UNIVERSITATEA DIN BUCURESTI
FACULTATEA DE CHIMIE

SCOALA DOCTORALA IN CHIMIE
CATEDRA DE CHIMIE ANALITICA

Mecanismul de retentie in cromatografia de lichide in
faza inversa cu elutie izocratica. Modelare si parametri

extraanalitici

Rezumatul tezei de doctorat

Conducator stiintific Doctorand

Prof. Dr. Victor David Toma Galaon

- 2010 -



Cuprins
(numerotarea paginilor este cea corespunzatoare tezei de doctorat)

1. Partea teOTELICA. ........coouiiiiiiiii e ettt e e e te e e e e et e te ettt e 6
1.1. Mecanisme de retentie In cromatografia de lichide Tn faza inversa..........c...ccoceeviiniiniienienneen 6
1.1.1. MecaniSmul SIMPIU.......cocuiiiiiiiiiiieiiecee ettt 6
1.1.2. Mecanismul in fazd inversa bazat pe formare de perechi i0nice..........coceevverueeniennenns 19
1.1.3. Mecanismul mixt fazd normald - faza INVErSa...........ccovvueeiiiieiiiieniieeeiiceeee e 25
1.2. Modele de retentie Tn RP-LC.........oiiiiiiii et 26
12,1, INEEOAUCETE. ...ttt ettt ettt et esab e e b e saeeenees 26
1.2.2. MOAEIUL PATTIEICL...eeeuvieeritieiiiie ettt ettt ettt ettt ettt e et e e bt e sabeesbeeesane 26
1.2.3. MOdEIUL @dSOTDEIEI. ...cueeeuiieiiieiieeiieeit ettt et 28
1.2.4. MOdelul SOIVOTODIC. ...c..ueiiuiiiiiiiieiiieitcee et 30
1.2.5. Modelul puterii elutropice HNIATE. ........ccevvieeiiieiiiieeiieeeieeeeieeeeiee e e ereeeeaeeeaee e e 31
1.2.6. Modelul bazat pe parametri de sOlubilitate. ...........ccerviiiriieiriieiriieeieeeeceee e, 32
1.2.77. MOdEIUL ET=30....cceiiiiiieiieeeee ettt sttt st 32
1.2.8. Modele de retentie bazate pe parametri de polaritate...........cceeeveveerrireeniiieeniieeenieeenneen. 33
1.2.9. Modelarea retentiei in functie de pH..........cccoociniiiiiiiiniiiiiiicecceeee 34
1.2.10. Modelarea termodinamica a retentiei Tn RP-LC..........ccccooiiiiiiiiiiiiiiciccees 39
1.3. Parametri de hidrofODICILAte. ........cccueiiiiiriiiiiiiieeicreeeee e 43
L3 1. INETOAUCETE. ...ttt ettt ettt e st e st e snee e sabee e 43
1.3.2. Alti descriptori MOIECULATT. ......coc.viiiiiiiiiiei ettt et 44
1.3.3. Coeficientul de partitie apa — octanol (10g Kow)..eeveerveeriiiiiiniiiiiiniiiieeniceecceee 47
1.3.4. Coeficientul de distributie apa — octanol (10€ Dow)...eeervveerriieiniiiiiniiiiniieeriieeieeeieeee 48
1.3.5. Determinarea indicelui de hidrofobicitate din procese de extractie.........c...cceceerueennenne 50
1.3.6. Metode teoretice de calcul a indicelui de hidrofobicitate............ccoceeevvieeniieiniiennieenns 51
1.3.7. Determinarea indicelui de hidrofobicitate prin RP-LC..........cccccccoviiniiiiniieiiieeieeeee, 53

2. Partea experimentalil..................ooooiiiiiiiiiiiiie e e e e ree e eare e e s 00 DD
2.1. Prezentarea cadrului general de CEIrCELare. ........uivvuiieriiieriieeiieeeieeeiieeeieeeeeeesree e reeeseveeeesee s 55

