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2.2. Influen�a hidrofobicit��ii anali�ilor asupra reten�iei cromatografice. Determinarea 
log Kow prin RP-LC 

 
2.2.1. Problematica studiului 

 
În cromatografia de lichide în faz� invers�, faza sta�ionar� este considerat� hidrofob�, iar 

faza mobil� (con�inând de obicei amestecuri de ap� cu solven�i organici relativi polari ca de 
exemplu acetonitril, metanol sau etanol) este considerat� ca fiind polar�. Natura celor dou� faze 
presupune, astfel, ca anali�ii ce sunt separa�i prin aceast� tehnic� cromatografic� s� fie hidrofobi 
sau, cel pu�in, s� aib� o polaritate mai mic� decât aceea a fazei mobile. În cromatografia de lichide 
în faz� invers�, mecanismul de reten�ie principal este reprezentat de interac�ia hidrofob� dintre 
molecula analitului �i faza sta�ionar� (bazat� pe for�e de tip van der Waals). Astfel, cu cât 
hidrofobicitatea analitului este mai mare cu atât interac�ia cu faza sta�ionar� va fi mai puternic� �i 
reten�ia cromatogafic� a acestuia va fi mai mare. 

Pentru stabilirea corela�iei hidrofobicitate – reten�ie cromatografic� s-a trasat dependen�a 
factorului de capacitate func�ie de concentra�ia de modificator organic în faza mobil�. Ca 
modificator organic s-a folosit atât acetonitril, cât �i metanol, pentru a vedea dac� natura 
modificatorului organic influen�eaz� rezultatele ob�inute la estimarea hidrofobicit��ii anali�ilor 
folosind cromatografia de lichide în faz� invers�. A�adar cei �apte compu�i, injecta�i împreun� sau 
separat, au fost monitoriza�i în condi�iile unor faze mobile diferite în ceea ce prive�te raportul 
solvent apos / modificator organic. S-au considerat mai multe compozi�ii ale fazei mobile în func�ie 
de hidrofobicitatea moleculelor considerate pentru care s-a m�surat experimental reten�ia fiecarui 
compus injectat. Ulterior, dup� stabilirea dependen�elor func�ionale (liniare sau polinomiale) dintre 
reten�ie �i procentul de modificator organic din faza mobil�, prin extrapolare în regresiile ob�inute, 
s-a putut calcula factorul de capacitate pentru o faz� mobil� exclusiv apoas� (log k’w); acest 
parametru a fost ulterior corelat cu log Kow – constanta de parti�ie ap� : octanol. Pentru verificarea 
acurate�ei modelului s-a comparat valoarea log Kow ob�inut� din datele experimentale cu valoarea 
teoretic� a acestui parametru determinat� prin metoda fragmentelor. Pentru cele dou� seturi de date 
s-a încercat ob�inerea unei corela�ii care s� permit� fie predic�ia reten�iei în RP-LC a unui compus 
ce face parte din aceea�i clas� structural� pe baza cunoa�terii valorii teoretice a log Kow, fie 
estimarea indicelui de hidrofobicitate al acelui compus pe baza reten�iei în RP-LC. 
 
 

2.2.2. Modelul teoretic aplicat 
 

Hidrofobicitatea prezint� un rol fundamental în RP-LC. De�i nu s-au stabilit înc� cu 
certitudine detaliile mecanistice care s� decrie în întregime reten�ia compu�ilor separa�i prin aceast� 
tehnic� cromatografic�, un lucru este cert: reten�ia diferen�iat� a acestora de-a lungul fazei 
sta�ionare se face pe baza hidrofobicit��ii lor. Acest lucru este u�or de în�eles, deoarece în RP-LC 
faza sta�ionar� este mai pu�in polar� (mai hidrofob�) decât faza mobil�. Rela�ia între constanta de 
parti�ie a unei molecule între faza sta�ionar� �i faza mobil� �i reten�ia sa, este exprimat� cantitativ de 
expresia: 

fs

fm
LCRP V

V
'k

'k
K ⋅=

Φ
=−       (2.2.1) 

unde KRP-LC este constanta de parti�ie a unei molecule între faza mobil� �i faza sta�ionar�, k’ este 
factorul de capacitate, iar � este o constant� constructiv� a coloanei cromatografice dat� de raportul 
volumelor de faz� sta�ionar� �i faz� mobil� (Vfs/Vfm). 

Modelul parti�iei consider� c� faza sta�ionar� – reprezentat� de lan�urile hidrocarbonate cu 
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propriet��i hidrofobe – poate fi considerat� ca un volum de lichid ce acoper� suportul inert de 
silicagel. Acest lichid se comport� ca un strat nemiscibil cu faza mobil� �i în consecin�� întregul 
proces cromatografic poate fi asem�nat cu un proces de parti�ie lichid-lichid. Teoria parti�iei 
presupune de asemenea c� doar moleculele de solut pot penetra acest strat. Astfel parti�ia 
moleculelor de solut se face între faza mobil� �i locurile vacante dintre lan�urile hidrocarbonate ale 
fazei sta�ionare, numite regiunea de interfa�� [20]. Modelul, propus de Dill, ridic� câteva întreb�ri în 
leg�tur� cu presupunerea c� doar moleculele de solut (care sunt în mod uzual mai mari decât cele de 
ap� sau modificator organic) pot penetra stratul lichid de faz� sta�ionar�, în timp ce apa sau 
modificatorul organic sunt excluse. Echilibrul care descrie procesul de parti�ie lichid-lichid al 
solutului între cele dou� faze poate fi reprezentat prin rela�ia: 

fsfm A  A ←
→         (2.2.2) 

acesta este caracterizat de o constant� de echilibru, denumit� �i constanta de reparti�ie care este 
egal� cu raportul concentra�iilor solutului la echilibru în faza sta�ionar� �i respectiv în faza mobil� 
(rela�ia 2.2.3). 

fm

fs
LCRP [A]

[A]
    K =−        (2.2.3) 

Una dintre cele mai importante metode de estimare a hidrofobicit��ii compu�ilor organici 
este reprezentat� de distribu�ia în sistemul ap� : octanol, care este caracterizat� de constanta de 
distribu�ie ap� : octanol (Kow), a�a-numitul indice de hidrofobicitate: 

apa

oltanoc1
ow ]A[

]A[
K −=        (2.2.4) 

Comparând rela�iile (2.2.3) �i (2.2.4) se poate observa c� cele dou� ecua�ii cuantific� 
hidrofobicitatea unui analit, A, în dou� sisteme: sistemul RP-LC �i respectiv sistemul ap� – octanol. 
Având în vedere similitudinile dintre cele dou� sisteme (faza sta�ionar� hidrofob� din RP-LC fiind 
asociat� 1-octanolului �i faza mobil� polar� fiind asociat� cu apa), este plauzibil� afirma�ia c� cele 
dou� sisteme pot fi corelate. Altfel spus, pe baza coeficientului de parti�ie ap� – octanol (log Kow), 
se poate estima reten�ia anali�ilor într-un anumit sistem cromatografic (log KRP-LC) �i viceversa. 

Pentru a se apropia de sistemul ap� : octanol din punct de vedere al hidrofobicit��ilor 
relative, un sistem RP-LC ar trebui s� aib� o faz� mobil� cât mai pu�in hidrofob�, adic� f�r� 
modificator organic; de altfel reten�ia cromatografic� într-o faz� mobil� 100% apoas� este 
considerat� a fi modalitatea standard de a face m�sur�tori de hidrofobicitate, deoarece singurul efect 
solvofobic prezent este cel hidrofobic. În acest caz vorbim de factorul de capacitate corespunz�tor 
unei faze mobile alc�tuit� din 100% ap� (k’w pentru Cm → 0, unde Cm reprezint� concentra�ia 
procentual� de modificator organic în faza mobil�) c�reia îi corespunde o constant� de parti�ie (Kw, 

RP-LC). Aceast� constant� poate fi corelat� cu constanta de distribu�ie ap� : octanol: 

   K K 0C
LC-RPow

m →≈        (2.2.5) 
Considerând argumentele prezentate mai sus, în acest studiu, se va considera constanta de 

distribu�ie între faza mobil� (100% component� apoas�) �i faza sta�ionar� (lan�urile octadecil) ca 
fiind un indice de hidrofobicitate determinat din date experimentale cromatografice pentru anali�ii 
studia�i. Compara�ia acestor valori cu indicele de hidrofobicitate teoretic va duce la confirmarea sau 
infirmarea modelului teoretic expus anterior. 
 În RP-LC dependen�a factorului de capacitate de concentra�ia de modificator organic din 
faza mobil� (Cm) este cel mai bine descris� de ecua�iile [44, 92-95]:   

bCa'klog m +⋅=        (2.2.6) 

'cC'bC'a'klog m
2
m +⋅+⋅=       (2.2.7) 



 6 

unde a, b, a’, b’ �i c’ sunt parametrii regresiilor celor dou� dependen�e. 
 
  
2.2.4. Rezultate �i discu�ii 

 
Factorul de capacitate k’ a fost calculat dup� formula k’ = (tr – t0)/t0 , unde tr este timpul de 

reten�ie absolut, iar t0 timpul mort al coloanei. Pentru coloana Purospher folosit� în cadrul studiului 
la debitul de 1,0 mL/min, timpul mort determinat experimental a fost de 0,85 minute. Pe baza 
datelor experimentale ob�inute (tr, k’, log k’) s-au trasat dependen�ele log k’ func�ie de con�inutul 
procentual de modificator organic (acetonitril sau metanol) din faza mobil� pentru fiecare din 
compu�ii studia�i. Valorile coeficien�ilor de corela�ie ob�inuti atât pentru regresii liniare, cât �i 
polinomiale, sunt în toate cazurile (pentru to�i cei �apte compu�i model) mai mari de 0,99 lucru care 
confirm� validitatea ecua�iilor matematice alese pentru descrierea reten�iei în func�ie de compozi�ia 
fazei mobile. Pe baza modelului teoretic expus anterior a fost calculat� – prin extrapolare la 0% 
modificator organic – constanta de distribu�ie între faza mobil� (alc�tuit� 100% din componenta 
apoas�) �i faza sta�ionar� de tip octadecil silicagel (log Kw,RP-LC) pentru cei �apte compu�i model: 
fenol, acid salicilic, metoprolol impuritate B, betaxolol impuritate D, fenofibrat impuritate A, 
amiodaron� impuritate D �i amiodaron� impuritate E. Tabelul 2.2.2 prezint� valorile ob�inute 
pentru acest parametru prin extrapolare atât în dependen�ele liniare cât �i în cele polinomiale 
(determinate anterior) folosind cei doi modificatori organici, acetonitrilul �i metanolul.  

Valorile teoretice ale log Kow au fost calculate cu metoda fragmentometric� cu ajutorul 
software-ului EPI Suite – KOWWIN, versiunea 1.67, al Environmental Protection Agency, SUA 
[97]. Raportul de calcul al log Kow teoretic pentru cei �apte compu�i model este dat în figurile 
urm�toare. De men�ionat c� pentru fenol �i acid salicilic, au fost g�site în baza de date a softului �i 
valorile experimentale ale indicelui de hidrofobicitate determinat prin metoda clasic� de parti�ie 
între ap� �i octanol. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Fig 2.2.1. Structurile chimice corespunz�toare celor �apte compu�i model. 
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Pe baza datelor ob�inute în Tabelul 2.2.2, s-au putut reprezenta grafic valorile log Kow 
ob�inute prin extrapolare din datele de reten�ie cromatografic� în func�ie de valorile log Kow 
teoretice calculate prin metoda fragmentelor. S-au ob�inut în acest mod patru dependen�e, dou� 
pentru fiecare modificator organic �i alte dou� în func�ie de ce tip de dependen�� (liniar� sau 
polinomial� de gradul II) a fost folosit� pentru extrapolarea la 100% component� apoas�. Cele patru 
dependen�e sunt reprezentate grafic în Fig. 2.2.24, incluzând �i parametrii regresiilor liniare 
ob�inute (pant�, ordonat� la origine �i coeficient de corela�ie) pentru a putea fi discutate. 

De asemenea, se pot face urm�toarele considera�ii. Toate corela�iile dintre valorile log Kw,RP-

LC, ob�inute prin extrapolare în regresiile liniare / polinomiale �i cele teoretice (metoda 
fragmentelor), au condus la ob�inerea unor coeficien�i de corelare foarte buni (r � 0,93 pentru 
acetonitril �i r � 0,97 pentru metanol) indiferent de tipul de ecua�ie folosit�, liniar� sau polinomial�. 
Ca o tendin�� general�, se observ� c� valorile log Kw,RP-LC determinate pentru metanol sunt mai mari 
decât cele ob�inute în cazul acetonitrilului. Aceasta deoarece pantele dependen�elor log k’ – Cm sunt 
mai mari pentru metanol decât pentru acetonitril; explica�ia pentru pantele mai mari poate fi pus� pe 
seama diferen�ei de putere elutropic� (polaritate) între metanol �i acetonitril. Altfel spus, aceea�i 
sc�dere procentual� a celor doi modificatori în faza mobil� va genera o cre�tere mai important� a 
factorului de capacitate în cazul metanolului �i implicit o pant� mai mare a acestei dependen�e. De 
asemenea, se poate observa c� valorile coeficien�ilor de corela�ie pentru metanol sunt semnificativ 
mai mari decât în cazul acetonitrilului, în timp ce nu exist� o diferen�� net� între ace�ti coeficien�i 
pentru acela�i modificator în func�ie de tipul de ecua�ie folosit la trasarea dependen�ei log k’ - Cm. O 
corela�ie perfect� între log Kw,RP-LC �i log Kow  teoretic, presupune ca parametrii regresiilor liniare 
respective, panta �i ordonata la origine, s� aib� valorile 1, respectiv 0. În cazul celor mai pu�in 
hidrofobi compu�i studia�i, fenolul �i acidul salicilic, se constat� o apropiere foarte mare între 
valorile log Kw,RP-LC, cele ob�inute prin metoda distribu�iei ap� : octanol �i cele teoretice ob�inute 
prin metoda fragmentelor. Aceasta deoarece intervalul de compozi�ii ale fazei mobile studiat pentru 
cei doi compu�i a fost foarte apropiat de 0% modificator organic, în condi�iile elu�iei într-un timp 
rezonabil (în cazul acidului salicilic s-a mers pân� la 5% modificator organic ceea ce presupune o 
eroare foarte mic� la extrapolarea dependen�elor la 0% modificator organic în faza mobil�). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Fig 2.2.2. Dependen�a liniar� (a) respectiv polinomial� (b) a reten�iei (log k’) de procentul de modificator 
organic (acetonitril) din faza mobil� pentru fenol, metoprolol impuritate B, betaxolol impuritate D �i 

fenofibrat impuritate A. 
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Fig 2.2.4. Dependen�a liniar� respectiv polinomial� a reten�iei (log k’) de procentul de modificator organic 
(acetonitril sau metanol) din faza mobil� pentru acidul salicilic. 

