IV. 2. ESTUDIOS CROMATOGRÁFICOS 

IV. 2. 1. NITROANILINÁS 

Se realizaron medidas de los tiempos de retención en CLFN de o-, m- y pNA y o-, 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 móvil 

El estudio en solventes puros se realizó sobre una columna de sílica 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 rápido dificultando las determinaciones de los k' (solventes 

muy polares como por ej: alcoholes) o porque no lo eluyen (solventes no polares como por 

hexano) o si lo hacen presentan tiempos de retención muy grandes, lo cual da valores de k' 

pocos confiables o de poco o escaso valor práctico. 

Un cromatograma típico 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 

1 
1 
1 

Sto / Ste DCM Clf 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 

parámetros empíricos s° (fuerza eluotrópica del solvente), x*, cc, 13 y 811 (parámetro de 

solubilidad de Hildebrand) de los solventes (ver Tabla 4)22

Si se observa tanto la Tabla 12 como el cromatograma mostrado en la Fig.20, se ve 

que el orden de elución, tomando, por ejemplo, la o- , m- y pNA es el siguiente: 

k' (oNA) <k' (mNA) <k' (pNA) 

Este orden de elución observado en todos los solventes que se pudieron medir, está en 

concordancia con la polaridad de estos solutos23, ya que sus momentos dipolares, COMO se 

mostró anteriormente en la Tabla 6, sigue el orden: 

Jif (oNA) < p (mNA) < p.f (pNA) 
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Fig. 20. Cromatograma de una mezcla de los isómeros o-, m- y pNA.(F15.4 : Tolueno, FE: 
Stasi gel, Flujo: lml / min, Detector: UY-Vis. 270 nm). 

Además, como fue demostrado por los estudios realizados por espectroscopia UV-

Visible en: 

• 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. 
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• mNA queda más retenida por la posibilidad de formación de puente de H con la silica a 

través del nitrógeno aminico 

• pNA queda aún más retenida que la mNA por el hecho de que la formación del puente de H 

se hará a través del grupo nitro (recordemos que el grupo nitro sobre esta posición presenta 

un desarrollo de carga negativa) con los OH de la silica 

Además, en general se observa que el factor de capacidad k', para el conjunto de 

solventes medidos, se corresponde con los valores de 6°, ya que a mayor s° (mayor interacción 

del solvente con la fase estacionaria) menores son los valores de k'. Esto se demuestra 

comparando los valores de k'en éter etílico y tolueno, ver Tabla 12 (k'Tol >> k'EE). Esto 

indica que existen más interacciones de los solutos con la fase estacionaria en tolueno que en 

éter etílico. Esto se podría explicar considerando que el éter (p = 0.47) se encuentra formando 

una monocapa mediante la formación de puente de H con los OH de la sílica, modificando, por 

consecuencia, la fase estacionaria haciendola menos polar, mientras que el tolueno (J3 0.11) 

no interacciona de manera específica con la Inca conservando dicha fase estacionaria su 

propia naturaleza. 

La retención puede entonces explicarse en función 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 ácido que poseen éstos con el átomo de oxígeno del éter. 

En tolueno, los solutos mteraccionan directamente con la superficie de sílica y como se 

demostró 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. 

Análisis por el Método de comparación solvalocrómica 

Se realizaron las regresiones del log k' de o-, m- y p-NA con los distintos parámetros 

de solventes con el fin de corroborar algunas de las observaciones hechas con anterioridad. 

Dicha regresiones se muestran a continuación: 

log k' (oNA) = (-6.93 ± 1.80) - (2.96 ± 1.10) 7C* + (0.44 ± 0.17) 82u; r2 = 0.876 (68) 

log k'(mNA) = (-8.56 ± 2.90) - (3.80 ± 1.50) it* + ( 0.57 ± 0.19) 8 2H ; r2 ---- 0.884 (69) 
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log k' (pNA) = (-8.78 ± 2.98) - (4.09 ± 1.75) x* + (0.59 ± 0.20) 8 2H ; 12 = 0.914 (70) 

Observando las ecuaciones 68, 69 y 70, se puede ver que hay una influencia 

considerable de la polaridad del solvente y que los coeficientes que acompafian al x* están en 

correspondencia con la polaridad que presentan estos solutos. Además, hay correlación con el 

8214, lo que puede ser explicado ya que la retención de estos solutos obedece a un proceso de 

adsorción sobre una superficie en donde hay transferencia de solutos y en tales fenómenos se ve 

involucrada la formación de una cavidad. 

El hecho de que no se encuentre correlación con ce y p o que la misma no tenga peso 

estadístico en la regresión, no es facilmente explicable. Los valores de dichos parámetros no 

varian apreciablemente para los solventes usados en esta ocasión, y esto podría afectar el 

resultado de la correlación. 