2.2. Influenta hidrofobicitatii analitilor asupra retentiei cromatografice. Determinarea log Koy, prin

RP-LC ettt et h ettt s bbb bbb e bt e bt et e bt e bt et saee bt et eae s 56
2.2.1. Problematica StUAIUIUL.......ceotiiiiiiiiiiiieiceeee et 56
2.2.2. Modelul teOretiC aPIICaAL......ccovuuiiiiiiiieiiieeiteeeiteeet ettt et ettt et e et s 57
2.2.3. Conditii eXPerimeNtale. .......cocuiiiuiiiiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt e 60
2.2.4. REZUIALE ST AISCULIL..eeruvrieruiieeriiieeritie ettt et ee et ettt et e st e st e et eeibee s bt eesbbeesbeeesaneeas 62
2.2.5. Influenta naturii fazei stationare asupra determinarii log Ko, prin RP-LC................... 85
B T G0 ) 1 Ted L1 7 USRI 91



2.3.2. Modelul teOretiC aPIICaAL......ccovuuiiiiiieiiiee ettt et e e bee e s 97

2.3.3. Conditii eXPerimeNtale........cccueeiuiiiiiiiiiiiieiie ettt 99
2.3.4. REZUIALE ST AISCULIL..eeruvierurieeriieeitieeiiee et ee ettt et e ettt e bt e et e e s bt eesbbeesbeeesaneeas 99
2.3.5. CONCIUZIT. .ttt ettt e s e bt sab e et e s eeeas 127
2.4. Influenta hidrofobicitatii modificatorului organic asupra retentiei in RP-LC. Modelul adsorbtiei
competitionale analit — modificator organic hidrofob...........cccccooiiriiiiiiniiniiiniceeceee 129
2.4.1. Problematica StUAIUIUL........ooiuiiiiiiiiiieiiieeeee ettt 129
2.4.2. Conditil eXperiMeNtale............coeiuiiiriiieeniiieniieeriee ettt ettt ee st e e sieeesbteesbeeesabeeas 131
2.4.3. REZUIALE §1 AISCULILLeeuvveruteitieeiiieiie ettt ettt ettt ettt e st e b e saeeeeees 134
2.4.3.1 Caracterul hidrofob al analitilor si al modificatorilor organici..........ccecceeeveeruveeueennee. 134
2.4.3.2 Influenta componentei organice a fazei mobile asupra retentiei.........c...cccceervueeneenne 135
2.4.3.3 Estimarea hidrofobicitatii compusilor model prin extrapolarea datelor de
TEEEIIEIC. .ttt ettt ettt ettt e bt eab e bt e e at e e bt e e ab e e beeea bt e b bt e a b e e eb b e ea bt e eb b e e bt e e hb e e bt e eabeebeenabeenbeene 143
2.4.3.4. Dependenta dintre retentia analitilor si hidrofobicitatea modificatorilor organici
DIATOTODI. ¢ttt et e h e et e bbb e st et e st eaees 148
2.4.3.5. Modelul adsorbtiei competitionale analit — modificator organic hidrofob................ 151
244, CONCIUZITL ettt ettt et s e et sab e e b e sateeaeeas 155
2.5. Mecanisme mixte de retentie In cromatografia de lichide. Retentia a doud biguanidine 1n
cromatografia de lichide pe o faza stationard de tip cianopropil..........ccoceeevieeriiiiniieeniiiiniieeeen. 157
2.5.1. Problematica StUAIUIUL........ooiuiiriiiiiiieeiieeeecee et 157
2.5.2. Conditii eXperiMentale............coviuiiiriiiiiniiieriie ettt ettt ettt e s e sbte e sabeeesaaee s 158
2.5.3. REZUIALE §1 AISCULILLceuvveeueiiiieeiiieiteet ettt ettt ettt ettt e st e e sateeeeas 159
2.5.4. CONCIUZIT...ceutieiiieiieeite ettt ettt ettt et s e b e saneenees 167
2.6. Termodinamica partitiei In cromatografia de lichide 1n fazad inversa..............coccooevcinnenneen, 169
2.6.1. Problematica StUAIUIUL........coouiiiiiiiiiniiiieeeceececee e 169
2.6.2. Modelul teoretic apliCaL.......cocuuiiiiiiiiiiieiiiieeeite ettt 171
2.6.3. Conditii XPerimentale...........c.eevvuiieriiiieriiieeniieenite ettt er e st eeaeeesbee e s e e 172
2.6.4. Date eXPerimentale. ........ccccueeiiuiiiiiiiiiiiieieitee ettt ettt et e st e s e 174
2.6.5. REZUIALE $1 AISCULILLceuvveeueiiiiieiiieiie ettt ettt ettt ettt saaeeeees 192
2.6.6. CONCIUZIL.c.uveiiiiiieeiieeeteee ettt ettt e et e e bt e st e e s bt e e sabeeenaee 201
2.7. Variatia atipica a retentiei cu temperatura in RP-LC. Modificarea structurii Drotaverinei cu
temperatura coloanei cromatografice si pH-ul fazei mobile..........cccoooceiiiiiiiiiiiniiiiiiiceeeee, 203
2.7.1. Problematica StUAIUIUL. .....ccoouuiiiiiiiiiiiiiiiieeeie ettt e e 203
2.7.2. Conditil €XPErIMENTALE. ......cocueeruiieiiiriiiiiierieeteeet ettt 205
2.7.3. REZUIALE ST AISCULIL..eeeuuveiruiieiriiieiiiie ettt ettt et et et ettt e s e e s e e 207
274, CONCIUZITL .ottt et et ettt et et e e saaeeeees 217