 
 
 

Tabel 2.2.2. Compara�ie între valorile log Kow ob�inute experimental pe baza dependen�elor liniare / 
polinomiale �i cele teoretice determinate prin metoda fragmentelor moleculare. 

Compara�ie log Kow experimental (RP-LC) versus log Kow teoretic 

log Kow experimental - ACN log Kow experimental - MeOH 
Analit 

Regresie 
liniar� 

Regresie 
polinomial� 

log Kow teoretic 
(metoda 

fragmentelor) 
Regresie 
liniar� 

Regresie 
polinomial� 

fenol 1,29 1,38 1,51 1,56 1,52 
acid salicilic 2,04 2,31 2,24 2,19 2,18 

metoprolol imp. B 1,36 1,82 1,79 1,96 2,24 
betaxolol imp. D 2,34 3,05 3,07 3,12 3,47 
fenofibrat imp. A 3,13 4,18 3,31 4,06 4,58 

amiodaron� imp. E 3,10 4,66 5,23 5,11 6,62 
amiodaron� imp. D 4,06 5,33 7,57 6,46 7,83 

 
Analizând valorile individuale ale log Kow pentru to�i compu�ii model date în Tabelul 2.2.2, 

se pot face urm�toarele considera�ii: 
 • valorile extrapolate respectiv cele teoretice corespunz�toare indicelui de hidrofobicitate 
sunt apropiate; 

• folosind extrapolarea din regresii liniare �i metanol ca modificator organic se ob�in valori 
log Kow mai apropiate de cele teoretice decât pentru acetonitril; în schimb dac� se extrapoleaz� 
dependen�ele polinomiale, valorile ob�inute sunt mai apropiate de cele teoretice în cazul 
acetonitrilului ca modificator în faza mobil�;  
 • printre cele mai mari devia�ii relative (erori ale modelului) se înregistreaz� în cazul 
compu�ilor amiodaron� impuritate D �i amiodaron� impuritate E care sunt compu�ii cei mai 
hidrofobi din seria investigat�. Datorit� acestei hidrofobicit��i m�rite, reten�ia lor a fost m�surat� în 
faze mobile cu con�inut ridicat de modificator organic (95 – 40%) ducând la erori importante 
ap�rute în urma extrapol�rii la 0% modificator organic. În schimb se observ� c�, dac� se m�soar� 
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reten�ia în faze mobile cu un procent mare de solvent apos �i dac� acest interval este �i unul 
suficient de extins, devia�iile de la valorile teoretice sunt mult mai mici; este cazul acidului salicilic, 
a c�rui reten�ie a fost m�surat� în intervalul 50 – 5% ACN �i respectiv 60 – 5% MeOH), a c�rui 
devia�ie relativ� medie a fost cea mai redus� dintre to�i compu�ii model (4,2% valoare ob�inut� prin 
medierea devia�iilor relative pentru cele patru situa�ii). 

În ciuda unora din abaterile destul de mari înregistrate pentru valorile indicelui de 
hidrofobicitate determinat prin extrapolare în datele de reten�ie cromatografic� fa�� de valorile 
teoretice, trebuie �inut minte c� valorile teoretice ale indicelui de hidrofobicitate calculate prin 
metoda fragmentelor sunt la rândul lor afectate de erori generate de aproxim�rile folosite, la fel ca �i 
modelul extrapol�rii reten�iei în RP-LC. De aceea, orice devia�ie de la aceste valori teoretice, fie c� 
este mare sau mic�, nu înseamn� c� este vorba neap�rat de o valoare eronat�. Cea mai exact� 
metod� de determinare a indicelui de hidrofobicitate r�mâne metoda parti�iei ap� : octanol 
(efectuat� în experimente de tip ‘shake-flask’). Din nefericire asemenea date experimentale nu au 
fost disponibile pentru compu�ii model ale�i cu excep�ia fenolului (log Kow = 1,46) �i a acidului 
salicilic (log Kow = 2,26) [98], valori care, dup� cum se poate observa, sunt foarte apropiate de cele 
teoretice, fiind vorba de compu�i cu structuri relativ simple, respectiv 1,51 pentru fenol �i 2,24 
pentru acidul salicilic, dar �i de cele determinate prin RP-LC conform Tabelului 2.2.2. 

Calcularea indicelui de hidrofobicitate prin extrapolare din date de reten�ie cromatografic� 
ob�inute cu faze mobile având mai mult de 10% con�inut de modificator organic, nu poate 
reprezenta o estimare foarte corect� a acestui parametru. Aceste valori reprezint� de fapt constanta 
de distribu�ie a anli�ilor între faza mobil� �i cea sta�ionar� dac� structura �i conforma�ia fazei 
sta�ionare în 100% ap� ar fi aceea�i ca pentru faze mobile binare alc�tuite din amestecuri ap� – 
modificator organic. Totu�i astfel de date extrapolate sunt interesante �i utile din punct de vedere al 
studiilor QSRR (Quantitative Structure – Retention Relationships), deoarece pot corela foarte bine 
reten�ia cromatografic� cu propriet��ile hidofobice ale compu�ilor, fiind în acela�i timp strâns legate 
de structura acestora [99]. Devia�iile care apar de la valorile teoretice nu fac decât s� confirme cele 
afirmate anterior. Aceste devia�ii sunt date de simplific�rile aplicate modelului prin care se 
determin� log Kow din extrapolarea datelor de reten�ie cromatografic�. Atâta timp cât 
comportamentul fazei sta�ionare r�mâne neschimbat (procent ridicat de modificator organic în faza 
mobil� care permite solvatarea fazei sta�ionare), modelul genereaz� rezultate consistente în ceea ce 
prive�te predic�ia reten�iei. Pe de alt� parte, îns�, folosirea unor faze mobile cu un procent ridicat de 
ap� în compozi�ie conduce la o schimbare confoma�ional� a fazei sta�ionare (de la bine-cunoscuta 
structur� de tip „bristle” se ajunge la o aglomerare a lan�urilor alchilice, cunoscut ca fenomenul de 
„colapsare”), ceea ce produce modificarea propriet��ilor de reten�ie ale acesteia �i implicit la erori în 
estimarea reten�iei prin extrapolare [100].  
 

2.2.5. Influen�a naturii fazei sta�ionare asupra determin�rii log Kow prin RP-LC 
 
 În subcapitolele anterioare s-a ar�tat c� estimarea indicelui de hidrofobicitate prin RP-LC 

poate duce la ob�inerea unor rezultate apropiate de cele ob�inute folosind modele teoretice sau 
metoda clasic� de determinare a indicelui de hidrofobicitate, parti�ia în sistemul ap� : octanol. O alt� 
întrebare care se ridic� în acest caz este dac� natura fazei sta�ionare folosit� în RP-LC influen�eaz� 
sau nu valorile log Kow  ob�inute prin aceast� tehnic�. Hidrofobicitatea unui compus organic este o 
proprietate fizico-chimic� care depinde de structura acestuia. Pe de alt� parte, îns�, hidrofobicitatea 
unui compus chimic nu are sens dac� nu este raportat� la un sistem chimic de referin�� (de exemplu 
sistemul ap� : octanol sau un sistem RP-LC). Studiul de fa�� urm�re�te s� eviden�ieze diferen�ele 
între valorile indicelui de hidrofobicitate (log Kow) ob�inute în RP-LC folosind faze sta�ionare 
diferite în ceea ce prive�te hidrofobicitatea. Pentru aceasta s-au considerat dou� sisteme RP-LC 
diferen�iate prin tipul de faz� sta�ionar� folosit�: (a) o faz� sta�ionar� de tip octadecil silicagel (C18) 
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�i (b) o faz� sta�ionar� de tip octil silicagel (C8). Cele dou� tipuri de faz� sta�ionar� difer�, evident, 
prin hidrofobicitate, faza octadecil fiind mult mai hidrofob�. 

Pentru a verifica toate aceste considera�ii s-a realizat un studiu de reten�ie pe patru compu�i 
model (ale c�ror structuri sunt date în Fig. 2.2.26) folosind cele dou� faze sta�ionare amintite, dar 
p�strând aceea�i faz� mobil� �i acelea�i condi�ii de elu�ie. Pe baza modelului liniar dat de rela�ia 
(2.2.6) �i expus anterior în subcapitolul 2.2.2, s-au putut calcula valorile log Kow corespunz�toare 
celor patru compu�i model pentru cele dou� tipuri de faze sta�ionare alese. Dou� coloane 
cromatografice au fost folosite la acest studiu: o coloan� Purospher STAR RP-18e având 
dimensiunile 125 mm L x 4,0 mm d.i. x 5 µm d.p. care con�ine ca faz� sta�ionar� cu radicali 
octadecil (C18) grefa�i pe un suport inert de silicagel (Merck) �i o a doua coloan� Zorbax Eclipse 
XDB-C8 de 150 mm L x 4,6 mm d.i. x 5 µm d.p., având ca faz� sta�ionar� radicali octil (C8) grefa�i 
pe un suport inert de silicagel (Agilent).  

Astfel, s-au putut calcula valorile log Kow pentru cei patru compu�i model folosind 
cromatografia de lichide în faz� invers� �i dou� coloane cromatografice având faze sta�ionare 
diferite din punct de vedere al hidrofobicit��ii, conform Tabelului 2.2.5. 

 
Tabel 2.2.5. Compara�ie între valorile log Kow ob�inute experimental prin RP-LC, cele teoretice determinate 

prin metoda fragmentelor moleculare �i respectiv valorile din literatur� determinate experimental prin 
metoda parti�iei în sistemul ap� : octanol. 

 

Analit 
log Kow RP-LC 

 (Purospher STAR 
RP-18e) 

log Kow RP-LC 
(Zorbax Eclipse 

XDB-C8) 

log Kow teoretic 
(met. frag.) 

log Kow 

experimental 

metoprolol impuritate A 2,20 1,94 0,79 - 
metoprolol 2,50 2,24 1,69 1,88 

betaxolol impuritate A  2,80 2,48 1,97 - 
betaxolol 3,13 2,72 2,98 2,81 

 
Analizând datele din Tabelul 2.2.5 se poate concluziona c� valorile log Kow determinate 

prin RP-LC difer� semnificativ în func�ie de faza sta�ionar�. Astfel pentru faza sta�ionar� de tip 
octadecil silicagel (C18) valorile log Kow ob�inute sunt sistematic mai mari decât cele 
corespunz�toare fazei sta�ionare octil silicagel (C8), diferen�a dintre cele dou� seturi de valori fiind, 
în medie, de 0,3 – 0,4 unit��i. Dintre cele dou� seturi de valori corespunz�toare fazelor sta�ionare 
octil �i octadecil, primul este mai apropiat de valorile log Kow teoretice, dar �i de cele experimentale 
ob�inute prin parti�ie în sistemul ap� : octanol (doar pentru metoprolol �i betaxolol), deoarece 
sistemul de parti�ie ap� : octanol este mai apropiat ca hidrofobicitate de un sistem RP-LC bazat pe o 
faz� sta�ionar� cu un lan� alchilic de 8 atomi de carbon, decât de un sistem cu o faz� sta�ionar� cu 18 
atomi de carbon. 

Diferen�a de hidrofobicitate între cele dou� faze sta�ionare genereaz� practic o reten�ie mai 
mare a anali�ilor în coloan�. Aceasta înseamn� un factor de capacitate mai mare la aceea�i 
compozi�ie a fazei mobile, o pant� mai mare a dependen�ei liniare log k’ – Cm , �i implicit o valoare 
mai mare la extrapolarea la 0% Cm (log k’w), valoare din care se estimeaz� log Kow. 

Dup� cum se poate observa din Fig. 2.2.28 valorile log Kow ob�inute prin RP-LC pe cele 
dou� coloane cromatografice se coreleaz� foarte bine cu valorile teoretice calculate prin metoda 
fragmentelor; valorile coeficien�ilor de corela�ie fiind mai mari decât 0,98 în ambele cazuri. O 
dependen�� liniar� cu un coeficient de corela�ie de asemenea foarte bun (> 0,99) se ob�ine �i între 
valorile log Kow determinate pe coloana Purospher RP-18e �i coloana Zorbax XDB-C8 (Fig. 
2.2.29), ceea ce indic� corectitudinea determin�rilor prin RP-LC indiferent de faza sta�ionar� 
folosit�. Cre�terea valorilor log Kow (RP-LC) cu cre�terea lungimii lan�ului alchilic al fazei 
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sta�ionare arat� c� reten�ia în RP-LC depinde de hidrofobicitatea fazei sta�ionare. Corela�ia bun� 
dintre valorile log Kow ob�inute cromatografic, fie pe o coloan� de tip C18, fie pe o coloan� de tip 
C8, �i cele determinate teoretic arat� c� exist� o leg�tur� strâns� între reten�ia cromatografic� �i 
structura anali�ilor, leg�tur� ce se poate defini simplu prin hidrofobicitatea anali�ilor. 

 
2.2.6. Concluzii 
 
Estimarea indicelui de hidrofobicitate din date experimentale ob�inute prin RP-LC (log 

Kw,RP-LC) s-a f�cut folosind modelul dependen�ei liniare, respectiv polinomiale între reten�ie (log k’) 
�i procentul de modificator organic în faza mobila (Cm). Pe baza acestor dependen�e func�ionale s-a 
facut extrapolarea la 0% modificator organic (respectiv 100% solvent apos) ceea ce înseamn� o 
distribu�ie a solu�ilor între o faz� mobil� exclusiv polar� �i o faz� sta�ionar� hidrofob�. Pentru 
confirmarea validit��ii rezultatelor ob�inute cu sistemul RP-LC s-au comparat rezultatele ob�inute cu 
cele din literatur�, fie experimentale (parti�ie ap� : octanol), fie teoretice. 

Valorile log Kw,RP-LC  ob�inute pe baza modelului prezentat (RP-LC) au fost comparate cu 
indicii de hidrofobicitate cunoscu�i din date de literatur�. Mai mult, s-a trasat �i o dependen�� între 
cele dou� seturi de date. Toate corela�iile dintre valorile log Kow, ob�inute prin extrapolare în 
regresiile liniare sau polinomiale �i cele teoretice (metoda fragmentelor), au condus la ob�inerea 
unor coeficien�i de fitare foarte buni (r � 0,93 pentru acetonitril �i r � 0,97 pentru metanol), 
indiferent de tipul de ecua�ie folosit�, liniar� sau polinomial�. Ca o tendin�� general� se observ� c� 
valorile log Kow determinate pentru metanol sunt mai mari decât cele ob�inute în cazul 
acetonitrilului. O posibil� explica�ie pentru cele dou� observa�ii de mai sus este legat� de polaritatea 
celor doi modificatori. Metanolul are o polaritate mai mare �i mai apropiat� de cea a apei. Dup� 
cum a fost ar�tat anterior, asem�narea între sistemul RP-LC �i sistemul ap� : octanol este cu atât 
mai mare cu cât faza mobil� din RP-LC se apropie de polaritatea apei. A�adar cu cât sistemele sunt 
mai asem�n�toare, cu atât datele generate de ele sunt mai apropiate. 