Un análisis muy similar se puede realizar para las NN-dimeül-nitroanilinas, las que 

presentan el siguiente orden de elución en todos los solventes estudiados, lo cual también 

podría 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 estaría 

evidenciando su menor interacción con la fase estacionaria, posiblemente, por la presencia de 

los grupos metilos. Estos le pueden conferir a la molécula una cierta hidrofobicidad, haciendo a 

las mismas más afines a la fase móvil, la cual, recordemos, es prácticamente 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 formación de una monocapa 

o bicapa por parte de las moléculas del EE y la posterior mteracción 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-

NitrosanilinAs con los parámetros de solventes. Los resultados de dichas regresiones se 

muestran a continuación: 

log k' (NNoNA) = (-6.95 ± 1.95) - (2.85 ± 1.20) x* + (0.43 ± 0.15) 82H ; r2 = 0.886 (71) 

log k'(NNmNA) = (-7.71 ± 2.19) - (3.34 ± 1.25) x* + (0.49 ± 0.15) 82H; r2 = 0.914 (72) 

log k' (NNpNA) = (-7.95 ± 1.47) - (3.16 ± 0.85) x* + (0.45 ± 0.10) 32H; r2 = 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 

acompañan al x* también están en correspondencia con la polaridad que presentan estos 

solutos y además hay correlación con el 82H Tampoco en este caso se encuentre correlación con 

ctyP-

Conclusiones:

Las evidencias experimentales parecen demostrar que la sílica, tiene una fuerte 

capacidad de ceder H en la formación 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 características del solvente se 

puede formar una monocapa como consecuencia de la interacción de la fase estacionaria con el 

solvente. 

• En solventes con valores pequeños de 13, como el caso del tolueno, los solutos desplazan al 

solvente de la monocapa, dado que las nitroanilinas tienen mayor tendencia a interactuar con 

la sílica y aceptar H 
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• en solventes con valores de (3 grande, como el EE, se puede proponer el siguiente 

mecanismo (ver Fig 21): 

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

. - Interacción de los solutos con la monocapa de solvente. 

NTIROANILINAS 

C2H5 1 Ct.% 

• 
• 
• 

OH OH OH 

1 1 1 
Si Si Si 

Fig. 21. Formación de la monocapa por parte del éter sobre la superficie de albea y su posterior 

interacción con las nitroanilinas 

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

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 adsorción para dos sistemas muy similares, que son las mezclas Hp-AcEt y Hp-

2-PrOH24 (ver Fig. 4). De esta manera, conociendo la composición de la fase estacionaria a 

diferentes composiciones de la fase móvil, se puede entender mejor el mecanismo de retención. 

Aunque el co-solvente sea hexano en lugar de heptano, se espera que el fenómeno de adsorción 

sea similar. 
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A continuación se muestran en las Tablas 13, 14y 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 

11/. vtv de AcEt 

Solido 1 2 5 10 15 20 30 40 50 60 

oNA 9.07 7.06 3.34 1.72 1.23 0.89 0.56 0.40 0.29  

mNA --   7.03 3.17 1.95 1.12 0.71 0.48  

pNA --- ---  9.29 5.19 3.40 1.80 1.04 0.65 0.40 

NNoNA 2.38 1.89 1.26 1.03 0.68 0.48 0.34 0.27 0.14  

NNMNA 4.89 2.25 1.68 0.96 0.69 0.66 0.40 0.28 0.24 0.20 

NNpNA 9.52 6.34 4.31 1.76 1.74 1.37 0.96 0.66 0.48 0.40 

Tabla 14. Factores de capacidad de nitroanilinas en la mezcla Hx-2-1310H 

% vtv de 2-PrOH 

Soluto 1 2 4 6 8 10 12 15 20 25 

oNA 3.76 2.55 1.73 1.27 1.05 0.90 0.71 0.69 0.56 0.37 

mNA 10.1 7.15 4.28 3.19 2.38 2.09 1.79 1.65 1.12 0.85 

pNA ---- 6.62 5.09 4.05 3.07 2.72 1.66 1.18 

NNoNA 0.63. 0.41 0.36 0.31 0.29 0.28 0.27 0.27 0.23 0.23 

NNmNA 0.67 0.44 0.38 0.33 0.31 0.27 0.27 0.28 0.26 0.23 

NNpNA 1.98 1.75 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 

% vtv de EE 

Soluto 3 5 7 10 15 20 30 40 SO - 60 

oNA 9.69 6.66 5.01 3.40 2.90 2.06 1.04 0.70 0.55 0.35 

mNA --- 10.49 7.50 5.96 4.00 2.32 1.93 0.75 

pNA ---- --- 12.40 5.42 3.72 3.05 1.37 

1 
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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 

rápido como para que los picos cromatográficos puedan diferenciarse del pico de inyección (to). 