CONCIUZIL FINANC. ..o e ettt e ettt eeeeeeenrrenes e e rennennnn 219

BibLio@rafie............coooiiiiiiiee e e e e erieeenteeennen e s aeeenenee s 221



2.2. Influenta hidrofobicitatii analitilor asupra retentiei cromatografice. Determinarea
log K, prin RP-L.C

2.2.1. Problematica studiului

In cromatografia de lichide in faza inversa, faza stationard este consideratd hidrofoba, iar
faza mobila (continand de obicei amestecuri de apd cu solventi organici relativi polari ca de
exemplu acetonitril, metanol sau etanol) este considerata ca fiind polara. Natura celor doua faze
presupune, astfel, ca analitii ce sunt separati prin aceasta tehnica cromatografica sd fie hidrofobi
sau, cel putin, si aiba o polaritate mai micd decit aceea a fazei mobile. In cromatografia de lichide
in fazd inversda, mecanismul de retentie principal este reprezentat de interactia hidrofoba dintre
molecula analitului si faza stationard (bazatd pe forte de tip van der Waals). Astfel, cu cat
hidrofobicitatea analitului este mai mare cu atat interactia cu faza stationard va fi mai puternica si
retentia cromatogafica a acestuia va fi mai mare.

Pentru stabilirea corelatiei hidrofobicitate — retentie cromatograficd s-a trasat dependenta
factorului de capacitate functie de concentratia de modificator organic in faza mobild. Ca
modificator organic s-a folosit atdt acetonitril, cat si metanol, pentru a vedea dacd natura
modificatorului organic influenteazd rezultatele obtinute la estimarea hidrofobicitatii analitilor
folosind cromatografia de lichide in faza inversa. Asadar cei sapte compusi, injectati impreuna sau
separat, au fost monitorizati in conditiile unor faze mobile diferite in ceea ce priveste raportul
solvent apos / modificator organic. S-au considerat mai multe compozitii ale fazei mobile in functie
de hidrofobicitatea moleculelor considerate pentru care s-a masurat experimental retentia fiecarui
compus injectat. Ulterior, dupa stabilirea dependentelor functionale (liniare sau polinomiale) dintre
retentie si procentul de modificator organic din faza mobild, prin extrapolare in regresiile obtinute,
s-a putut calcula factorul de capacitate pentru o fazd mobila exclusiv apoasd (log k’y); acest
parametru a fost ulterior corelat cu log K,y — constanta de partitie apa : octanol. Pentru verificarea
acuratetei modelului s-a comparat valoarea log K, obtinuta din datele experimentale cu valoarea
teoretica a acestui parametru determinata prin metoda fragmentelor. Pentru cele doua seturi de date
s-a Incercat obtinerea unei corelatii care sa permita fie predictia retentiei in RP-LC a unui compus
ce face parte din aceeasi clasa structurald pe baza cunoasterii valorii teoretice a log Ky, fie
estimarea indicelui de hidrofobicitate al acelui compus pe baza retentiei in RP-LC.