Natura fazei sta�ionare influen�eaz� reten�ia anali�ilor �i implicit �i valorile determinate 
pentru log Kow prin cromatografia de lichide în faz� invers�. Astfel, cre�terea hidrofobicit��ii fazei 
sta�ionare (de la octil la octadecil) duce la ob�inerea unor valori mai mari cu aproximativ 0,3 – 0,4 
unit��i ale indicelui de hidrofobicitate pentru compu�ii studia�i, lucru explicabil prin cre�terea 
reten�iei acestora o dat� cu cre�terea lungimii lan�ului hidrocarbonat al fazei sta�ionare. Indiferent de 
modul de calcul al log Kow, se poate trasa o dependen�� liniar� (r > 0,98) între seturile de valori 
corespunz�toare anali�ilor studia�i, fie ca sunt ob�inute prin RP-LC pe diferite faze sta�ionare fie c� 
sunt calculate prin metode teoretice (metoda fragmentelor moleculare). 

În concluzie, cele dou� studii prezentate confirm� posibilitatea corel�rii reten�iei �i 
hidrofobicit��ii în cromatografia de lichide în faz� invers� �i, mai mult decât atât, confirm� 
posibilitatea determin�rii hidrofobicit��ii anali�ilor pe baza acestei tehnici cromatografice. RP-LC a 
devenit o metod� complementar� celei clasice care folose�te parti�ia ap� : octanol. Rezultatele 
calculului hidrofobicit��ii prin RP-LC sunt apropiate de cele ob�inute cu ajutorul sistemului clasic 
ap� : octanol, dar �i de cele ob�inute prin diferite metode de calcul teoretic, cum este metoda 
fragmentelor. 

Datele de hidrofobicitate ob�inute prin RP-LC î�i g�sesc aplicabilitatea �i la dezvoltarea 
rapid� a unor metode lichid-cromatografice destinate separ�rii unor compu�i înrudi�i. Cunoa�terea 
acestor date permite predic�ia reten�iei �i a ordinii de elu�ie a compu�ilor investiga�i, pe un domeniu 
larg de compozi�ii ale fazei mobile. Toate aceste informa�ii pot duce la eliminarea efectu�rii unor 
experimente practice care nu sunt utile �i la scurtarea timpului necesar dezvolt�rii �i optimiz�rii 
metodelor cromatografice respective. 
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2.3. Influen�a pH-ului componentei apoase a fazei mobile �i a caracterului acido-bazic 
al anali�ilor asupra reten�iei în RP-LC  

 
2.3.1. Problematica studiului 
 
În cromatografia de lichide în faz� invers� pH-ul componentei apoase a fazei mobile 

reprezint� un parametru esen�ial în controlul reten�iei anali�ilor �i a selectivit��ii separ�rilor, în 
m�sura în care compu�ii ce urmeaz� a fi separa�i au în structura lor grup�ri polare ionice sau 
disociabile grefate pe scheletul hidrofob al moleculelor. Ionizarea acestor grup�ri acide (-COOH, -
OH, amid�, sulfonamid�) sau bazice (-NH2) poate fi influen�at� de pH-ul prestabilit al componentei 
apoase a fazei mobile. În cazul compu�ilor lipsi�i de asemenea grup�ri ionice / disociabile 
(hidrocarburi, esteri, etc.), pH-ul nu va influen�a reten�ia acestora. Pe lâng� reten�ie �i selectivitate, 
pH-ul �i respectiv caracterul acido-bazic al anali�ilor, în strâns� leg�tur� cu propriet��ile fazei 
sta�ionare, pot avea o influen�� semnificativ� �i asupra altor parametri cromatografici, ca de 
exemplu simetria �i eficien�a picurilor generate [103, 104]. Precizarea f�cut� anterior referitoare la 
pH-ul componentei apoase a fazei mobile �i nu al fazei mobile este important�, deoarece acesta se 
m�soar� în componenta apoas� înainte de amestecarea cu componenta organic� a fazei mobile.  

În RP-LC controlul pH-ului se realizeaz� cu ajutorul solu�iilor tampon sau al acizilor. Se 
folosesc solu�ii tampon pe baz� de fosfat, acetat, borat, sulfat, etc. �i respectiv acizi de tipul: 
fosforic, formic, acetic, trifluoracetic, sulfuric �i chiar clorhidric. pH-ul componentei apoase a fazei 
mobile este a�adar un parametru important cu care poate fi modulat� reten�ia �i selectivitatea 
separ�rilor cromatografice. 

În principiu, pentru un compus cu grup�ri acide (-COOH, -OH, -CONH2) reten�ia va cre�te o 
dat� cu sc�derea pH-ului, deoarece disocierea acestor grup�ri va fi blocat� �i molecula va 
interac�iona pregnant cu faza sta�ionar� pe baza hidrofobicit��ii sale. 

Un compus bazic pe de alt� parte (de exemplu, având grup�ri amino în molecul�) se va afla 
în stare protonat� la un pH acid �i va tinde s� elueze foarte repede din coloana cromatografic�. 
Pentru a da reten�ie unor asemenea compu�i, în special atunci când metoda lichid-cromatografic� 
folose�te un procent ridicat de solvent organic în componen�a fazei mobile, se pot folosi formatori 
de pereche ionic� (aplicând mecanismul RP-LC bazat pe formare de perechi ionice) p�strându-se 
totodat� un pH acid (2 ÷ 4). Formatorii de pereche ionic� vor neutraliza practic sarcina electrostatic� 
a grup�rii amino protonate cu ajutorul unui contraion voluminos. Agregatul molecular format, care 
este neutru din punct de vedere electric, va fi re�inut în faza sta�ionar�, ducând la cre�terea 
factorului de capacitate. Cealalt� modalitate de cre�tere a reten�iei, este cre�terea pH-ului cu câteva 
unit��i peste valoarea (pKw - pKb) a compusului respectiv, ceea ce face ca protonarea s� fie redus� 
sau anulat�, iar hidrobobicitatea moleculei va cre�te ducând evident la cre�terea reten�iei în coloan�. 

Modificarea pH-ului duce de obicei la varia�ii în reten�ia anali�ilor acizi sau bazici. Sc�derea 
pH-ului duce la o sc�dere a reten�iei compu�ilor bazici deoarece gradul de protonare cre�te �i se 
m�re�te implicit �i polaritatea moleculei. În cazul acizilor sc�derea pH-ului duce la cre�terea 
reten�iei. Selectivitatea unei separ�ri poate fi influen�at� �i ea de varia�ia pH-ului componentei 
apoase a fazei mobile. Într-un amestec de compu�i este posibil ca ace�tia s� fie afecta�i diferit de 
pH. De aceea, varia�ia pH-ului poate genera modific�ri semnificative în reten�ia unor compu�i fa�� 
de ceilal�i ceea ce poate însemna, dup� caz, o separare mai bun� sau mai proast�, o inversare a 
ordinii de elu�ie, etc. 

Pentru a sublinia toate aceste aspecte, în spe�� posibilit��ile multiple de modulare a reten�iei 
�i selectivit��ii cu ajutorul pH-ului în RP-LC, prezentul studiu a fost conceput în sensul 
monitoriz�rii efectelor ap�rute în urma modific�rii pH-ului componentei apoase a fazei mobile în 
privin�a parametrilor cromatografici enumera�i anterior (reten�ie, selectivitate, simetrie, rezolu�ie). 
Vor fi prezentate mai multe cazuri de separ�ri cromatografice de tip RP-LC, având la baz� diferite 
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metode LC, dedicate separ�rii mai multor compu�i înrudi�i din punct de vedere structural. Pentru 
fiecare dintre acestea se va prezenta influen�a pe care o are varia�ia pH-ului componentei apoase 
efectuat�, fie pe un interval mai mare de pH în cazul dezvolt�rii unei metode RP-LC, fie pe un 
interval mai restrâns de pH în cazul evalu�rii robuste�ei metodei în cauz�. 
 

 
2.3.4. Rezultate �i discu�ii 

 
Amestec de compu�i bazici (Drotaverin� �i impurit��i) 

  
La dezvoltarea metodei lichid-cromatografice dedicate separ�rii �i determin�rii Drotaverinei 

�i a impurit��ilor înrudite din formul�ri farmaceutice de tip comprimate s-a studiat influen�a pH-ului 
componentei apoase pe un interval relativ l�rgit: 3,0 – 6,0. Parametrii finali ai metodei sunt da�i în 
Tabelul 2.3.7. 

Deoarece impurit��ile Drotaverinei nu au fost disponibile ca standard de referin��, pentru a 
se putea testa robuste�ea �i selectivitatea metodei, s-a folosit o solu�ie concentrat� de Drotaverin�, 
1500 ppm, nivel la care au putut fi observate, în afar� de Drotaverin�, cel pu�in 9 picuri de 
impurit��i printre care �i Impurit��ile R1 �i R2 (ale c�ror structuri sunt cunoscute). Alte 6 impurit��i 
au fost denumite arbitrar Impuritate 1 ÷ 6 în ordinea de elu�ie, iar ultima impuritate a fost denumit� 
Impuritate X pentru a o distinge de toate celelalte în ceea ce prive�te varia�ia dramatic� a reten�iei în 
contextul modific�rii pH-ului. Datele de reten�ie (k’) sunt date în Tabelul 2.3.8. 

În ceea ce prive�te structurile Drotaverinei �i a Impurit��ilor R1 �i R2 se poate observa c� 
vorbim de compu�i cu caracter bazic a c�ror reten�ie cu cre�terea pH-ului componentei apoase a 
fazei mobile este de a�teptat s� creasc�.  

Pe baza datelor experimentale de reten�ie s-au calculat factorii de capacitate pentru 
Drotaverin� �i cele 9 impurit��i identificate. Cu valorile factorului de capacitate s-au trasat 
dependen�ele acestui parametru în func�ie de pH-ul componentei apoase a fazei mobile (Fig. 
2.3.14). Dup� cum se poate observa din datele experimentale �i din graficele factor de capacitate 
func�ie de pH, reten�ia Drotaverinei, Impurit��ii R1, Impurit��ii R2 �i a Impurit��ilor 1 ÷ 6 cre�te 
u�or cu cre�terea pH-ului de la 3,0 la 6,0. În cazul Impurit��ii X pe de alt� parte, cre�terea reten�iei 
pentru acela�i interval este mult mai mare (de aproximativ 66% fa�� de o medie de 15% pentru 
ceilal�i 9 compu�i). Din punct de vedere al comportamentului similar cu Drotaverina �i Impurit��ile 
R1 �i R2, se poate spune c� Impurit��ile 1 ÷ 6 �i Impuritatea X sunt tot compu�i bazici cu grup�ri 
amino în molecul� asem�n�tori cu Drotaverina. Cea mai mare varia�ie a reten�iei pentru 
Drotaverin�, Impuritate R1 �i Impurit��ile 1 ÷ 6 se observ� între pH 5 �i 6, cel mai probabil ace�ti 
compu�i având o valoare (pKw - pKb) mai mare de 6, adic� o valoare pKb mai mic� de 8. În cazul 
Impurit��ii X dependen�a ob�inut� pe intervalul studiat este sigmoidal� (Fig. 2.3.14), coeficientul de 
corela�ie ob�inut (r2) fiind mai mare de 0,999. Din parametrul x0 al ecua�iei sigmoidale determinate  
(punctul de inflexiune) se poate estima valoarea pKb a Impurit��ii X; astfel valoarea estimat� pentru 
pKb este de 9,48 (14 - 4,52).  

Concluzionând, se poate spune c� aplica�ia prezentat� exemplific� cum comportamentul 
diferit al reten�iei în func�ie de pH-ul componentei apoase a fazei mobile datorat în principal 
diferen�elor structurale între compu�i, poate modifica selectivitatea sau chiar ordinea de elu�ie într-o 
separare. O alt� concluzie ce se poate extrage din cele prezentate anterior este c� dependen�ele k’ - 
pH ob�inute pe un interval cât mai larg �i cu cât mai multe valori ale pH-ului în acel interval, permit 
estimarea valorii pKb pentru compu�i organici cu caracter bazic. 
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Fig. 2.3.14. Dependen�a factorului de capacitate de pH-ul componentei apoase a fazei mobile pentru 
Drotaverin� �i impurit��ile sale. Pentru Impuritatea X este dat� �i ecua�ia sigmoidal� determinat� cu ajutorul 

programului Origin 7.0 împreun� cu parametrii regresiei exponen�iale �i coeficientul de corela�ie aferent.  
 
 
2.3.5. Concluzii 
 
În RP-LC, pH-ul componentei apoase a fazei mobile este un parametru esen�ial folosit 

pentru controlul reten�iei �i al selectivit��ii. Pentru aceasta compu�ii organici de separat trebuie s� 
fie compu�i ionici sau disociabili, adic� s� aib� în structura lor grup�ri polare ionice sau disociabile, 
grefate pe scheletul hidrofob. Disocierea sau protonarea unor asemenea grup�ri acido-bazice este 
influen�at� de pH. În schimb, reten�ia unor compu�i organici lipsi�i de asemenea grup�ri ionice sau 
disociabile (cum este cazul hidrocarburilor sau al esterilor) nu va fi influen�at� de pH. 

Pentru un compus organic cu caracter acid (grup�ri -OH, -COOH, -CONH2, etc.) reten�ia 
scade odat� cu cre�terea pH-ului componentei apoase a fazei mobile, în timp ce pentru un compus 
organic având grup�ri cu caracter bazic (amino), reten�ia cre�te dac� pH-ul cre�te. Pentru compu�i 
acizi cre�terea pH-ului duce la o disociere din ce în ce mai accentuat� a grup�rilor acide având ca 
efect cre�terea polarit��ii moleculei �i implicit sc�derea reten�iei în RP-LC. La compu�ii de tip bazic 
situa�ia este invers�, în sensul c� cre�terea pH-ului face ca protonarea grup�rilor bazice existente în 
molecula acestora s� fie tot mai pu�in favorizat�, ceea ce înseamn� o cre�tere a hidrofobicit��ii 
analitului �i implicit o reten�ie din ce în ce mai mare în faza sta�ionar�. 