Los valores de k'fueron analizados utilizando distintos modelos para interpretar las 

interacciones involucradas. No se pueden annlizar los resultados por los métodos de 

comparación solvatocrómica ya que no se conocen los parámetros para este tipo de mezclas. 

Ellos solo se conocen para las mezclas hidroorgánicas. 

IV. 2. 1. 2. a. Aruilisis de resultados según el modelo de Scott-Kusera (secc. II. 2. 4.) 

Las variaciones de Me con Cp (%) para las tres aminas se muestran en las Fig. 22y 

23. Como se puede observar tanto para mNA como para pNA en las dos mezclas (Hx-AcEt y 

1-1x-2-PrOH) las curvas muestran un cambio de pendiente alrededor del 15% - 20% vis/ del 

solvente más polar. Estos valores estarían indicando un cambio en el mecanismo de retención 

debido a que la FE se comienza a saturar con el solvente más 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 UY-Visible 

estos compuestos forman puente de H con especies dadoras de H. 

3,5 

Cp (%) 

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 más polar. Se puede decir por lo tanto que el sistema no 

se comporta según el modelo de S-K, lo cual indicaría un mecanismo de retención algo más 

complejo y que no puede ser explicado en base a las interacciones que tiene en cuenta el 

modelo (interacciones dipolares), sino que e„starian involucradas interacciones especificas. 

Distinto es el caso de la oNA en ambas mezclas. El modelo se ajusta a los datos 

experimentales, dado a la formación de puente de H intramolecular en oNA; por lo tanto, la 

retención puede explicarse en términos de interacciones dipolares débiles y dispersivas (AcEt 

tiene bajos valores de x* y 13). Las interacciones con la fase móvil son las tuncas consideradas, 

debido a que las interacciones con la FE permanecen constantes por la formación de la bicapa 

que considera el modelo. 

Por último se realizó el estudio en la mezcla Hx-EE. Los gráficos obtenidos se muestran 

en la Fig.24. 

111 



1 

1 

1 

1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

3,0 - 

2,5 - 

2,0 

ill 1,5 

1,01 

0,51 • * 
pNA 

----A -----A 

oNA 

0,0 
10 20 30 40 

Cp (%) 

mNA 

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 intemcciona 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 composición estudiado, se cumpliría el modelo de S-K en 

donde se postula la formación de una monocapa con la posterior interacción de los solutos a la 

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

con éter etílico puro. 

IV. 2. 1. 2. b. Análisis de resultados según el modelo de Snyder-Soczewinski (secc.II. 2.4 ) 

Aunque este modelo se limita a contemplar únicamente las interacciones dispersivas en 

el mecanismo de retención, se ha mostrado que se puede cumplir en ciertos casos con fases 

móviles po1ares25. La ecuación a la que se arriba (ec. 42) está 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 resultados experimentales aplicando el 

modelo de Snyder-Soczewinski para las tres nitroanilinas estudiadas. 

I og Xpea

1 

Fig. 25. Modelo de S-S para o-, m- y pNA en la mezcla Hx- AcEt 

1,2 

0,8] 

-0,4-

-1T,e -11,2 

1°g X2-PrOH 

4,8 

Fig. 26. Modelo S-S para o-, m- y pNA en la mezcla Hx- 2-PrOH 

-0,4 
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En las figuras 25 y 26 se puede observar que mNA y pNA presentan im 

comportamiento lineal en el rango de concentraciones en el que se realizaron las medidas 

experimentales. Esto indicaría un mecanismo de desplazamiento que concordaría 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 desviación de la linealidad por el hecho de no 

interaccionar con la silica por existir puente de H intramolecular. Además 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 gráficas 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 desviación de la lineahdad, posiblemente debido al hecho de la formación de la monocapa 

por parte de moléculas de solvente. 

En la mezcla Hx-EE, como se puede observar en la gráfica 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). 

1,2 

0,8 1 

1c 0,4 

o 

0,0-1 

-0,4 

oNA mNA 
pNA 

-11,8 -11,2 -0,8 -0,4 

log XEE

Fi 27. 27. Modelo S-S para o-, m- y pNA en la mezcla Hx - EE 
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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 composición 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 hecho de que la m- y pNA queden más retenidas que la oNA en las mezclas Hx-AcEt y 

Hx-2-PrOH, indicaría que estos solutos desplazan a las moléculas de solvente de la 

monocapa, a pesar de que presenten una gran solvatación preferencial por el solvente más 

polar. Esto ocurnria por formación de puente de H de estas nitroanilinas con la sillar, lo 

cual no es posible en el caso de la oNA. 