2.2.2. Modelul teoretic aplicat

Hidrofobicitatea prezinta un rol fundamental in RP-LC. Desi nu s-au stabilit incd cu
certitudine detaliile mecanistice care sa decrie in intregime retentia compusilor separati prin aceasta
tehnicd cromatografica, un lucru este cert: retentia diferentiatd a acestora de-a lungul fazei
stationare se face pe baza hidrofobicitatii lor. Acest lucru este usor de inteles, deoarece in RP-LC
faza stationara este mai putin polard (mai hidrofobd) decét faza mobild. Relatia intre constanta de
partitie a unei molecule intre faza stationara si faza mobila si retentia sa, este exprimata cantitativ de
expresia:

k' V
Kpp_ic = —=k"—m 2.2.1
RP-LC 06)) st ( )

unde Kgp.rc este constanta de partitie a unei molecule Intre faza mobild si faza stationard, k’ este
factorul de capacitate, iar @ este o constanta constructiva a coloanei cromatografice data de raportul
volumelor de faza stationara si faza mobild (V¢/Vin).

Modelul partitiei considera cd faza stationara — reprezentatd de lanturile hidrocarbonate cu
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proprietati hidrofobe — poate fi consideratd ca un volum de lichid ce acoperd suportul inert de
silicagel. Acest lichid se comportd ca un strat nemiscibil cu faza mobild si in consecinta intregul
proces cromatografic poate fi asemdnat cu un proces de partitie lichid-lichid. Teoria partitiei
presupune de asemenea cd doar moleculele de solut pot penetra acest strat. Astfel partitia
moleculelor de solut se face intre faza mobila si locurile vacante dintre lanturile hidrocarbonate ale
fazei stationare, numite regiunea de interfata [20]. Modelul, propus de Dill, ridica cateva intrebari in
legatura cu presupunerea ca doar moleculele de solut (care sunt in mod uzual mai mari decét cele de
apd sau modificator organic) pot penetra stratul lichid de faza stationarda, in timp ce apa sau
modificatorul organic sunt excluse. Echilibrul care descrie procesul de partitie lichid-lichid al
solutului intre cele doua faze poate fi reprezentat prin relatia:

A S A (2.2.2)

acesta este caracterizat de o constantd de echilibru, denumita §i constanta de repartitie care este
egala cu raportul concentratiilor solutului la echilibru in faza stationara si respectiv in faza mobila
(relatia 2.2.3).

[A]fs
[A]fm

Una dintre cele mai importante metode de estimare a hidrofobicitatii compusilor organici

este reprezentatd de distributia Tn sistemul apd : octanol, care este caracterizatd de constanta de
distributie apa : octanol (K,y), asa-numitul indice de hidrofobicitate:

K — [A] 1—oc tan ol
ow [A]apa

Comparand relatiile (2.2.3) si (2.2.4) se poate observa cd cele doud ecuatii cuantifica
hidrofobicitatea unui analit, A, in doua sisteme: sistemul RP-LC si respectiv sistemul apa — octanol.
Avand in vedere similitudinile dintre cele doua sisteme (faza stationarad hidrofoba din RP-LC fiind
asociatd 1-octanolului si faza mobila polara fiind asociata cu apa), este plauzibild afirmatia ca cele
doua sisteme pot fi corelate. Altfel spus, pe baza coeficientului de partitie apa — octanol (log Koy),
se poate estima retentia analitilor intr-un anumit sistem cromatografic (log Kgrp.rc) §1 viceversa.