Dependen�a reten�iei compu�ilor organici acido-bazici de pH-ul componentei apoase a fazei 
mobile este descris� de o curb� sigmoidal� care are la baz� o rela�ie exponen�ial� de tip Boltzmann. 
pH-ul corespunz�tor punctului de inflexiune al acestei dependen�e sigmoidale reprezint� valoarea 
pKa pentru compu�ii de tip acid �i respectiv pKw - pKb pentru compu�ii bazici. Astfel, pe baza 
datelor de reten�ie cromatografic� ob�inute la diferite valori ale pH-ului se poate trasa dependen�a k’ 
– pH �i, din parametrii ecua�iei sigmoidale Boltzmann, se poate determina punctul de inflexiune al 
curbei �i implicit se pot estima valorile pKa sau pKb, dup� caz. Trebuie men�ionat îns� c� valoarea 
pH-ului componentei apoase nu este totuna cu pH-ul fazei mobile, deoarece modificatorul organic 
are �i el contribu�ia sa la valoarea pH-ului fazei mobile �i de aceea valorile pKa sau pKb ob�inute 
prin RP-LC reprezint� doar estim�ri ale acestor parametri.Modelarea reten�iei în func�ie de pH 
pentru un compus organic cu caracter bazic sau acid poate fi folosit� la predic�ia reten�iei în RP-LC 
pentru orice alt� valoare a pH-ului din interiorul sau din afara intervalului studiat de pH (interpolare 
sau extrapolare). 

3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0

8

9

10

11

12

13

14

15

Data: Impuritate X

Model: Boltzmann 

Equation: 

y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx)) 

Weighting:

y No weighting

  

Chi 2̂/DoF = 0.02213

R̂ 2 =  0.99907

  

A1 8.84328 ±0.18074

A2 14.98424 ±0.18439

x0 4.5221 ±0.045

dx 0.37958 ±0.0432

k
'

pH

 Impuritate X

 Impuritate 5

 Impuritate 6

 Impuritate R2

3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

9.5

10.0

10.5

k
'

pH

 Impuritate 1
 Impuritate 2
 Impuritate R1

 Impuritate 3
 Impuritate 4
 Drotaverina



 15 

2.4. Influen�a hidrofobicit��ii modificatorului organic asupra reten�iei în RP-LC. 
Modelul adsorb�iei competi�ionale analit – modificator organic hidrofob 

 
2.4.1. Problematica studiului 

 
Dup� cum a fost ar�tat în subcapitolul 2.2.2, reten�ia compu�ilor în RP-LC este puternic 

influen�at� de hidrofobicitatea proprie (log Kow) �i de cea a fazei sta�ionare. În aproape toate 
cazurile, m�rimea hidrofobicit��ii anali�ilor d� �i ordinea de elu�ie a acestora din coloana 
cromatografic�. Din ce în ce mai des se discut� în literatur� despre rela�ii cantitative structur� – 
reten�ie (QSRR), adic� modele teoretice ce leag� propriet��ile structurale de reten�ia cromatografic� 
[106]. De aceea, exactitatea valorilor indicelui de hidrofobicitate determinate experimental sau prin 
metode de calcul teoretic este foarte important� pentru a anticipa reten�ia �i selectivitatea separ�rii 
unui grup de anali�i prin RP-LC [93], [101], [107]. Pân� nu demult, în RP-LC, faza sta�ionar� era 
considerat� unicul partener implicat în interac�iile hidrofobe cu anali�ii �i modificatorii organici 
[108, 109], de�i m�surarea cantitativ� a indicelui s�u de hidrofobicitate nu este foarte simpl�, dar 
este realizabil� prin unele modele practice acceptate în literatur� [110 - 112]. 

În cromatgrafia de lichide în faz� invers� reten�ia anali�ilor este rezultatul competi�iei dintre 
interac�iile hidrofobe cu lan�urile alchilice hidrocarbonate din faza sta�ionar� �i for�ele de solvatare 
exercitate de c�tre faza mobil� [22]. Acestea din urm� nu implic� interac�ii hidrofobe, cu excep�ia 
cazului în care fazei mobile i se adaug� un modificator cu caracter hidrofob. Mecanismul cu 
formare de perechi ionice se bazeaz� pe un concept relativ similar, de�i procesele care stau la baza 
reten�iei prin acest mecanism presupun mai degrab� re�inerea formatorului de pereche ionic� în faza 
sta�ionar� ce cap�t� în acest fel un caracter de schimbator de ioni [113]. Caracterul hidrofob al fazei 
mobile poate fi controlat prin ad�ugarea în componenta organic� a fazei mobile a unor cantit��i mici 
de solven�i organici cu un lan� hidrofob de cel pu�in trei atomi de carbon (ex. 1-propanol, 2-
propanol, 1-butanol, 1-pentanol, 1-octanol). 

Scopul primar al acestui studiu a fost acela de a observa �i eventual m�sura influen�a 
caraterului hidrofob al unor alcooli superiori asupra reten�iei mai multor compu�i organici cu 
caracter hidrofob în RP-LC. Mai mul�i compu�i înrudi�i din punct de vedere structural, apar�inând 
clasei de antidiabetice orale de tip sulfonamide [114] au fost ale�i drept compu�i model pentru 
studiul de fa��.  

Reten�ia cromatografic� a celor opt compu�i model descri�i anterior a fost studiat� pe acela�i 
tip de faz� sta�ionar�, dar folosind faze mobile a c�ror hidrofobicitate a fost variat� prin ad�ugarea 
unor cantit��i cunoscute de alcooli superiori (etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol, 1-pentanol 
�i respectiv 1-octanol) în modificatorul organic folosit (metanolul). S-a ad�ugat 1% alcooli superiori 
în metanol (raport volumetric), iar acest amestec a constituit modificatorul organic al fazei mobile. 
Componenta apoas� a fazei mobile a fost de fiecare dat� aceea�i (0,2% acid acetic în ap�). Pentru a 
trasa dependen�a factor de capacitate – concentra�ie de modificator s-a variat raportul procentual 
solvent apos – modificator organic pe intervale diferite în func�ie de hidrofobicitatea anali�ilor, 
pentru a ob�ine timpi de reten�ie rezonabili.  

 
2.4.3. Rezultate �i discu�ii 

 
 2.4.3.2 Influen�a componentei organice a fazei mobile asupra reten�iei 

 
În RP-LC reten�ia anali�ilor este influen�at�, printre altele, de natura componen�ilor organici 

din faza mobil�, dar �i de concentra�ia acestora (Ci). Atunci când se folose�te un singur component 
organic, modelarea reten�iei se face utilizând ecua�ii de tip liniar sau polinomiale (gradul II pentru 
acetonitril) care exprim� dependen�a reten�iei func�ie de concentra�ia procentual� a modificatorului 



 16 

organic. Lucrurile devin mai complicate atunci când faza mobil� con�ine doi sau mai mul�i 
modificatori organici, deoarece pe lâng� contribu�ia individual� a celor doi mai trebuie considerat �i 
efectul cumulat al acestora asupra reten�iei, efect care se traduce printr-un termen care consider� 
produsul dintre concentra�iile individuale ale ambilor solven�i [94, 123]. 

j
1i

j
i

n

1i

2

0j

n

1i

2

0j
i,j

j
ii,j CCC'klog +

= = = =

⋅⋅β+⋅α=�� ��      (2.4.1) 

unde log k’ reprezint� logaritmul zecimal al factorului de capacitate, primul termen din dreapta red� 
contribu�ia fiec�rui solvent organic individual, iar cel de-al doilea termen se refer� la contribu�ia 
mixt� a doi sau mai mul�i solven�i, a�a-numitul efect cuadratic; acesta din urm� este de obicei mult 
mai mic în raport cu primul. Desf��urat�, ecua�ia de mai sus se poate scrie: 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig 2.4.1. Structurile chimice �i denumirile farmaceutice ale celor opt compu�i model. 
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2
22,2

2
11,222,111,12,01,0 CCCC'klog ⋅α+⋅α+⋅α+⋅α+α+α=    (2.4.2) 

Atunci când componenta organic� a fazei mobile (cu con�inut mare de metanol) îsi p�streaz� 
raportul componen�ilor constant, dependen�a factorului de capacitate este dat� de rela�ia: 
 o10 C'klog ⋅α+α=         (2.4.3) 

unde Co este concentra�ia componentei organice în faza mobil�. 
Datele experimentale de reten�ie ob�inute pentru setul de opt compu�i studia�i au validat 

modelul descris de rela�ia (2.4.3) dup� cum se poate observa în Fig. 2.4.3 - 2.4.5 �i în Tabelul 2.4.2 
cu parametrii regresiilor liniare ob�inute. În toate cazurile coeficientul de corela�ie (r2) pentru 
dependen�ele liniare ob�inute a fost mai mare de 0,995, indicând o fitare foarte bun� a datelor 
experimentale în func�ie de concentra�ia total� de modificator din faza mobil�. 

Totodat� s-a observat c� datele experimentale de reten�ie pot fi corelate cu concentra�ia de 
modificator organic din faza mobil� �i dup� un model polinomial de gradul II, doar c� reten�ia este 
exprimat� în acest caz ca factor de capacitate �i nu ca logaritm zecimal al acestuia. �i în acest caz s-
au ob�inut coeficien�i de corela�ie foarte buni (r2 > 0,995). 

2
o2o10 CC'k ⋅ϕ+⋅ϕ+ϕ=        (2.4.4) 

Parametrii regresiilor liniare �i respectiv polinomiale calcula�i pe baza rela�iilor (2.4.3) �i 
(2.4.4) (α0, α1, ϕ0, ϕ1, ϕ2, r

2) pentru cei opt compu�i model �i pentru toate fazele mobile folosite (cu 
�i f�r� adaos de 1% (v/v) alcooli în metanol) sunt sintetiza�i în Tabelele 2.4.2 �i 2.4.3. 

Dependen�ele liniare log k’ func�ie de C0 sunt în general mai bine corelate decât cele 
polinomiale ale factorului de capacitate (k’) func�ie de C0. Din dependen�ele liniare log k’ versus C0 

prezentate în Fig. 2.4.3 - 2.4.5, se poate observa c� reten�ia compu�ilor model este modificat� 
semnificativ doar pentru solven�ii cei mai hidrofobi (1-pentanol �i în special 1-octanol), utiliza�i ca 
aditivi ai componentei organice a fazei mobile la nivel de 1% (v/v). Acest� modificare drastic� a 
reten�iei poate conduce în unele situa�ii la o schimbare în selectivitatea separ�rii cromatografice. 

În concluzie, se poate spune c� reten�ia compu�ilor model folosi�i în prezentul studiu a 
sc�zut cu cre�terea concentra�iei de modificator organic în faza mobil� �i totodat� c� introducerea în 
faza mobil� a unor solven�i din ce în ce mai hidrofobi (chiar la nivele mici de concentra�ie, 1% 
(v/v)) a condus, de asemenea, la sc�derea reten�iei în coloana cromatografic�. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig 2.4.3. Dependen�a liniar� a reten�iei (log k’) de procentul de modificator organic din faza mobil� 
pentru Glibenclamid, Glibenclamid impuritate A. 
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 2.4.3.3 Estimarea hidrofobicit��ii compu�ilor model prin extrapolarea datelor de reten�ie 

 
Dup� cum s-a ar�tat în paragraful anterior rela�ii de tipul (2.4.3) �i (2.4.4) descriu 

dependen�a reten�iei în RP-LC în func�ie de concentra�ia de modificator organic în faza mobil�. Se 
observ� c� pentru 0% modificator organic (C0 = 0), parametrii α0 and ϕ0 reprezint� conform celor 
dou� ecua�ii: log k’w �i repsectiv k’w.  

Astfel, s-au ob�inut pentru cei opt compu�i model �i pentru fiecare din fazele mobile folosite 
(având în componen�� mai mul�i solven�i organici hidrofobi) valorile log Kw,RP-LC, folosind 
urm�toarea rela�ie: 

Φ−=− log'klogKlog w
LCRP

ow        (2.4.5) 

unde � este raportul fazelor din coloana cromatografic� (raportul dintre volumul de faz� sta�ionar� 
�i cel al fazei mobile – Vfs/Vfm). Valoarea parametrului � a fost estimat� pe baza caracteristicilor 
geometrice ale coloanei cromatografice �i a timpului mort corespunz�tor acestora (pentru coloana 
Zorbax XDB-C18 150 mm lungime �i 4,6 mm diametru interior, � = 0,557 �i log � = -0,254. 
Valorile LCRP

owKlog −  calculate prin cele dou� ecua�ii (2.4.3) �i (2.4.4) sunt centralizate în Tabelul 
2.4.4. 

Analizând aceste valori se remarc�, în primul rând, o diferen�� important� între valorile 
LCRP

owKlog − ob�inute prin cele dou� modele matematice. În spe��, valorile extrapolate folosind 
modelul liniar (2.4.3) sunt mult mai mari decât cele determinate pe baza modelului polinomial 
(2.4.4) pentru acela�i compus �i aceea�i faz� mobil� folosit�. În ceea ce prive�te compara�ia dintre 
valorile LCRP

owKlog −
 extrapolate prin cele dou� modele matematice (pentru 100% metanol ca 

modificator organic al fazei mobile) �i valorile log Kow teoretice sau experimentale, se constat� c� 
valorile extrapolate pe baza modelului liniar (2.4.3) sunt mai mari decât valorile teoretice, iar cele 
extrapolate pe baza modelului polinomial (2.4.4) sunt mult mai mici. Dup� cum s-a ar�tat în 
capitolul 2.2.5 al prezentei lucr�ri, valorile indicelui de hidrofobicitate LCRP

owKlog − ob�inute pentru o 
faz� sta�ionar� de tip octadecil ar trebui s� fie mai mari decât valorile indicelui de hidrofobicitate 
log Kow (care indic� parti�ia clasic� a unui analit între ap� �i octanol) tocmai datorit� hidrofobicit��ii 
mai mari a ligandului octadecil comparativ cu 1-octanolul. Aceea�i discu�ie de mai sus poate fi 
f�cut� �i din punct de vedere al corela�iei datelor extrapolate – cu ajutorul celor dou� modele – fa�� 
de valorile cunoscute ale indicelui de hidrofobicitate (log Kow), fie c� vorbim de valori teoretice 
(metoda fragmentelor moleculare), fie c� ne referim la valori experimentale (de precizat c� acestea 
din urm� au fost disponibile numai pentru 5 din cei 8 compu�i folosi�i, compu�i care reprezint� 
substan�e active bine cunoscute �i caracterizate fizico-chimic). Astfel, fa�� de valorile teoretice, 
coeficien�ii de corela�ie (r) pentru cele dou� modele au fost de 0,89 pentru modelul liniar, respectiv 
0,70 pentru cel polinomial (metanol ca modificator organic). Pentru 1-octanol coeficien�ii de 
corela�ie au fost 0,92 la modelul liniar �i de 0,88 pentru cel polinomial (Fig. 2.4.6, 2.4.7). 
Reprezentând valorile extrapolate fa�� de valorile experimentale (pentru 5 din cei 8 compu�i), s-au 
ob�inut valorile 0,82 (model liniar) �i respectiv 0,75 (model polinomial) pentru metanol ca unic 
modificator organic, în timp ce folosirea 1-octanolului în faza mobil� a generat valori de 0,96 �i 
respectiv 0,92 pentru cele dou� modele (Fig. 2.4.8, 2.4.9). De asemenea, se observ� c� valorile r 

ob�inute în prezen�a 1-octanolului sunt sistematic mai mari decât cele corespunz�toare metanolului 
în faza mobil�. În concluzie, pentru acest studiu, modelul liniar genereaz� valori ale log Kw,RP-LC 

care se coreleaz� mult mai bine cu valorile de literatur� ale indicelui de hidrofobicitate decât cele 
ob�inute cu modelul polinomial. 
Un lucru interesant care se poate observa din Tabelul 2.4.4 este c� valorile LCRP

owKlog −  calculate prin 
oricare din cele dou� modele, scad pentru to�i cei opt compu�i odat� cu cre�terea hidrofobicit��ii 
modificatorului organic folosit în faza mobil� (adic� de la metanol la 1-octanol). Observa�ia este  
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Tabel 2.4.4. Compara�ie între valorile log Kow ob�inute experimental prin RP-LC pentru toate fazele mobile utilizate, cele teoretice determinate prin 
metoda fragmentelor moleculare �i respectiv valorile determinate experimental prin metoda parti�iei în sistemul ap� : octanol. 