• el mecanismo de retención depende del grado de recubrimiento de la FE por el solvente más 

polar o más básico. 

• las interacciones puente de H no contempladas en los dos modelos, se ponen de manifiesto 

para solutos con grupos nitro (-NO2 ), principalmente si el solvente interactuante tiene un 

valor de pi grande. 

Es posible sugerir la aplicación analítica de estos resultados a la separación 

cromatográfica de nitroanifinas, la mezcla más adecuada sería Hx-2-PrOH en vez de Hx-AcEt 

ya que en la primera los solutos presentan menores tiempos de retención y en dicha mezcla se 

observa una mayor selectividad, es decir, se produce una mayor separación entre las señales de 

los solutos, principalmente a bajas concentraciones del solvente más polar, debido a que tienen 

mayor capacidad para aceptar puente de H, mNA y pNA quedarían más retenidas por la 

interacción con la FE y, de esta manera, la oNA se solubilizaría mejor en la FM, eluyendo más 

rapidamente 

115 



1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

1 
1 

IV. 2. 2. MICOTOXINAS 

IV. 2. 2. 1. ESTUDIOS EN CLFN 

Se realizaron medidas de los tiempos de retención en CLFN de AOH yAME en los 

mismos solventes usados para los estudios espectroscópicos. 

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 Uy-Visible. Los resultados se muestran en la Tabla 16. 

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

Soluto 

Solvente k'(AOH) k'(AME) 

DCM 3.31 3.31 

Clf 3.16 3.20 

EE 0.24 0.11 

Bz 1.06 0.71 

DCE 2.66 2.95 

Me0H 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 aplicó el método de comparación solvatocrómica para detectar cual de las posibles 

interacciones soluto-solvente son responsables del cambio en el log k' cuando son variadas las 

características del solvente. 

Los resultados obtenidos utilizando la ecuación 46, cuando XYZ es log k' y usando la 

regresión paso a paso (ver secc. III. 4. 1. 1.) se muestran a continuación; 
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log k' (AOH) = (0.35 ± 0.07) - (2.31 ± 0.10) r3 ; 

log k' (AME) = (0.37 ± 0.09) - (1.82 ± 0.12) 3; 

r2 = 0.9537 (74) 

r 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 variación del log k' son las mismas 

que conducen a los cambios observados cuando se realizaron los estudios de estas micotoxinas 

por métodos espectroscópicos (ec. 66y 67). Es decir que los altos valores de los coeficientes 

que acompañan al p, muestran que la capacidad dadora de H por parte del soluto es un factor 

determinante en el proceso de retención. Además, como AOH y AME son solutos polares, la 

acidez que presentan hace que este hecho predomine en la retención 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, 

ínteraccionarian con los sitios activos aceptores de 11 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 solutos26•27 . 

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

acerca del mecanismo de retención en CLFN para este tipo de micotoxinas por medio de 

estudios espectroscópicos. 

IV. 2. 2. 2. Estudios en CLFI 

Los tiempos de retención han sido medidos en CLFI para AOH y AME en las 

siguientes mezclas acuosas: Me0H-Agua, ACN-Agua y THF-Agua. 

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

En cromatografla líquida de fase inversa, se conoce 25 que para un mismo soluto en una 

misma columna pero con diferentes fases móviles es posible expresar el factor de capacidad 
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como una función de los distintos parámetros de la fase móvil como se expresa en la ec. 76, la 

cual es una versión modificada de la ecuación 48: 

log k' = (log k')5 + m2 32H + s2 xm * + a2 a m + b2 rom

Tabla 17. Factores de capacidad (k') para AOH y AME en Me0H-Agua 

% de Ste Orgánico (M0) k' (AOH) k' (AME) 

100 0.16 0.61 

95 0.29 0.89 

90 0.46 1.32 

85 0.66 1.85 

80 1 0.98 2.82 

75 1.61 4.46 

70 2.46 7.74 

60 5.86 • 
50 11.1 ---

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

% de Ste Orgánico (M0) k' (AOH) k' (AME) 

100 0.10 0.17 

95 0.22 0.45 

90 0.33 0.60 

85 0.82 - 0.92 

80 0.64 1.25 

75 0.71 1.61 

70 0.76 2.15 

65 0.95 2.59 

60 1.04 3.38 

50 2.04 
- 

( 76) 

1 
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Tabla 19. Factores de capacidad (k') para AOH y AME en THF-Agua 

% de Ste Orgánico (MO) k' (AOH) k' (AME) 

100 

95 

90 0.11 0.15 

85 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 1.53 

SO 1.34 2.35 

45 2.95 

donde (log k') depende de la fase estacionaria y de los parámetros de los solutos. xm* , r3m y 

am son los parámetros solvatocrómicos de mezclas de solventes de Kamlet y Tall y 82H es el 

parámetro de solubilidad de Hildebrand para las mezclas en estudio. Los coeficientes m2, s2 , 

a2 y b2 son las constantes de suceptibilidad que dependen de las propiedades del soluto y la 

fase estacionaria (ver sección II. 3, pags. 51 y 52). 