Pentru a se apropia de sistemul apa : octanol din punct de vedere al hidrofobicitatilor
relative, un sistem RP-LC ar trebui sa aibd o fazd mobila cat mai putin hidrofobd, adica fara
modificator organic; de altfel retentia cromatograficd intr-o fazd mobild 100% apoasa este
considerata a fi modalitatea standard de a face masuratori de hidrofobicitate, deoarece singurul efect
solvofobic prezent este cel hidrofobic. In acest caz vorbim de factorul de capacitate corespunzitor
unei faze mobile alcatuitda din 100% apa (k’y, pentru C,, — 0, unde C,, reprezinta concentratia
procentuald de modificator organic in faza mobild) careia i1 corespunde o constantd de partitie (Ky,
rp-LC)- Aceastd constantd poate fi corelata cu constanta de distributie apa : octanol:

K,, =K (2.2.5)

Considerand argumentele prezentate mai sus, in acest studiu, se va considera constanta de
distributie intre faza mobila (100% componenta apoasd) si faza stationard (lanturile octadecil) ca
fiind un indice de hidrofobicitate determinat din date experimentale cromatografice pentru analitii
studiati. Comparatia acestor valori cu indicele de hidrofobicitate teoretic va duce la confirmarea sau
infirmarea modelului teoretic expus anterior.

In RP-LC dependenta factorului de capacitate de concentratia de modificator organic din
faza mobila (Cy,) este cel mai bine descrisa de ecuatiile [44, 92-95]:

logk'=a-C, +b (2.2.6)

logk'=a"C% +b'C,_ +c' (2.2.7)

(2.2.3)

RP-LC —

(2.24)



unde a, b, a’, b’ si ¢’ sunt parametrii regresiilor celor doua dependente.

2.2.4. Rezultate si discutii

Factorul de capacitate k’ a fost calculat dupa formula k’ = (t; — to)/ty, unde t; este timpul de
retentie absolut, iar ty timpul mort al coloanei. Pentru coloana Purospher folosita in cadrul studiului
la debitul de 1,0 mL/min, timpul mort determinat experimental a fost de 0,85 minute. Pe baza
datelor experimentale obtinute (t,, k’, log k’) s-au trasat dependentele log k’ functie de continutul
procentual de modificator organic (acetonitril sau metanol) din faza mobila pentru fiecare din
compusii studiati. Valorile coeficientilor de corelatie obtinuti atit pentru regresii liniare, cat si
polinomiale, sunt in toate cazurile (pentru toti cei sapte compusi model) mai mari de 0,99 lucru care
confirma validitatea ecuatiilor matematice alese pentru descrierea retentiei in functie de compozitia
fazei mobile. Pe baza modelului teoretic expus anterior a fost calculatd — prin extrapolare la 0%
modificator organic — constanta de distributie Intre faza mobila (alcdtuitd 100% din componenta
apoasd) si faza stationard de tip octadecil silicagel (log Ky rp.Lc) pentru cei sapte compusi model:
fenol, acid salicilic, metoprolol impuritate B, betaxolol impuritate D, fenofibrat impuritate A,
amiodarond impuritate D si amiodarona impuritate E. Tabelul 2.2.2 prezintd valorile obtinute
pentru acest parametru prin extrapolare atit in dependentele liniare cat si in cele polinomiale
(determinate anterior) folosind cei doi modificatori organici, acetonitrilul si metanolul.