 
A. valorile log Kw,RP-LC derivate prin extrapolarea reten�iei la 0% modificator organic în ecua�ia liniar� (2.4.3) 

Compus 
log Kow 
teoretic 

(met. frag.) 

log Kow 

experimental 
log Kw,RP-LC 

(metanol) 
log Kw,RP-LC 

(etanol) 
log Kw,RP-LC 

(1-propanol) 
log Kw,RP-LC 

(2-propanol) 
log Kw,RP-LC 

(1-butanol) 
log Kw,RP-LC 

(1-pentanol) 
log Kw,RP-LC 

(1-octanol) 

Glibenclamid 4,79 4,70 5,12 5,02 4,91 5,07 4,91 4,64 3,83 
Glibenclamid imp A 2,51 - 3,44 3,38 3,34 3,33 3,26 3,02 2,03 
Glibenclamid imp B 3,10 - 3,95 3,89 3,83 3,83 3,72 3,46 2,26 
Gliclazid 2,12 2,60 3,82 3,79 3,74 3,84 3,70 3,56 2,49 
Gliclazid imp F 2,12 - 3,87 3,77 3,77 3,69 3,64 3,39 2,04 
Glipizid 3,35 2,50 3,79 3,75 3,60 3,77 3,61 3,36 2,51 
Gliquidona 4,65 4,50 5,98 5,87 5,77 5,91 5,72 5,40 4,05 
Glimepirid 4,70 3,50 5,65 5,60 5,51 5,57 5,36 5,14 3,52 

 
B. valorile log Kw,RP-LC derivate prin extrapolarea reten�iei la 0% modificator organic în ecua�ia polinomial� (2.4.4) 

Compus 
log Kow 
teoretic 

(met. frag.) 

log Kow 

experimental 
log Kw,RP-LC 

(metanol) 
log Kw,RP-LC 

(etanol) 
log Kw,RP-LC 

(1-propanol) 
log Kw,RP-LC 

(2-propanol) 
log Kw,RP-LC 

(1-butanol) 
log Kw,RP-LC 

(1-pentanol) 
log Kw,RP-LC 

(1-octanol) 

Glibenclamid 4,79 4,70 2,66 2,62 2,57 2,63 2,59 2,47 2,24 
Glibenclamid imp A 2,51 - 2,06 1,97 2,00 2,00 1,93 1,82 1,27 
Glibenclamid imp B 3,10 - 2,37 2,27 2,31 2,32 2,24 2,10 1,47 
Gliclazid 2,12 2,60 2,27 2,20 2,18 2,18 2,16 2,10 1,53 
Gliclazid imp F 2,12 - 2,53 2,46 2,48 2,44 2,41 2,27 1,43 
Glipizid 3,35 2,50 1,95 1,93 1,82 1,94 1,88 1,74 1,36 
Gliquidona 4,65 4,50 3,16 3,13 3,09 3,14 3,08 2,95 2,44 
Glimepirid 4,70 3,50 3,03 3,00 2,96 2,97 2,90 2,83 2,18 
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explicabil� având în vedere considera�iile f�cute în paragraful urm�tor care arat� c� modificatorii 
organici ad�uga�i intr� în competi�ie cu moleculele de anali�i pentru adsorb�ia în faza sta�ionar� �i c� 
adsorb�ia acestor modificatori este cu atât mai puternic� cu cât catena lor este mai lung�; efectul 
final fiind o reten�ie mai mic� �i implicit o valoare mai mic� a constantei de reparti�ie între faza 
sta�ionar� �i faza mobil� pentru anali�ii de separat ( LCRP

owKlog − ). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 2.4.6. Corela�ia dintre valorile log Kw,RP-LC provenite din extrapol�ri în ecua�ia liniar� (2.4.3) pentru 

metanol �i 1-octanol �i valorile log Kow teoretice (ob�inute prin metoda fragmentelor) pentru cei 8 compu�i 
model. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Fig 2.4.8. Corela�ia dintre valorile log Kw,RP-LC provenite din extrapol�ri în ecua�ia liniar� (2.4.3) pentru 
metanol �i 1-octanol �i valorile log Kow experimentale (ob�inute prin experimente ‘shake-flask’) pentru 5 din 

cei 8 compu�i model (Glibenclamid, Glipizid, Gliclazid, Glimepirid �i Gliquidon�). 

2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

y = 1.87969 + 0.75283*x

R = 0.89111

lo
g
 K

w
,R

P
-L

C

log Kow (teoretic)

 metanol

 1-octanol

y = 0.58969 + 0.65883*x

R = 0.92204

2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

y = 1.98295 + 0.81153*x

R = 0.81736

y = 0.83124 + 0.68785*x

R = 0.96059

lo
g

 K
w

,R
P

-L
C

log Kow (experimental)

 metanol

 1-octanol



 21 

Conform modelului parti�iei, ad�ugarea unor modificatori hidrofobi în faza mobil� ar trebui 
s� genereze o cre�tere a reten�iei anali�ilor în coloana cromatografic�, deoarece ace�ti aditivi s-ar 
re�ine în faza sta�ionar� ducând la cre�terea volumului s�u �i implicit a hidrofobicit��ii acesteia. 
Având în vedere c� datele experimentale au ar�tat contrariul, pentru interpretarea mecanismului de 
reten�ie, a fost considerat modelul adsorb�iei – bazat pe ocuparea centrilor activi de adsorb�ie de 
c�tre moleculele de modificatori hidrofobi. O discu�ie mai ampl� asupra mecanismului de reten�ie a 
celor opt compu�i model în contextul folosirii unor modificatori organici hidrofobi va fi f�cut� în 
paragrafele urm�toare. 
 

2.4.3.4 Dependen�a dintre reten�ia anali�ilor �i hidrofobicitatea modificatorilor organici 

hidrofobi 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 2.4.12. Corela�ia dintre valorile log k’w ob�inute prin extrapolare în ecua�ia o10 C'klog ⋅α+α=  �i valorile 

log Kow experimentale pentru modificatorii organici hidrofobi folosi�i ca aditivi ai fazei mobile. (a) compu�ii 
model Glibenclamid, Glibenlcamid impuritate A, Gliclazid �i Glipizid. (b) compu�ii model Glibenlcamid 

impuritate B, Gliclazid impuritate F, Gliquidon� �i Glimepirid. 
 

 
Datele experimentale ob�inute prin extrapolare (log k’w) arat� c� reten�ia anali�ilor scade cu 

cre�terea indicelui de hidrofobicitate al modificatorului organic folosit în faza mobil� (log KS
ow). 

Mai mult, se observ� c� cele dou� seturi de date se coreleaz� dup� o dependen�� de tip polinomial 
pentru to�i cei opt compu�i model investiga�i. Aceste dependen�e sunt prezentate în Fig. 2.4.12 - 
2.4.13; valorile coeficien�ilor de corela�ie ob�inu�i (r2) au fost, în medie, de 0,99 pentru datele 
derivate din ecua�ia liniar� (2.4.3) �i respectiv 0,98 pentru valorile log k’w derivate prin extrapolare 
în ecua�ia de gradul II (2.4.4).  

 

 

2.4.3.5 Modelul adsorb�iei competi�ionale analit – modificator organic hidrofob 

Interpretarea comportamentului reten�iei celor opt compu�i model în prezen�a unor alcooli 
superiori ad�uga�i în cantit��i reduse în componenta organic� a fazei mobile (metanol) se poate face 
dac� se consider� echilibrele competi�ionale care descriu adsorb�ia analitului (A) sau a solventului 
organic ad�ugat (S) pe suprafa�a fazei sta�ionare reprezentat� de lan�urile hidrofobe octadecil (L), 
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Aceste echilibre sunt ilustrate în Fig. 2.4.14A. Dup� cum a fost ar�tat în mai multe studii care tratau  
injec�ia unor volume mari de solven�i hidrofobi în RP-LC [124-126], modelul adsorb�iei explic� mai 
bine, în acest caz, mecanismul reten�iei cromatografice decât modelul parti�iei. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Fig 2.4.14. Interac�ii posibile între moleculele de analit �i solvent pe de o parte �i faza sta�ionar� pe de alt� 
parte în procesul de reten�ie în RP-LC; A. Competi�ie între molecula de analit �i solvent pentru adsorb�ia în 

faza sta�ionar�; B. Interac�ie predominant� a analitului cu molecula de solvent în faza mobil� ceea ce duce la 
reducerea reten�iei primului; C. ‘Saturarea’ fazei sta�ionare cu molecule de solvent ceea ce duce la formarea 
unei faze sta�ionare cu o polaritate mai mare (datorit� orient�rii grup�rii hidroxil) �i implicit la o reducere a 

reten�iei. 
 
 
Un astfel de model competi�ional între adsorb�ia anali�ilor �i a modificatorilor organici 

hidrofobi ad�uga�i la un nivel relativ redus de concentra�ie în faza mobil� va considera urm�toarele 
echilibre, descrise cantitativ de constantele de echilibru aferente: 

- pentru analit (A): 
LA  AL →

←+          (2.4.6) 
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- pentru aditivul hidrofob: 
LS  SL →

←+          (2.4.8) 
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unde raportul ms ]A/[]A[  reprezint� distribu�ia analitului A între faza sta�ionar� �i faza mobil� �i care 
este propor�ional� cu constanta de distribu�ie ap� : octanol, notat� KA

ow.  Similar, se poate considera 
c� raportul ms ]S/[]S[  este propor�ional cu KS

ow �i astfel constanta de echilibru KLS este 

propor�ional� cu constanta de distribu�ie ap� : octanol a solventului hidrofob (KS
ow). 

Prin înlocuirea [L]s din rela�ia (2.4.9) în (2.4.7) se ob�ine o expresie care coreleaz� cele dou� 
constante de echilibru: 
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unde γ este o constant� rezultat� din raportul 21LA /K γγ⋅ . Luând în considerare rela�ia general� 

dintre factorul de capacitate �i constanta de distribu�ie ( fsfmALA V/V'kK ⋅= ), se ob�ine o ecua�ie care 

descrie influen�a A
owK  �i S

owK  asupra competi�iei adsorb�iei analitului �i solventului în faza 
sta�ionar�: 

 
S
ow

A
ow

fm

fs
SA K

K

V

V
]L['k ⋅⋅⋅γ=        (2.4.11) 

Deoarece concentra�ia liganzilor (L) este mult mai mare decât concentra�ia analitului �i 
raportul fmfs V/V  (�) este constant pentru o anumit� coloan�, rezult� în urma logaritm�rii expresiei 

(2.4.11) o alt� rela�ie care descrie dependen�a procesului de reten�ie de indicii de hidrofobicitate ai 
analitului �i solventului hidrofob (ψ reprezint� o constant� care depinde de γ, [L]s �i de raportul 
Vfs/Vfm). 
 S

ow
A
owA KlogKlog'klog −+ψ=       (2.4.12) 

Rela�ia (2.4.12) arat� c� factorul de capacitate pentru fiecare compus model scade liniar cu 
cre�terea hidrofobicit��ii solventului ad�ugat în faza mobil� ( S

owKlog ). A�a se poate explica �i 
trendul observat în Fig. 2.4.3. – 2.4.5 de sc�dere a pantei dependen�ei log k’ – C0 atunci când se 
trece de la o component� organic� cu 100% metanol la una care con�ine 1-octanol. Din acest punct 
de vedere, saltul semnificativ de la 1-pentanol la 1-octanol se datoreaz� diferen�ei mari între valorile 
indicilor de hidrofobicitate ( S

owKlog ) pentru cei doi solven�i  (Tabel 2.4.1). 
Reprezentarea grafic� a valorilor factorului de capacitate în func�ie de log Kow (conform 

2.4.12) duce la ob�inerea unor dependen�e care se abat u�or de la liniaritate (Fig. 2.4.12, 2.4.13); 
datele respective pot fi corelate mult mai bine dac� se aplic� o dependen�� polinomial� de gradul II. 
Aceast� abatere de la liniaritate poate fi explicat� prin interferen�a altor procese de adsorb�ie 
(ilustrate în Fig. 2.4.14B �i C).  

De exemplu, dac� consider�m echilibrul (2.4.8) pentru mai multe molecule de solvent (n > 
1) adsorbite pe suprafa�a unui singur lan� alchilic al fazei sta�ionare (L), rela�iile deduse anterior se 
vor schimba: 

nLS  nSL →
←+          (2.4.13) 
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din acest motiv în rela�ia (2.4.12) termenul S
owKlog nu va mai fi la puterea 1. 

Un alt echilibru ce poate avea loc în timpul procesului de reten�ie ar putea fi dat de 
înlocuirea a m < n molecule de solvent (S) adsorbite cu o molecul� de analit (A): 
 mSALS  ALS mnn ++ −

→
←        (2.4.15) 
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⋅
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       (2.4.16) 

Dup� cum se poate observa în Fig. 2.4.12 �i 2.4.13 (în care graficele prezint� o abatere 
foarte mic� de la liniaritate), ponderea echilibrelor (2.4.13) �i (2.4.15) care dau dependen�e 
polinomiale este mult mai mic� decât cea a echilibrului (2.4.8) care d� o dependen�� liniar�. 