En la Tabla 20 se muestran los valores de los parámetros solvatocrómicos de Kamlet y 

Taft para las mezclas bidroorgánicas. 

En la ecuación 76, se asume que las propiedades de la fase estacionaria, cuando se va 

cambiando la composición en la fase móvil, no vallan_ Esto está basado sobre la consideración 

de que la modificación de la fase estacionaria debido a cambios en la fase móvil es muy 

pequefia 29 . Por consiguiente, el potencial quirnico del soluto en la fase estacionaria es afectado 

solo en un grado relativamente pequero por el cosolvente sobre el rango total de composición 

de la fase móvil. 

119 

1 



1 
1 

Tabla 20. Parámetros solvatocrómicos de mezclas acuosas 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

Fr 

1 
1 

Me0H - Agua ACN - Agua THF - Agua 

MO 

%VN 

x.*(a) a_(b) 13. (c) 1 
1 

wile(a) am(b) 0 . (c) za,*(a) oca(b) p_ (c) 

90 0.74 1.02 0.62 0.80 0.71 0.40 0.70 0.58 0.49 

95 0.79 1.02 0.61 0.82 0.77 0.42 0.74 0.63 0.47 

80 0.82 1.02 0.60 0.84 0.82 0.43 0.76 0.68 0.45 

75 0.87 1.02 0.59 0.85 0.85 0.44 0.77 0.71 0.44 

70 0.91 1.02 0.54 0.85 0.88 0.44 0.80 0.74 0.43 

65 0.95 1.02 0.56 0.87 0.89 0.43 0.81 0.76 ' 0.43 

60 0.98 1.04 0.55 0.91 0.90 0.42 0.84 0.78 0.43 

55 1.00 1.04 0.54 0.93 0.91 0.41 0.86 0.80 0.42 

SO 1.03 1.07 0.53 0.95 0.90 0.40 0.89 0.83 0.41 

(a) de re P' ; (b) de re f"; y (c) de re 

Suponiendo que existe una relación lineal entre el 32H y xm* por lo tanto como se vió 

en la sección 113 la ecuación 47 se puede simplificar y surgir una expresión como la dada en 

la ecuación 77: 

log k' = (log k')5' 4- 82 / Da * a2 a m b2 Pm (77) 

donde los primas indican que la ordenada y los coeficientes dependen de la correlación del 

parámetro de solubilidad con los parámetros de Kamlet y Taft de mezclas para una fase movil 

particular en estudio. Se debe considerar que la ec. 77, es válida para un par fijo de soluto y 

fase estacionaria. 

Antes de realizar alguna regresión con los parámetros de mezclas se comprobó por 

métodos estadísticos que los parámetros de Kamlet y Taft de mezclas no astubiesen 

relacionados uno con otros. Una forma de comprobar la multicolinealidad de las variables 

independientes en un análisis de regresión es determinar lo que se llama el factor de inflación 

(1) ( ver sección III. 4. 1. 1. ) para cada variable 33' 34
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Cuando un factor de inflación es más grande o cercano a 10, la información 

suministrada por la matriz no es suficiente como para aplicar el modelo de regresión múltiple o 

una regresión paso a paso. La Tabla 21 muestra los valores de f para los parametros 

solvatocrómicos de mezclas acuosas en el rango de composición usada. Como prácticamente 

todos los valores de f son cercanos o mayores a 10, no es apropiado aplicar la regresión 

múltiple o la regresión paso a paso en este caso. 

Tabla 21. Factores de inflarión (f) para parámetros solvatocrómicos de mezclas acuosas 

1 
1 

f (x) Me0H-Agua ACN-Agua THF-Agua 

ic* 10.12 9.35 9.95 

a 2.13 17.61 11.77 

ft 7.67 6.13 21.42 

Como se vió en la sección DI. 4. 1. 1. , hay un tipo especial de regresión, llamada 

regresión cresta que es muy usada para detectar la multicolinealidad 

Esta regresión introduce un nuevo parámetro, denominado 4), que cambia la matriz de 

correlación, 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 4) se incrementa (este no debe ser mayor que 1) los coeficientes de regresión 

obtenidos comienzan a ser más precisos. En la Fig 28 se muestra la variación en los 

coeficientes va. para AOH en Me0H-Agua. En otros sistemas se obtienen gráficos similares. 