Valorile teoretice ale log K,y au fost calculate cu metoda fragmentometrica cu ajutorul
software-ului EPI Suite — KOWWIN, versiunea 1.67, al Environmental Protection Agency, SUA
[97]. Raportul de calcul al log K, teoretic pentru cei sapte compusi model este dat in figurile
urmatoare. De mentionat ca pentru fenol si acid salicilic, au fost gasite in baza de date a softului si
valorile experimentale ale indicelui de hidrofobicitate determinat prin metoda clasica de partitie

intre apa si octanol.
©[C OOH
OH

Fenol Acid salicilic

OH
H.C . /\/©/
Ee]

Metoprolol impuritate B

/\/©/OH Amiodarona impuritate D
Al

Betaxolol impuritate D

0]

Amiodarona impuritate E

Fenofibrat impuritate A

Fig 2.2.1. Structurile chimice corespunzatoare celor sapte compusi model.



Pe baza datelor obtinute in Tabelul 2.2.2, s-au putut reprezenta grafic valorile log Koy
obtinute prin extrapolare din datele de retentie cromatografica in functie de valorile log Koy
teoretice calculate prin metoda fragmentelor. S-au obtinut in acest mod patru dependente, doua
pentru fiecare modificator organic si alte doud 1n functie de ce tip de dependentd (liniard sau
polinomiald de gradul II) a fost folositd pentru extrapolarea la 100% componenta apoasd. Cele patru
dependente sunt reprezentate grafic in Fig. 2.2.24, incluzidnd si parametrii regresiilor liniare
obtinute (pantd, ordonata la origine si coeficient de corelatie) pentru a putea fi discutate.

De asemenea, se pot face urmatoarele consideratii. Toate corelatiile dintre valorile log Ky, rp-
Lc, obtinute prin extrapolare in regresiile liniare / polinomiale si cele teoretice (metoda
fragmentelor), au condus la obtinerea unor coeficienti de corelare foarte buni (r > 0,93 pentru
acetonitril si r > 0,97 pentru metanol) indiferent de tipul de ecuatie folosita, liniara sau polinomiala.
Ca o tendinta generald, se observa ca valorile log Ky, rp.1.c determinate pentru metanol sunt mai mari
decit cele obtinute in cazul acetonitrilului. Aceasta deoarece pantele dependentelor log k’ — C,, sunt
mai mari pentru metanol decat pentru acetonitril; explicatia pentru pantele mai mari poate fi pusa pe
seama diferentei de putere elutropicd (polaritate) intre metanol si acetonitril. Altfel spus, aceeasi
scadere procentuald a celor doi modificatori in faza mobila va genera o crestere mai importanta a
factorului de capacitate in cazul metanolului si implicit o pantd mai mare a acestei dependente. De
asemenea, se poate observa ca valorile coeficientilor de corelatie pentru metanol sunt semnificativ
mai mari decét in cazul acetonitrilului, in timp ce nu exista o diferentd netd intre acesti coeficienti
pentru acelasi modificator in functie de tipul de ecuatie folosit la trasarea dependentei log k’ - Cp,. O
corelatie perfecta intre log Ky rp-ic 1 log K,y teoretic, presupune ca parametrii regresiilor liniare
respective, panta si ordonata la origine, si aibd valorile 1, respectiv 0. In cazul celor mai putin
hidrofobi compusi studiati, fenolul si acidul salicilic, se constatd o apropiere foarte mare intre
valorile log Ky rp.Lc, cele obtinute prin metoda distributiei apa : octanol si cele teoretice obtinute
prin metoda fragmentelor. Aceasta deoarece intervalul de compozitii ale fazei mobile studiat pentru
cei doi compusi a fost foarte apropiat de 0% modificator organic, In conditiile elutiei intr-un timp
rezonabil (in cazul acidului salicilic s-a mers pana la 5% modificator organic ceea ce presupune o
eroare foarte mica la extrapolarea dependentelor la 0% modificator organic in faza mobild).
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Fig 2.2.2. Dependenta liniara (a) respectiv polinomiala (b) a retentiei (log k) de procentul de modificator
organic (acetonitril) din faza mobila pentru fenol, metoprolol impuritate B, betaxolol impuritate D si
fenofibrat impuritate A.
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Fig 2.2.4. Dependenta liniara respectiv polinomiala a retentiei (log k’) de procentul de modificator organic
(acetonitril sau metanol) din faza mobila pentru acidul salicilic.