 Prin urmare, în cele din urm�, este de a�teptat s� se ob�in� o rela�ie general� care s� con�in� 
�i un termen p�tratic care s� depind� de hidrofobicitatea solventului - 2S

ow )K(log . 
2S

ow
S
ow

A
owA )K(logKlogKlog'klog −−+ψ=      (2.4.17) 

O alt� explica�ie posibil� pentru sc�derea drastic� a reten�iei tuturor celor opt compu�i 
model survenit� în urma cre�terii hidrofobicit��ii fazei mobile (prin aditivarea componentei organice 
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a fazei mobile, metanolul, cu o serie de alcooli cu caten� din ce în ce mai hidrofob�) ar putea fi dat� 
�i de alte tipuri de interac�ii decât cele descrise în Fig 2.4.14A. Astfel, dac� admitem c� o parte din  
moleculele de solvent hidrofob nu se adsorb în faza sta�ionar�, ci ramân solubilizate în faza mobil�, 
este posibil ca preferin�a anali�ilor pentru faza mobil� s� fie mai mare tocmai datorit� unor interac�ii 
de tip hidrofob ap�rute între moleculele anali�ilor �i ale solven�ilor hidrofobi în faza mobil� (Fig. 
2.4.14B). De asemenea, dac� solventul folosit are un caracter hidrofob pronun�at (ca în cazul 
octanolului, de exemplu), �i dac� concentra�ia în faza mobil� este suficient de mare, este posibil s� 
se produc� o ‘saturare’ a fazei sta�ionare (Fig. 2.4.14C) ceea ce înseamn� formarea unei ‘noi’ faze 
sta�ionare având un caracter polar dat de gruparea hidroxil. Probabil c�, în practic�, toate aceste 
fenomene apar, concomitent, într-o m�sur� mai mare sau mai mic� în procesul de reten�ie, iar 
rezultatul final ce poate fi observat experimental (reten�ia cromatografic�) este influen�at de fiecare 
dintre ele. 
 

2.4.4. Concluzii 
 
În cromatografia de lichide în faz� invers� exist� numeroase posibilit��i de a modifica 

reten�ia anali�ilor �i selectivitatea separ�rii prin varia�ia câtorva parametri cromatografici ca: natura 
fazei sta�ionare, dimensiunea particulelor de faz� sta�ionar�, lungimea coloanei, raportul 
component� apoas� – component� organic� a fazei mobile, pH-ul �i natura componentei apoase a 
fazei mobile, natura componentei organice a fazei mobile, temperatura la care se desf��oar� 
separarea cromatografic�, dar �i ad�ugarea unor aditivi hidrofobi în componenta organic� a fazei 
mobile. Asemenea aditivi pot fi de exemplu alcooli superiori cu caten� liniar� (1-butanol, 1-
pentanol, 1-octanol); ad�uga�i în concentra�ie mic� componentei organice a fazei mobile (de obicei 
metanolul) ace�ti aditivi intervin într-un mod complex în mecanismul de reten�ie ducând la sc�derea 
reten�iei �i modificarea selectivit��ii separ�rii.  

Extrapolarea reten�iei compu�ilor model pentru o faz� mobil� ipotetic� f�r� modificator 
organic (C0 = 0) prin fiecare din cele dou� modele propuse (log k’w sau k’w) a condus la estimarea 
valorii indicelui de hidrofobicitate din date de reten�ie cromatografice. Valorile ob�inute în urma 
aplic�rii modelului liniar au fost mai mari decât valorile experimentale �i teoretice atribuite 
compu�ilor studia�i. Acest� diferen�� este normal�, deoarece faza sta�ionar� octadecil este mai 
hidrofob� decât n-octanolul (folosit la determinarea experimental� a indicelui de hidrofobicitate) �i, 
implicit, constanta de distribu�ie este mai mare în RP-LC pentru o asemenea faz� sta�ionar�. 
Valorile LCRP

owKlog −
 scad o dat� cu ad�ugarea în faza mobil� a modificatorilor organici hidrofobi cu 

caten� din ce în ce mai lung� (în seria metanol, etanol, 2-propanol, 1-propanol, 1-butanol, 1-
pentanol �i 1-octanol). Astfel, valorile log Kw,RP-LC  extrapolate pentru 1-octanol sunt foarte 
apropiate de cele teoretice.  

Ad�ugarea unor modificatori hidrofobi în componenta organic� a fazei mobile conduce la 
sc�derea reten�iei anali�ilor în RP-LC. În acest caz apare o competi�ie pentru adsorb�ia în faza 
sta�ionar� a moleculelor de analit �i a moleculelor de modificator organic. Adsorb�ia moleculelor de 
analit este cu atât mai defavorizat� cu cât concentra�ia sau hidrofobicitatea modificatorului respectiv 
este mai mare. Admi�ând c� nu toate moleculele de modificator se vor adsorbi în faza sta�ionar�, un 
proces complementar care poate ap�rea pe lâng� adsorb�ia competitiv�, este legat de posibilitatea 
interac�iei hidrofobe în faza mobil� dintre moleculele de analit �i cele de modificator. Introducerea 
în faza mobil�, la o concentra�ie suficient de mare, a unui modificator organic cu un caracter 
hidrofob pronun�at (1-octanol, de exemplu) care se adsoarbe puternic în faza sta�ionar�, poate 
produce o ‘saturare’ a fazei sta�ionare ceea ce presupune blocarea centrilor activi de adsorb�ie 
pentru moleculele de analit �i implicit elu�ia rapid� din coloana cromatografic�. 
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2.6. Termodinamica parti�iei în cromatografia de lichide în faz� invers� 
 

 2.6.1. Problematica studiului 
 
Studiul de fa�� încearc� s� stabileasc� o corela�ie în RP-LC între reten�ia cromatografic� �i 

temperatura la care se desf��oar� separarea cromatografic�, pentru solu�i care prezint� grup�ri 
polare preponderent acide. Pe baza acestei corela�ii se va încerca estimarea parametrilor 
termodinamici implica�i în procesul cromatografic (varia�ia standard a entalpiei, varia�ia standard a 
entropiei �i respectiv varia�ia standard a energiei libere Gibbs asociate distribu�iei solu�ilor între faza 
mobil� �i faza sta�ionar� – �H0, �S0 

�i �G0). De asemenea, studiul î�i propune s� arate dac� ace�ti 
parametri termodinamici ai separ�rii cromatografice sunt dependen�i sau nu de debitul fazei mobile. 

Practic, studiul termodinamic a constat în injec�ia unei solu�ii amestec din cei nou� compu�i 
în condi�iile modific�rii temperaturii la care a fost termostatat� coloana cromatografic� pe intervalul 
20 – 50°C, cu un increment de 5°C. Ulterior, pentru fiecare temperatur� din domeniul studiat a fost 
variat �i debitul fazei mobile prin coloana cromatografic� în intervalul 0,6 – 2,0 mL/min. Astfel s-a 
ob�inut dependen�a reten�iei de temperatur� pentru fiecare debit investigat �i fiecare solut injectat.  

 
 
2.6.2.  Modelul teoretic aplicat 
 

Varia�ia temperaturii coloanei cromatografice a permis trasarea dependen�ei reten�ie – 
temperatur�, exprimat� ca logaritm natural al factorului de capacitate (ln k’) func�ie de inversul 
temperaturii absolute (1/T). Pe baza dependen�ei func�ionale între ace�ti parametri au fost estimate 
entalpia �i respectiv entropia liber� standard de distribu�ie a celor nou� solu�i între faza mobil� �i 
faza stationar� folosind ecua�ia van’t Hoff [67, 136]: 
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unde � este constanta constructiv� a coloanei cromatografice (raportul dintre volumul de faz� 
sta�ionar� �i cel de faz� mobil� din coloana cromatografic�). Dup� cum se poate observa din rela�ia 
(2.6.2), ecua�ia van’t Hoff reprezint� în fapt o dependen�� liniar� a reten�iei, exprimat� ca logaritm 
natural al factorului de capacitate de inversul temperaturii absolute la care are loc separarea 
cromatografic�. Pentru coloana Agilent Zorbax XDB-C18 s-a calculat constanta � = 0,856; aceast� 
valoare a fost determinat� luând în considerare volumul interior al coloanei cu dimensiunile date 
(150 mm lungime �i 4,6 mm diametru interior), în timp ce volumul fazei mobile a fost calculat prin 
medierea valorilor volumului mort al coloanei, ob�inute pentru fiecare debit în parte (V0 = F x t0‚ 
unde t0 este timpul mort al coloanei). 

Conform celor dou� rela�ii de mai sus, se observ� c�, folosind parametrii regresiei liniare 
corespunz�toare dependen�ei reten�ie – temperatur�, se pot estima parametrii termodinamici �H0 �i 
�S0 (entalpia �i respectiv entropia liber� de distribu�ie a anali�ilor între faza mobil� �i cea 
sta�ionar�). Ulterior, pe baza acestora s-a putut calcula �i energia liber� Gibbs de distribu�ie a 
anali�ilor între cele dou� faze (�G0 = �H0 - T�S0).  
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Fig. 2.6.1. Structurile moleculare �i denumirile chimice �i uzuale ale compu�ilor studia�i. 

 
2.6.5. Rezultate �i discu�ii 
 
Reprezentarea reten�iei func�ie de temperatur� (graficele van’t Hoff) a condus la ob�inerea 

unor dependen�e liniare cu coeficien�i de corela�ie foarte buni (r > 0,99, vezi Tabelul 2.6.9). 
Aceast� situa�ie se reg�se�te pentru to�i compu�ii model �i pentru toate debitele, cu excep�ia 
Piroxicamului care prezint� valori ale coeficientului de corela�ie între 0,90 �i 0,96. Dup� cum era de 
a�teptat, se poate observa analizând datele experimentale de reten�ie (k’) din acelea�i tabele cu date 
experimentale c� factorul de capacitate nu variaz� cu debitul fazei mobile. Dependen�e liniare ale 
graficelor van’t Hoff arat� c� mecanismul de reten�ie nu se schimb� cu varia�ia temperaturii în 
domeniul respectiv. Deoarece compu�ii model sunt compu�i organici cu caracter atât hidrofob 

 

Fenofibrat impuritate A: 
(4-clorofenil)(4-hidroxifenil)metanona 

Nimesulid: 
N-(4-nitro-2-fenoxifenil)metansulfonamida 

Furosemid: 
Acid 4-cloro-2-[(2-metil-furanil)amino]-5-sulfamoil benzoic 

Furosemid impuritate E: 
Acid 2,4-diclorobenzoic 

p-hidroxibenzoat de metil p-hidroxibenzoat de propil Acid salicilic 

Piroxicam: 4-hidroxi-2-metil-N-(2-piridinil) 
-2H-1,2-benzotiazina-3-carboxamida 1,1-dioxid 

Meloxicam: 4-hidroxi-2-metil-N- 
(5-metil-1,3-tiazol-2-il)-2H-1,2-benzotiazina 
-3-carboxamida 1,1-dioxid 
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Fig. 2.6.11. Dependen�ele reten�ie – temperatur� (van’t Hoff) pentru cei nou� compu�i model la debitele de 

0,6 �i 1,2 mL/min. 
 
(dat de scheletul hidrocarbonat), cât �i polar (dat de grup�rile hidroxil, carboxil, amid� sau 
sulfonamid�) �i considerand afirma�ia anterioar�, se poate spune c� balan�a dintre interac�iile de tip 
hidrofob �i cele de tip polar ce au loc între solut, faz� sta�ionar� �i faz� mobil� este constant� pentru 
domeniul studiat de temperatur�. 

În cazul Piroxicamului, se poate observa o abatere semnificativ� de la liniaritate pentru toate 
debitele studiate, în special la temperatura de 20 �i 25°C. Într-adev�r, excluderea punctelor de la 20 
�i 25°C pentru Piroxicam genereaz� o dependen�� reten�ie – temperatur� f�r� abateri de la liniaritate 
(r > 0,99). Aceste devia�ii de la liniaritate sunt mai bine observate în Fig. 2.6.13 care prezint� 
comparativ dependen�ele van’t Hoff ale Piroxicamului, Meloxicamului �i Furosemidului la debitul 
de 1,8 mL/min. Analizând structura Piroxicamului se poate observa posibilitatea acestui compus de 
a se prezenta în mai multe forme tautomere. Aceasta ar putea fi o explica�ie a devia�iei de la 
liniaritate a Piroxicamului, deoarece echilibrele tautomere sunt adesea influen�ate de varia�ia 
temperaturii. Formele tautomere propuse (Fig. 2.6.14) difer� între ele din punct de vedere al 
hidrofobicit��ii, ceea ce conduce la o interac�ie diferit� cu faza sta�ionar� respectiv cu faza mobil�. 
Acest lucru se poate traduce într-o reten�ie diferen�iat� a celor patru forme tautomere (fie ea �i 
nesemnificativ�). Astfel, la temperaturi diferite, Piroxicamul se prezint� sub forme tautomere 
diferite care pot avea, în esen��, interac�ii mai puternice sau mai slabe cu faza sta�ionar� (func�ie de 
polaritate). Acestea pot explica abaterile de la liniaritate observate experimental. 

În cazul Piroxicamului, panta regresiei liniare este cea mai mic� dintre to�i compu�ii model 
având în medie o valoare de aproximativ 400, în timp ce ceilal�i compu�i au valori cuprinse între 
1000 �i 2000. Asta arat� c� pentru Piroxicam, o sc�dere a temperaturii de la 50 la 20°C, implic� o 
cre�tere mult mai mic� a reten�iei acestui compus în compara�ie cu ceilal�i. O explica�ie pentru acest 
fapt ar putea fi o deplasare semnificativ� a echilibrului tautomeric c�tre formele mai polare (II �i 
III) care ar trebui sa fie mai pu�in re�inute de coloana cromatografic�. Pe de alt� parte, 
Meloxicamul, un compus cu o structur� asem�n�toare cu cea a Piroxicamului prezint� o dependen�� 
van’t Hoff liniar� cu coeficien�i de corela�ie mult mai buni (r > 0,99), în ciuda faptului c� prezint� 
acela�i tautomerism ca �i Piroxicamul. 