Para valores de 4) próximos a cero se observa mucha variación en los coeficientes 

indicando multicolínealidad, a medida que el valor de 4) se incrementa la varianza se reduce y 

los coeficientes comienzan a ser más estables. 
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Fig. 28. Coeficientes de regresión va. ó para log k' de AOH en Me0H-Agua 

(11)s'2;(•)a'2;(A)1Y2 

Hay varios procedimientos para seleccionar el valor de 4Uno consiste en seleccionar a 

través del gráfico un valor de 4' cuando no se observa gran variación en los coeficientes. Esta 

estabilidad en los coeficientes no implica que los mismos hayan convergido. Para este caso, se 

escoge de los gráficos de la Fig. 28 un valor de ó = 0.1. Los coeficientes de la ecuación 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, además, una significativa 

contribución de la capacidad dadora de hidrógeno de la mezcla de solvente (am ), a excepción 

de la mezcla Me0H -Agua. La dependencia nula sobre el am para esta mezcla se debe 

probablemente al hecho de que dicho parámetro es prácticamente constante en todo el rango de 

composición estudiado (ver Tabla 20). 
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Fig. 29. Factor de capacidad calculado usando los valores calculados según la regresión cresta 
(ordenadas) vs valores experimentales (abcisas). a) AOH en ACN-Agua; b) AOH en 
Me0H-Agua; c) AOH en THF-Agua; d)AME en ACN-Agua; e)AME en Me0H-Agua 
y t) AME en THF-Agua. 

1 



1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

Tabla 22. Coeficientes de la regresión cresta aplicados a la ec.-77- para AOH y AME 

con cf, = 0.1. 

Soluto Coeficientes Me0H-Agua ACN-Agua THF-Agua 

AOH 

log k'o 

52' 

a2' 

b2' 

-2.91 

3.60 

0 

O 

-3.34 

2.56 

1.19 

O 

-4.28 

2.64 

2.74 

O 

log k'o -2.60 -3.64 -4.56 

AME 52' 3.77 0.14 3.01 

»2' 0 3.26 2.44 

b2' 0 1.30 0 

O 

El parámetro aceptor de II (f3), predominante en CLFN, parece que en este caso 

contribuye en mucha menor medida en comparación con los otros parámetros. Este 

comportamiento puede deberse a una especie de cancelación de efectos producidos por el 

eluyente y la fase estacionaria. Sin embargo, se puede observar en la Tabla 20, que la variación 

de pm en todo el rango de estudio es muy paquefia. Por lo tanto, ellos pueden ser tomados 

como términos constantes en la correlación. Recientemente, otros autores3536 han encontrado 

que la interacción de un soluto que presenta una cierta capacidad dadora de H con mezclas de 

solventes que posean un cierto 13. , es la propiedad que menos afecta los tiempos de retención 

en cromatografia liquida de fase inversa. Los mismos comportamientos fueron observados en 

nuestro grupo de trabajo en estudios cromatográficos de antraquinonas en mezclas binarias de 

solvente." 

IV. 3. REFERENCIAS 

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

2 Medidas realizadas en nuestro grupo de trabajo por el Dr. M. Reta aún no publicadas 

3 Y. Marcus. Chem Soc. Rey., 409 (1993) 

C. Reichardt "Solvent ami solvent effects in Organic Chemistry". 2nd. Ed., V.C.H., 

Wenhein (1990) 

124 



1 
1 
1 
1 
1 
a 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

5 O. A. Quattrocchi, S.I Abelaira, R.F. Laba., "Introducción a la HPLC. Aplicaciones y 

Práctica". A. G. Farro S.A, Bs.As (1992). 

6 R. Cattana, J. Perez, J. Anunziata, J. Silber., Spectrochem. Acta, 47 A, 821 (1991). 

7 M.H. Abraham, L.P. Grellier, D.V. Prior, P.P. Duce, J.J. Monis, P.J. Taylor., J. Chem. 

Soc. Perkim Trans 2, 699 (1989). 

8 T. Yokoyama, R.W. Taft, J.M. Kamlet., Austr. J. Chem., 36, 701 (1983). 

9 L. Zingaretti, J.O. Singh, J. Anunziata, J .1 Silber., An. Asoc. Quim. Arg., 75, 475 

(1987). 

10 W. Von Niessen., J. Phys. Chem. 92, 1035 (1988). 

II J. Fukulcawa, S. Mulata, M. Salciyama, S Seki, S. Bull., Chem. Soc. Jpn. 57, 11, 3058 

(1984). 