Tabel 2.2.2. Comparatie intre valorile log K, obtinute experimental pe baza dependentelor liniare /
polinomiale si cele teoretice determinate prin metoda fragmentelor moleculare.

Comparatie log K,,, experimental (RP-LC) versus log Kow teoretic
Analit log K, experimental - ACN log K, teoretic log K,, experimental - MeOH
Regresie Regresie (metoda Regresie Regresie
liniara polinomiala fragmentelor) liniara polinomiala

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

Analizand valorile individuale ale log K., pentru toti compusii model date in Tabelul 2.2.2,

se pot face urmatoarele consideratii:

e valorile extrapolate respectiv cele teoretice corespunzatoare indicelui de hidrofobicitate

sunt apropiate;

¢ folosind extrapolarea din regresii liniare si metanol ca modificator organic se obtin valori

log K, mai apropiate de cele teoretice decat pentru acetonitril; in schimb daca se extrapoleaza
dependentele polinomiale, valorile obtinute sunt mai apropiate de cele teoretice in cazul
acetonitrilului ca modificator in faza mobila;

e printre cele mai mari deviatii relative (erori ale modelului) se inregistreaza in cazul

compusilor amiodarond impuritate D §i amiodarond impuritate E care sunt compusii cei mai
hidrofobi din seria investigatd. Datorita acestei hidrofobicitati marite, retentia lor a fost masurata in
faze mobile cu continut ridicat de modificator organic (95 — 40%) ducéand la erori importante
aparute in urma extrapolarii la 0% modificator organic. In schimb se observa ci, daca se masoara
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retentia in faze mobile cu un procent mare de solvent apos si daca acest interval este si unul
suficient de extins, deviatiile de la valorile teoretice sunt mult mai mici; este cazul acidului salicilic,
a carui retentie a fost masuratd in intervalul 50 — 5% ACN si respectiv 60 — 5% MeOH), a carui
deviatie relativd medie a fost cea mai redusa dintre toti compusii model (4,2% valoare obtinuta prin
medierea deviatiilor relative pentru cele patru situatii).

In ciuda unora din abaterile destul de mari inregistrate pentru valorile indicelui de
hidrofobicitate determinat prin extrapolare in datele de retentie cromatografica fata de valorile
teoretice, trebuie tinut minte cd valorile teoretice ale indicelui de hidrofobicitate calculate prin
metoda fragmentelor sunt la randul lor afectate de erori generate de aproximarile folosite, la fel ca si
modelul extrapolarii retentiei Tn RP-LC. De aceea, orice deviatie de la aceste valori teoretice, fie ca
este mare sau micd, nu inseamnd cd este vorba neapdrat de o valoare eronata. Cea mai exacta
metoda de determinare a indicelui de hidrofobicitate ramine metoda partitiei apa : octanol
(efectuata in experimente de tip ‘shake-flask’). Din nefericire asemenea date experimentale nu au
fost disponibile pentru compusii model alesi cu exceptia fenolului (log Koy = 1,46) si a acidului
salicilic (log Kow = 2,26) [98], valori care, dupa cum se poate observa, sunt foarte apropiate de cele
teoretice, fiind vorba de compusi cu structuri relativ simple, respectiv 1,51 pentru fenol si 2,24
pentru acidul salicilic, dar si de cele determinate prin RP-LC conform Tabelului 2.2.2.