Parametri regresiilor liniare ai dependen�elor reten�ie – temperatur� (Tabel 2.6.9) au fost 
folosi�i pentru estimarea entalpiei �i a entropiei standard de distribu�ie a solu�ilor între faza mobil� 
�i faza sta�ionar� pentru cei nou� compu�i model �i pentru toate debitele investigate (Tabel 2.6.11 –
2.6.13). Valorile ob�inute pentru ace�ti parametri termodinamici au fost negative. O valoare 
negativ� pentru varia�ia entalpiei standard (�H0) înseamn� c� reten�ia solutului în cauz� este 
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Fig. 2.6.13. Dependen�ele van’t Hoff individuale pentru Piroxicam la 1,8 mL/min pe intervale diferite de 
temperatur�. 

 
favorizat� energetic, în timp ce o valoare negativ� a varia�iei de entropie standard (�S0) arat� c� 
reten�ia solutului în faza sta�ionar� genereaz� o ordonare a sistemului ceea ce înseamn� c� din punct 
de vedere entropic procesul de reten�ie este defavorizat. Ceea ce conteaz� în final este balan�a dintre 
entalpie �i entropie, adic� energia liber� Gibbs (�G0). Dac� �G0 este negativ�, atunci solutul 
respectiv va fi distribuit preferen�ial în faza sta�ionar�, iar o valoare pozitiv� sau foarte apropiat� de 
0 înseamn� c� solutul respectiv nu are reten�ie pe coloana cromatografic�. Valorile ob�inute pentru 
energia liber� Gibbs au fost, dup� cum era de a�teptat, negative pentru to�i compu�ii model, adic� 
interac�ia cu faza sta�ionar� este mai puternic� decât interac�ia cu faza mobil�. Se poate de 
asemenea observa c� energia liber� Gibbs cre�te în valoare absolut� de la p-hidroxi benzoat de metil 
la nimesulid adic� cre�te în ordinea de elu�ie observat� (conform binecunoscutei formule �G0 = -
RTlnK). A�adar, valori mai negative ale �G0 înseamn� interac�ii mai puternice cu faza sta�ionar�. 
Cele mai apropiate valori ale energiei libere Gibbs s-au ob�inut pentru perechea critic� Furosemid – 
Piroxicam (care prezint� cea mai mic� rezolu�ie din cromatogram�, Rs = 2 – 3 la 25°C). Valorile 
mediate ale �G0 pentru toate debitele studiate au fost de -2,76 x 103 

�i respectiv -3,29 x 103 J/mol, 
indicând diferen�ele mici de hidrofobicitate între ace�ti compu�i (log Kow = 2,32 pentru Furosemid 
�i 2,58 pentru Piroxicam, metoda fragmentelor [97]). 

Analizând datele experimentale ob�inute �i reprezent�rile grafice ale parametrilor 
termodinamici în func�ie de debitul fazei mobile, se poate observa c� exist� o tendin�� de sc�dere a 
entalpiei �i a entropiei de la 0,6 la 1,4 mL/min (la acest debit se atinge un minim pentru valorile 
acestor parametri), dup� care are loc o cre�tere moderat� la 1,6 mL/min, �i ulterior valorile entalpiei 
�i entropiei ramân constante. Minimul atins la debitul de 1,4 mL/min de cei trei parametri 
termodinamici poate fi asociat cu debitul la care interac�ia solu�ilor cu faza sta�ionar� este maxim�. 
Pentru majoritatea compusilor investiga�i, RSD-ul pentru varia�ia entalpiei �i entropiei cu debitul 
fazei mobile este situat între 3 �i 5%, iar în cazul entropiei 4 – 10%, ceea ce arat� o varia�ie 
moderat�. O excep�ie o reprezint� Piroxicamul, care are un RSD de 25% pentru entalpie �i de 73% 
pentru entropie tocmai datorit� motivelor expuse anterior. 

Cât prive�te energia liber� Gibbs, se poate observa din Tabelul 2.6.13 c� valorile acestui 
parametru sunt negative pentru to�i compu�ii model, ceea ce înseamn� c� interac�ia cu faza 
sta�ionar� este mai puternic� decât interac�ia cu faza mobil�. Se poate observa, totodat�, c� energia 
liber� Gibbs cre�te de la metil paraben la nimesulid, adic� în ordinea de elu�ie cromatografic�. 
A�adar, cu cât energia liber� Gibbs este mai negativ�, cu atât este mai puternic� interac�ia cu faza 
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sta�ionar�. Debitul fazei mobile nu influen�eaz� energia liber� Gibbs deoarece valorile RSD-ului 
calculat pentru varia�ia în domeniul investigat (0,6 – 2,0 mL/min) se situeaz� sub 2%, exceptând 
Piroxicamul care are un comportament aparte datorat tautomerismului ceto-enolic (27%). 

Analizând dependen�a celor trei parametri termodinamici (�H0, �S0 
�i �G0) cu varia�ia 

debitului fazei mobile (vezi graficele din Fig. 2.6.15) se poate concluziona c� ace�tia nu prezint� o 
dependen�� func�ional� cu debitul �i c� varia�iile respective pot fi considerate nesemnificative 
pentru to�i solu�ii investiga�i, cu excep�ia Piroxicamului. Considerând modelul termodinamic aplicat 
(rela�iile 2.6.1-2.6.2) se poate ar�ta c� valoarea maxim� negativ� a entalpiei se ob�ine atunci când 
panta graficului van’t Hoff este maxim� (�H0 = -b/R). La rândul s�u o pant� mare a dependen�ei 
van’t Hoff este asociat� cu un solut care prezint� o varia�ie maxim� a reten�iei pentru o anumit� 
varia�ie a temperaturii. Panta cea mai mare pentru to�i compu�ii model a fost ob�inut� la debitul de 
1,4 mL/min. De cealalt� parte, valoarea maxim� negativ� a entropiei se ob�ine pentru o ordonat� la 
origine a graficului van’t Hoff cât mai negativ� (�S0 = (a + ln �)*R). Conform datelor 
experimentale ob�inute trebuie men�ionat c� pantele cele mai mari sunt asociate cu valori negative 
mari ale ordonatei la origine (Tabel 2.6.9) pentru compu�ii model. Acesta este motivul pentru 
asem�narea varia�iei celor doi parametri termodinamici cu varia�ia debitului. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2.6.15. Varia�ia parametrilor termodinamici cu debitul fazei mobile în intervalul 0,6 -2,0 mL/min. 
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Dup� cum era de a�teptat, cele mai negative valori ale ordonatei la origine �i implicit ale 
entropiei s-au ob�inut tot la debitul de 1,4 mL/min; acela�i lucru poate fi observat �i în cazul 
energiei libere Gibbs, valorile cele mai negative se ob�in pentru debitul de 1,4 mL/min pentru to�i 
compu�ii model. 

În concluzie, interac�ia solu�ilor cu faza sta�ionar� este maxim� la 1,4 mL/min; aceast� 
observa�ie este confirmat� �i de faptul c� factorii de capacitate calcula�i la acest debit au valorile 
cele mai mari (conform expresiei, �G0 = -RT ln K). 

 
 
 
2.6.6. Concluzii 
 

 Dependen�ele reten�ie – temperatur� pentru cei nou� compu�i model sunt liniare având 
coeficien�i de corela�ie mai mari de 0,99 la toate debitele investigate, cu excep�ia Piroxicamului ale 
c�rui echilibre tautomere pot fi influen�ate de varia�ia temperaturii (pentru acest compus, r > 0,90). 

Pe baza modelului liniar van’t Hoff, este posibil� predic�ia reten�iei la diferite temperaturi 
aflate în�untrul sau înafara intervalului studiat de temperatur�. Predic�ia reten�iei permite analistului 
s� anticipeze eventualele schimb�ri ale ordinii de elu�ie sau coelu�ii ale anali�ilor într-o separare RP-
LC dat�. O asemenea situa�ie a fost observat� în prezentul studiu pentru perechea critic� Furosemid 
– Piroxicam a c�rei rezolu�ie scade de la 50 la 20°C. La 25°C picurile sunt înc� bine separate 
(rezolu�ie între 2 �i 3 în func�ie de debit); sc�zând temperatura la 20°C are loc coelu�ia celor doi 
compu�i. Mai mult, pe baza modelului van’t Hoff s-a determinat temperatura la care se va produce 
inversarea ordinii de elu�ie (Piroxicam – Furosemid) cu o separare cel pu�in la linia de baz� între 
cele dou� picuri (15°C). 

Nu în ultimul rând, modelul van’t Hoff permite estimarea parametrilor terodinamici 
corespunz�tori transferului solu�ilor din faza mobil� în faza sta�ionar� �i anume: varia�ia standard 
(25°C) de entalpie, entropie �i energie liber� Gibbs (�H0 , �S0 

�i �G0). Varia�ia standard a energiei 
libere Gibbs nu depinde de debitul fazei mobile, deoarece depinde de constanta de distribu�ie �i 
implicit de factorul de capacitate, parametru cromatografic independent de debit. Experimental a 
fost confirmat� aceast� afirma�ie, valoarea RSD-ului calculat pentru �G0 determinat pe baza 
dependen�elor van’t Hoff fiind maxim 2,1% pentru opt dintre compu�ii model. 

Varia�ia standard a entalpiei �i entropiei pe de alt� parte sunt u�or afectate de modificarea 
debitului fazei mobile. Valorile RSD% ob�inute pentru cei doi parametri se situeaz� între 5 �i 15%. 
Varia�ia înregistrat� este asem�n�toare pentru cei doi parametri: se observ� o sc�dere de la 0,6 la 
1,4 mL/min (atingându-se valorile minime), apoi o cre�tere u�oar� pân� la 1,6 mL/min, dup� care 
atât entalpia cât �i entropia ramân aproape constante. Datorit� faptului c� varia�ia descris� este 
practic aceea�i pentru cei doi parametri �i datorit� faptului c� au contribu�ii de semn opus la energia 
liber� Gibbs (�G0 = �H0 - T�S0), se poate concluziona u�or de ce aceasta din urm� r�mâne practic 
constant� indiferent de debitul fazei mobile. 
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2.7. Varia�ia atipic� a reten�iei cu temperatura în RP-LC. Modificarea structurii 
Drotaverinei cu temperatura coloanei cromatografice �i pH-ul fazei mobile 

 
 2.7.1. Problematica studiului 
 
Studiul de fa�� analizeaz� comportamentul atipic a câtorva compu�i organici – Drotaverina 

�i unele din impurit��ile sale – în ceea ce prive�te reten�ia în cromatografia de lichide în faz� invers� 
o dat� cu modificarea temperaturii coloanei cromatografice în intervalul 15 – 40°C. În mod uzual, în 
RP-LC, cre�terea temperaturii la care se desf��oar� elu�ia cromatografic� genereaz� o sc�dere a 
reten�iei cromatografice pentru majoritatea anali�ilor conform ecua�iei van’t Hoff; aceast� sc�dere 
poate fi explicat� prin cre�terea entropiei în faza mobil� fa�� de faza sta�ionar�, ceea ce înseamn� o 
tendin�� din ce în ce mai pronun�at� a moleculelor de solut de a se distribui preferen�ial în faza 
mobil�, dar �i o cre�tere a solubilit��ii anali�ilor în faza mobil� [142]. 

Ini�ial, studiul experimental a constat în injec�ia unei solu�ii concentrate de Drotaverin� 
(1500 µg/mL) la diferite temperaturi ale coloanei cromatografice (15, 18, 20, 22, 25, 30 �i 40°C) în 
condi�iile metodei LC descrise în subcapitolul 2.7.2. La acest nivel de concentra�ie se observ� �i 
impurit��ile Drotaverinei care nu au fost disponibile ca substan�e de referin��. Din toate impurit��ile 
observate în cromatograme s-au considerat pentru studiul de fa�� doar cele care au prezentat interes 
din punct de vedere termodinamic (Impurit��ile 1, 2, R1, 3, 4 �i X). Dintre to�i ace�ti compu�i se �tiu 
doar structurile Drotaverinei �i ale impurit��ilor 1, 2 �i R1. Impurit��ile 3, 4 �i X care au un 
comportament similar cu cel al Drotaverinei sunt necunoscute ca structur�, ele fiind denumite 
arbitrar. În schimb, impurit��ile 1, 2 �i R1 au un comportament normal al reten�iei în func�ie de 
temperatur� (respect� legea van’t Hoff) �i au fost considerate în acest studiu tocmai pentru a stabili 
rela�ia dintre structur� - reten�ie - temperatur�. Structurile cunoscute ale compu�ilor men�iona�i 
anterior sunt date în Fig. 2.7.1. Din acest motiv, studiul termodinamic cu elu�ie izocratic� la pH 4,5 
s-a efectuat �i la pH 9, valoare la care Drotaverina (pKa = 7,4) ar trebui s� fie în majoritate 
neprotonat� (studiul la pH bazic a fost efectuat pe o alt� coloan� cromatografic� care rezist� la acest 
pH, dar având acela�i tip de faz� sta�ionar� – octadecil silicagel). Într-adev�r, datele experimentale 
au ar�tat c� la pH 9,0 cre�terea temperaturii nu a mai generat cre�terea reten�iei cromatografice, ci 
dimpotriv� sc�derea acesteia conform legii van’t Hoff. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
Fig. 2.7.1. Structurile moleculare ale compu�ilor Drotaverin�, Drotaverin� Impuritate 1, Drotaverin� 

Impuritate 2 �i Drotaverin� Impuritate R1. 
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2.7.3. Rezultate �i discu�ii 
 
În timpul dezvolt�rii �i optimiz�rii unei metode RP-LC pentru determinarea Drotaverinei �i 

a impurit��ilor înrudite, din formul�ri farmaceutice de tip comprimate neacoperite cu eliberare 
imediat�, a fost observat un comportament atipic al reten�iei Drotaverinei �i a câtorva din 
impurit��ile sale cu varia�ia temperaturii la care se desf��oar� separarea cromatografic�; astfel, 
cre�terea temperaturii la care a fost termostatat� coloana cromatografic� în intervalul 15 – 40°C a 
generat cre�terea u�oar� a reten�iei, contrar cu legea van’t Hoff. Acela�i comportament a fost 
înregistrat �i pentru alte trei impurit��i necunoscute ale Drotaverinei (denumite arbitrar Impuritate 3, 
Impuritate 4 �i respectiv Impuritate X), în timp ce pentru alte trei impurit��i ale c�ror structuri sunt 
cunoscute (Impuritate 1, Impuritate 2 �i Impuritate R1) reten�ia a sc�zut liniar cu cre�terea 
temperaturii pe acela�i interval �i în acelea�i condi�ii de elu�ie (Fig. 2.7.3). Pentru a clarifica acest 
comportament termodinamic atipic pentru cromatografia de lichide s-a efectuat un studiu de reten�ie 
al Drotaverinei pe un interval extins de temperatur� (10 – 60°C), în regim izocratic, atât la pH-ul 
slab acid al metodei ini�iale (4,5), cât �i la un pH bazic (9,0) peste valoarea pKb a Drotaverinei, 
pentru a putea stabili influen�a gradului de protonare al moleculei asupra comportamentului 
termodinamic descris anterior.  

Studiul izocratic efectuat la pH 4,5 pe intervalul de temperatur� 10 – 60°C a ar�tat un 
comportament similar al reten�iei Drotaverinei cu temperatura cu studiul efectuat în gradient. S-a 
observat cre�terea u�oar� a reten�iei cu cre�terea temperaturii între 10 �i 40°C, dup� care în 
intervalul 40 – 60°C s-a înregistrat o sc�dere a reten�iei (Fig. 2.7.5). 

Contrar cu primele dou�, cel de-al treilea studiu termodinamic efectuat la pH 9,0 a ar�tat o 
varia�ie normal�  a reten�iei Drotaverinei cu temperatura (o sc�dere liniar� cu cre�terea temperaturii) 
care respect� ecua�ia van’t Hoff (Fig. 2.7.5).  