12 11.E. Smith, W.I. Corazt, T. de Paulis., F.M. Chem., J. Phys. Chem., 74, 1376 (1970). 

13 L.S. Frankel, C. H. Lanford, T.R. Stengle. J. Phys. Chem., 74, 137 (1971). 

14 R.G. Morales, Spectroscopy Letter., 16, 899 (1983). 

15 P. Suppan, Spectrochim. Acta. 41 A, 1353 (1985) 

16 B. Oscik-Mendylc, Chromatographia 28, 151 (1989). 

17 C.P. Smyth, "Dielectric Behavior and Structure". McGraw-Hill, New York (1955). 

I g R. Callana, J. Anunziata and J.J. Silber, Can J. Chem., 70, 2677 (1992). 

19 P. Suppan, Spectrochim. Acta. ,41 A, 1353 (1985). 

A.E. Lutslái, B. P. Kondratenko. Zhur. Fiz. Kim., 33, 2017-23 (1959). 

21 L.NL Seitz,, RE. Morh, D.B. Sauer, R. Burrough and J.V. Panlcstelis. J. Agrie. Food 

Chem., 23, 1 (1975). 

22 J. Park, P. Carr., J. Chromatog. , 465 (1989). 

23 R. Cattana, J. Anunziata, 33 Silber, J. Can Chem, 70, 2677 (1992). 

24 R.J. Lamb, J.H. Purnell., J. Am. Chem. Soc., 98, 30 (1976). 

25 L.R. Snyder., J. Chromatog., 179, 167 (1979). 

26 L. Giacomelli, H. Boggetti, H. Agnelli, R. Cattana, J. Ammziata, J.J. Silber "Factor 

analysis applied to the study of retention mechanism of nitro anilines in normal phase 

hig,h performance liquid chroruatography" . En prensa. 

27 M. Reta, J. Anunziata, R. Cattana, J. J. Silber. Anal. Chim. Acta ,306, 81 (1995). 

2g J.M. Park, H.D. Jang, D.S. Kim. Bu!! Korean Chem. Soc., 11,297 (1990). 

125 



1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

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). 

30 W.J. Cheong and P.W. Can. Anal. Chem., 60,820, (1988). 

31 J.H. Park, H.D. Jang, D.S. Kim, P.W. Carr., 1 Chmmat., 513, 107 (1990). 

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

33 R.R Myers "Classical and Modem regression with applications". P.W.S. Publishers, 

Boston (1986). 

34 M Sergent, D. Mathiev, R. Phan-Than-Luu, G. Drava. Chemom. Ini. Chemom. Lab. 

Syst., 27, 153 (1995) 

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

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

37 M. Reta, J. D. Ammziata, R. Cattana, J. J. Silber. Anal. Chim. Acta, 81, 306 (1995). 

126 



1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

V. CONCLUSIONES 

Estudios realizados por espeeiroscopta (IV- Visibk 

Nitroanilinas 

Los resultados obtenidos mediante los estudios por efectos de solventes en 

espectrocopia UV-Visible de las distintas nitroanilinas muestran que, además de 

interacciones dipolares existen con los solventes interacciones especificas, tales como la 

presencia de puente de FI, ya que aplicando el método de comparación solvatocrómica de 

Kamlet y Taft a los valores de v. en los distintos solventes se observa correlación con 

los parámetros ic* , a y 13, dependiendo del soluto estudiado. Mi, solventes dadores de H 

forman puente de FI 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 cuantifirsidsu; calculando las correspondientes constantes de 

solvatación 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 solución: 

H\ N" N/H 

oNA 

Soiverit dador de H 
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N/H 

PNA 



Para el caso particular de mNA el hecho de que para este soluto el signo del 

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

nitrógeno del grupo amino: 

Solvente dador de H 

NO2

mNA 

Micotoxinas 

Los resultados obtenidos mediante los estudios por efectos de solventes en las 

micotoxinas muestran también que estos compuestos, además de manifestar 

interacciones dipolares, sostienen con los solventes interacciones específicas, ya que 

aplicando el método de comparación solvatocrómica se encuentra una correlación 

apreciable con el parámetro (3. Esto está de acuerdo por la existencia de grupos fenólicos 

en la estructura química de estos compuestos. Por lo tanto, dichos grupos fenóficos serian 

los responsables de la mayor o menor interacción con los solventes aceptores de H y ésta 

seria la causa de los cambios en las propiedades espectroscópicas 

Estudios realizados por eran:magra& 

Narval:dinas 

Los resultados ponen de manifiesto la fuerte capacidad de ceder H en la 

formación de puente de H por parte de la sale& 

En todos los casos existe una competencia entre los solutos y el solvente para 

interactuar con la fase estacionaria. 
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En el caso de los solventes, se observa un comportamiento distinto para éter 

etílico, lo que se atribuye a la formación de una monocapa y posterior interacción de los 

solutos con esta monocapa. 

En el caso de las mezclas de solventes, los resultados están 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 harían vía formación de puente 

de H con la auca. 

Es posible sugerir la aplicación analítica de estos resultados a la separación 

cromatográfica de nitroanilinas La mezcla más adecuada sería Hx-2-PrOH en vez de Hx-

AcEt ya que en la primera los solutos presentan menores tiempos de retención y en dicha 

mezcla se observa una mayor selectividad, es decir, una mayor separación entre los 

solutos, principalmente a bajas concentraciones del solvente más polar. mNA y pNA 

quedarían más retenidas por la mayor interacción con la fase estacionaria debido a que 

tienen mayor capacidad para aceptar puente de H y, de esta manera, oNA se solubilizaría 

mejor en la fase móvil eluyendo así más rapidamente. 

Micoloxiturs 

Con la aplicación del método de comparación solvatocrómica de Kamlet y Taft 

para detectar cual de las posibles interacciones soluto-solvente son responsables del 

cambio en el log k', se demostró que son las mismas que condicionan los cambios 

observados por espectroscopia. Es decir que los valores altos de los coeficientes que 

acompañan al (3, muestran que la capacidad dadora de H por parte del soluto es un factor 

determinante en el proceso de retención. De esta manera se puede decir que es posible 

llevar a cabo o hacer predicciones acerca del mecanismo de retención en CLFN para este 

tipo de micotoxinas por medio de estudios espectroscópicos. 

Los resultados de lo realizado en CLFI muestran que antes de utilizar un método 

de correlación entre variables se debe verificar la e,olinealidad entre las mismas. Los 

cambios en el log k' son debidos, fundamentalmente, a la polaridad-polarizabilidad y que 

el parámetro aceptor de H ((3) que es predomiante en CLFN parece que en este caso 

contribuye en menor medida en comparación con los otros parámetros 
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VI. GLOSARIO 

-v ,. : frecuencia del máximo de aborción ( = 1/ X . 1000 ) 

- D : constante dieléctrica del solvente 

- 1.14 y g.. : momento dipolar del estado fimdsmental y excitado respectivamente de un 

soluto. 

- Ti: índice de refracción. 

- ET (30) : parámetro empírico de solvente que mide polaridad 

-  parámetro empírico de solvente que mide polaridad-polarizabilidad. 

- ct : parámetro empírico de solvente que mide capacidad de dar H en la formación de 

puente 

- (3 : parámetro empírico de solvente que mide capacidad de aceptar H en la formación de 

puente. 

- 8H : parámetro experimental de solvente que mide su energía cohesiva. 

- Kgp : constante de solvatación preferencial. 

- KD : constante de enriquecimiento dielectrico. 

- FM: fase móvil 

- FE : fase estacionaria 

- to : tiempo muerto o tiempo de elución de un compuesto que se considera que no queda 

retenido en una columna. 

- tH : tiempo de retención del soluto en un dado solvente o mezcla de solventes. 

- k' : factor de capacidad, defuúdo como (tR - to ) / to 

- MO : modificador orgánico. Se refiere al solvente orgánico que acompaña al agua. 

- ITPLC : Cromatografla Líquida de Alta Performance. 

- CLFN : Cromatografia Líquida de Fase Normal. 

- CLFI : Cromatografia Líquida de Fase Inversa. 

- e° : parámetro de solvente que mide la fuerza eluotrópica. 

- RLES : Relación Lineal de Energía Libre de Solvatación. 

- ACP : Análisis de los componentes principales 

- oNA: orto-Nítroanilina 

- mNA : meta-Nitroanilina. 
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- pNA : para-Nitroanilina. 

- NNoNA. NN-dimetil-orto-Nitroanilina 

- NNmNA : NN-dimetil-mata-Nitmanilina 

- NNpNA : NN-dimetil-para Nitroanilina 

- AOH : Altemariol 

- AME : Altemariol-mouornetil-éter. 

- Clix: ciclohexano. 

- Ha : hexano. 

- THE' : Tetrahidrofurano 

- DMF : dimetilformamida. 

- ACN : acetonitrilo 

- Ac. : acetona. 

- DCE : dicloroetano. 

- DCM : diclorometano. 

Clf : cloroformo. 

- CTC : tetraclonn-o de carbono. 

- Et0H : etanol. 

- Me0H : metanol. 

- BuOH : butano!. 

- 2-PrOH : 2-propanol. 

- TEA : trietilRmina

- AcEt : Acetato de etilo. 

- EE : éter etílico 

- Tol. tolueno 

Bz. : benceno 
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