Datele de reten�ie cromatografic� ob�inute în cadrul celor trei studii au fost reprezentate în 
func�ie de temperatura coloanei cromatografice sub forma dependen�elor van’t Hoff (ln k’ versus 
1/T) �i sunt prezentate în Fig. 2.7.3 - 2.7.5.  

Datorit� caracterului bazic dat de gruparea amino secundar� din molecula Drotaverinei (pKa 
= 7,4), în condi�iile acide ale fazei mobile din cadrul studiului 2 (tampon formiat de amoniu pH 
4,5), acest compus se afl� în stare protonat� în propor�ie de aproximativ 99,9% �i de 0,1% în stare 
neprotonat�. La pH 9 (studiu 3) situa�ia se inverseaz�: Drotaverina este protonat� în propor�ie de 
2,4%, iar restul de 97,6% se afl� în stare neprotonat�, dup� cum se poate observa în Fig. 2.7.2 care 
arat� distribu�ia celor dou� specii ale Drotaverinei la diferite pH-uri în intervalul 4 – 10. A�adar se 
poate concluziona c� comportamentul atipic al reten�iei Drotaverinei cu temperatura, înregistrat la 
pH 4,5 poate fi corelat cu protonarea cvasitotal� a acestui compus, spre deosebire de pH-ul 9 la care 
comportamentul reten�iei cu temperatura respect� teoria. Îns� doar protonarea unui compus bazic nu 
poate justifica un asemenea comportament atipic. O explica�ie mai plauzibil� ar putea fi o 
schimbare structural� în molecula Drotaverinei cauzat� de echilibre între mai multe forme 
tautomere care s� aib� hidrofobicit��i net diferite. Varia�ia temperaturii poate deplasa echilibrul 
tautomer înspre una din formele tautomere. Dac� cre�terea temperaturii ar favoriza deplasarea 
echilibrului c�tre forma tautomer� cu hidrofobicitate mai mare, atunci, în loc s� se observe o 
sc�dere a reten�iei cromatografice cu cre�terea temperaturii s-ar observa o sc�dere a acesteia. 

În Fig. 2.7.8 sunt reprezentate formele tautomere ale Drotaverinei protonate. Pentru cele trei 
forme tautomere a fost calculat coeficientul de distribu�ie ap� : octanol (log D) ca indicator al 
hidrofobicit��ii. Dup� cum se poate observa, forma tautomer� (b) de tip imin� este cea mai 
hidrofob� având log D = 2,71 aproape dublu fa�� de forma tautomer� (a) cu leg�tura dubl� pe 
carbon (enamin�). Astfel deplasarea echilibrului tautomeric c�tre formarea iminei (b) o dat� cu 
cre�terea temperaturii pe intervalul 10 – 40°C poate explica cre�terea reten�iei în acest interval de 
temperatur�. Sc�derea reten�iei în intervalul de temperatur� 40 – 60°C ar putea fi explicat� de  
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Fig. 2.7.3. Dependen�ele reten�ie – temperatur� (ln k’ – 1/T) pentru compu�ii Impuritate R1 �i Drotaverina 

(studiu 1 – gradient, pH 4,5). 
 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 2.7.5. Dependen�a reten�ie – temperatur� (ln k’ – 1/T) pentru Drotaverin� în condi�ii izocratice pe 

intervalul 10 – 60°C. (a) pH faz� mobil� 4,5 – Drotaverina par�ial protonat� (studiu 2). Se observ� cre�terea 
reten�iei Drotaverinei de la 10 la 40°C urmat� de o sc�dere a reten�iei de la 40 la 60°C (b) pH faz� mobil� 9,0 

– Drotaverina majoritar neprotonat� (studiu 3). Se observ� sc�derea reten�iei Drotaverinei cu cre�terea 
temperaturii pe tot intervalul studiat conform ecua�iei van’t Hoff. 

 
 
deplasarea echilibrului tautomer c�tre formarea majoritar� a tautomerilor (a) sau (c) cu 
hidrofobicitate mai mic� (log D = 1,46 �i respectiv 0,60). 

Pe de alt� parte, îns�, tautomerismul discutat anterior poate avea loc �i în condi�iile în care 
Drotaverina nu este protonat�, cum este cazul studiului termodinamic 3 efectuat la pH 9 (Fig. 2.7.5 

0.00315 0.00320 0.00325 0.00330 0.00335 0.00340 0.00345 0.00350

1.70

1.71

1.72

1.73

1.74

1.75

Y = A + B * X

Parameter Value Error

------------------------------------------------------------

A 1,14855 0,03895

B 173,47814 11,57991

------------------------------------------------------------

R SD N P

------------------------------------------------------------

0,98904 0,00266 7 <0.0001

------------------------------------------------------------

Impuritate R1

ln
 k

'

1/T (K
-1
)

0.00315 0.00320 0.00325 0.00330 0.00335 0.00340 0.00345 0.00350

2.036

2.038

2.040

2.042

2.044

2.046

2.048

Y = A + B1*X + B2*X^2

Parameter Value Error

------------------------------------------------------------

A -0,34072 0,20846

B1 1470,87275 125,36458

B2 -226383,69979 18836,80651

------------------------------------------------------------

R-Square(COD) SD N P

------------------------------------------------------------

0,99359 3,76193E-4 7 <0.0001

------------------------------------------------------------

Drotaverina - pH 4,5

(elutie gradient)

ln
 k

'

1/T (K
-1
)

0.0030 0.0031 0.0032 0.0033 0.0034 0.0035 0.0036

1.90

1.95

2.00

2.05

2.10

2.15

2.20

2.25

2.30

2.35

Y = A + B * X

Parameter Value Error

------------------------------------------------------------

A -0.10605 0.08123

B 686.51455 24.64706

------------------------------------------------------------

R SD N P

------------------------------------------------------------

0.99616 0.01201 8 <0.0001

------------------------------------------------------------

ln
 k

'

1/T (K
-1
)

Drotaverina - pH 9,0

0.0030 0.0031 0.0032 0.0033 0.0034 0.0035 0.0036

1.49

1.50

1.51

1.52

1.53

1.54

1.55

1.56

1.57

Y = A + B1*X + B2*X^2

Parameter Value Error

------------------------------------------------------------

A -4.76891 0.33387

B1 3973.86118 204.98223

B2 -623098.17156 31388.32625

------------------------------------------------------------

R-Square(COD) SD N P

------------------------------------------------------------

0.99378 0.00231 8 <0.0001

------------------------------------------------------------

Drotaverina - pH 4,5

ln
 k

'

1/T (K
-1
)

(b) (a) 



 34 

b), cu posibilitatea existen�ei acelora�i trei forme tautomere, dar neprotonate. Dar, în acest caz, 
reten�ia Drotaverinei a sc�zut liniar cu cre�terea temperaturii pe întreg intervalul investigat de 
temperatur� (10 – 60°C). Dou� explica�ii pot fi emise: fie faptul c� în condi�ii bazice echilibrul 
tautomeric nu mai este deplasat c�tre formarea iminei o dat� cu cre�terea temperaturii, fie diferen�a 
de hidrofobicitate dintre cele dou� forme nu este la fel de mare ca la pH 4,5. Fig. 2.7.9 prezint� 
calculul valorilor log D (Marvin, ChemAxon) pentru cele dou� forme tautomere ale Drotaverinei la 
ambele pH-uri discutate, dar �i dependen�a acestui parametru de hidrofobicitate de pH. Într-adev�r, 
se observ� c� la pH 9 forma tautomer� imin� (b) are o valoare log D doar cu 6% mai mare decât 
forma enamin� (a), în timp ce la pH 4,5, forma tautomer� imin� are o valoare log D semnificativ 
mai mare decât cea a formei tautomere enamin� (86%). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 2.7.8. Formele tautomere ale Drotaverinei în condi�iile unei faze mobile acide (pH 4,5). Cele trei forme 
tautomere au hidrofobicit��i radical diferite, forma tautomer� (b) fiind cea mai hidrofob� (log D reprezint� 

coeficientul de distribu�ie ap� : octanol �i indic� hidrofobicitatea compu�ilor organici �inând seama de pH-ul 
mediului �i de aciditatea / bazicitatea moleculelor respective) [83]. Valorile log D (pH 4,5) au fost calculate 

cu ajutorul software-ului Marvin versiunea 5.2 (ChemAxon, Ungaria [143]). 
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Fig. 2.7.9. Calculul log D pentru formele tautomere (a) �i (b) ale Drotaverinei la pH 9,0 �i la pH 4,5 �i 
dependen�a log D pe tot domeniul de pH (Marvin, ChemAxon [143]). 

 
 
 
2.7.4. Concluzii 
 
Comportamentul atipic al reten�iei Drotaverinei înregistrat cu cre�terea temperaturii coloanei 

cromatografice pe intervalul 10 – 40°C �i la pH 4,5 poate fi explicat prin deplasarea echilibrului 
tautomeric c�tre formarea unei specii de tip imin� având o hidrofobicitate (log DpH 4,5) mult mai 
mare; valoarea log D a formei tautomere imin� este aproape dubl� fa�� de cea a formei tautomere 
enamin�. La temperaturi mai mari de 40°C îns�, reten�ia Drotaverinei începe s� scad� u�or cu 
cre�terea temperaturii (40 – 60°C) dup� cum prevede teoria cromatografic� (�G0 = -RTlnK), lucru 
care presupune deplasarea echilibrului tautomeric c�tre forma tautomer� enamin�. 

Refacerea studiului termodinamic pe acela�i interval de temperatur�, dar la pH 9, nu a mai 
produs aceea�i dependen�� a reten�iei Drotaverinei de temperatur�. Astfel, s-a observat o sc�dere 
liniar� a reten�iei pe tot intervalul de temperatur� (10 – 60°C) care respect� ecua�ia van’t Hoff. 
Calculul hidrofobicit��ii celor dou� forme tautomere la pH 9 a ar�tat c� diferen�a de hidrofobicitate 
între ele este mult mai mic� decât la pH 4,5. De aceea, eventuala deplasare a echilibrului tautomeric 
înspre forma imin�, mai hidrofob�, nu va genera cre�terea reten�iei cu cre�terea temperaturii. 

Diferen�ele structurale dintre Drotaverin� �i impurit��ile sale stau la baza diferen�ei între 
comportamentul reten�iei acestor compu�i. Astfel, spre deosebire de Drotaverin�, Impurit��ile 1, 2 �i 
R1 prezint� o sc�dere a reten�iei cu cre�terea temperaturii la pH 4,5. Formele tautomere ce apar în 
urma conjug�rii p – � dintre gruparea hidroxil �i ciclul aromatic din molecula acestor impurit��i au 
valori log D apropiate sau chiar mai mici decât valoarea log D corespunz�toare structurii de baz� a 
acestor compu�i. 

Tautomer (b) Tautomer (a) 
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Concluzii finale 
 
 
În cadrul prezentei teze de doctorat s-a încercat stabilirea influen�ei hidrofobicit��ii, pH-ului 

�i temperaturii asupra mecanismului de reten�ie în cromatografia de lichide în faz� invers�. De 
asemenea, pe baza modelelor parti�iei �i adsorb�iei folosite în mod uzual pentru explicarea reten�iei 
în RP-LC, au fost estima�i o serie de parametri extra-analitici din studii de reten�ie cromatografic�, 
ca de exemplu: indicele de hidrofobicitate (log Kow), constanta de aciditate (pKa), parametrii 
termodinamici ai separ�rii (�H0, �S0, �G0) pentru diver�i compu�i organici de importan�� 
farmaceutic�. 

Astfel, principalele contribu�ii ale tezei se pot sumariza în um�toarele paragrafe: 
 

� Estimarea indicelui de hidrofobicitate (log Kow) cu ajutorul RP-LC pentru o serie de 
compu�i organici de tip fenolic, prin aplicarea modelului parti�iei pentru explicarea mecanismului 
de reten�ie. Valorile indicelui de hidrofobicitate ob�inute din RP-LC sunt apropiate de valorile 
teoretice (metoda fragmentelor moleculare) sau experimentale (sistemul de parti�ie ap� : octanol) 
ale acestui parametru în special pentru molecule simple. Stabilirea dependen�ei reten�ie – 
concentra�ie de modificator organic în faza mobil� (k’ – Cm), folosit� la estimarea indicelui de 
hidrofobicitate, permite totodat� predic�ia reten�iei anali�ilor �i a selectivit��ii separ�rii 
cromatografice pe întreg domeniul de compozi�ii al fazei mobile. 
 
� Stabilirea influen�ei hidrofobicit��ii fazei sta�ionare asupra indicelui de hidrofobicitate 
determinat din date de reten�ie cromatografic�: cu cât hidrofobicitatea fazei sta�ionare este mai 
mare, cu atât valorile ob�inute pentru acest parametru sunt mai mari. 
 
� Explicarea influen�ei pH-ului fazei mobile �i a caracterului acido-bazic al anali�ilor asupra 
reten�iei �i selectivit��ii în RP-LC pe baza consider�rii modelului parti�iei, pentru diferite tipuri de 
anali�i cu caracter acid sau bazic în cadrul unor studii de reten�ie cu pH-ul independente sau în 
cadrul evalu�rii robuste�ei unor metode LC. 
 
� Introducerea conceptului de adsorb�ie competi�ional� între analit �i modificatorul hidrofob 
din faza mobil�, în faza sta�ionar�. Aplicarea modelului adsorb�iei explic� influen�a hidrofobicit��ii 
modificatorului organic asupra reten�iei în RP-LC. Estimarea indicelui de hidrofobicitate prin RP-
LC folosind faze mobile cu adaos de modificatori hidrofobi cu caten� lung� duce la ob�inerea unei 
concordan�e mult mai bune cu valorile teoretice (metoda fragmentelor moleculare) sau cu cele 
experimentale (metoda shake-flask). 
 
� Influen�a temperaturii asupra mecanismului de reten�ie în RP-LC exemplificat� pentru o 
serie de compu�i organici cu func�iuni polare având caracter acid. Estimarea parametrilor 
termodinamici ai separ�rii cromatografice (�H0, �S0 �i �G0) pe baza dependen�elor reten�ie – 
temperatur� (van’t Hoff) pentru ace�ti compu�i. Evaluarea influen�ei debitului fazei mobile asupra 
varia�iei standard de entropie, entalpie �i respectiv energie liber� Gibbs de transfer a anali�ilor între 
faza mobil� �i faza sta�ionar�. 
 
� Explicarea varia�iei atipice a reten�iei cu temperatura în RP-LC pentru Drotaverin�. 
Deplasarea echilibrului tautomeric c�tre o form� tautomer� mult mai hidrofob� - o dat� cu cre�terea 
temperaturii - genereaz� cre�terea reten�iei cromatografice contrar cu ecua�ia van’t Hoff. 
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