Calcularea indicelui de hidrofobicitate prin extrapolare din date de retentie cromatografica
obtinute cu faze mobile avand mai mult de 10% continut de modificator organic, nu poate
reprezenta o estimare foarte corecta a acestui parametru. Aceste valori reprezinta de fapt constanta
de distributie a anlitilor intre faza mobila §i cea stationard daca structura si conformatia fazei
stationare in 100% apa ar fi aceeasi ca pentru faze mobile binare alcatuite din amestecuri apd —
modificator organic. Totusi astfel de date extrapolate sunt interesante si utile din punct de vedere al
studiilor QSRR (Quantitative Structure — Retention Relationships), deoarece pot corela foarte bine
retentia cromatografica cu proprietdtile hidofobice ale compusilor, fiind in acelasi timp strans legate
de structura acestora [99]. Deviatiile care apar de la valorile teoretice nu fac decat sd confirme cele
afirmate anterior. Aceste deviatii sunt date de simplificarile aplicate modelului prin care se
determind log K,, din extrapolarea datelor de retentie cromatograficd. Atita timp cat
comportamentul fazei stationare raméane neschimbat (procent ridicat de modificator organic in faza
mobila care permite solvatarea fazei stationare), modelul genereaza rezultate consistente n ceea ce
priveste predictia retentiei. Pe de alta parte, Tnsa, folosirea unor faze mobile cu un procent ridicat de
apd In compozitie conduce la o schimbare confomationala a fazei stationare (de la bine-cunoscuta
structura de tip ,,bristle” se ajunge la o aglomerare a lanturilor alchilice, cunoscut ca fenomenul de
,colapsare”), ceea ce produce modificarea proprietatilor de retentie ale acesteia si implicit la erori In
estimarea retentiei prin extrapolare [100].

2.2.5. Influenta naturii fazei stationare asupra determinarii log K,y prin RP-LC

In subcapitolele anterioare s-a aritat ci estimarea indicelui de hidrofobicitate prin RP-LC
poate duce la obtinerea unor rezultate apropiate de cele obtinute folosind modele teoretice sau
metoda clasica de determinare a indicelui de hidrofobicitate, partitia Tn sistemul apa : octanol. O alta
intrebare care se ridica in acest caz este daca natura fazei stationare folositd in RP-LC influenteaza
sau nu valorile log K, obtinute prin aceastd tehnica. Hidrofobicitatea unui compus organic este o
proprietate fizico-chimica care depinde de structura acestuia. Pe de altd parte, nsd, hidrofobicitatea
unui compus chimic nu are sens daca nu este raportata la un sistem chimic de referintd (de exemplu
sistemul apa : octanol sau un sistem RP-LC). Studiul de fatd urmareste sd evidentieze diferentele
intre valorile indicelui de hidrofobicitate (log K,w) obtinute in RP-LC folosind faze stationare
diferite Tn ceea ce priveste hidrofobicitatea. Pentru aceasta s-au considerat doud sisteme RP-LC
diferentiate prin tipul de faza stationara folosita: (a) o faza stationara de tip octadecil silicagel (C18)
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si (b) o faza stationara de tip octil silicagel (C8). Cele doua tipuri de faza stationara difera, evident,
prin hidrofobicitate, faza octadecil fiind mult mai hidrofoba.

Pentru a verifica toate aceste consideratii s-a realizat un studiu de retentie pe patru compusi
model (ale caror structuri sunt date In Fig. 2.2.26) folosind cele doua faze stationare amintite, dar
pastrand aceeasi fazd mobild si aceleasi conditii de elutie. Pe baza modelului liniar dat de relatia
(2.2.6) si expus anterior in subcapitolul 2.2.2, s-au putut calcula valorile log K, corespunzatoare
celor patru compusi model pentru cele doud tipuri de faze stationare alese. Doua coloane
cromatografice au fost folosite la acest studiu: o coloand Purospher STAR RP-18e avand
dimensiunile 125 mm L x 4,0 mm d.i. x 5 pm d.p. care contine ca fazad stationard cu radicali
octadecil (C18) grefati pe un suport inert de silicagel (Merck) si o a doua coloand Zorbax Eclipse
XDB-C8 de 150 mm L x 4,6 mm d.i. x 5 um d.p., avand ca faza stationara radicali octil (C8) grefati
pe un suport inert de silicagel (Agilent).

Astfel, s-au putut calcula valorile log K, pentru cei patru compusi model folosind
cromatografia de lichide in fazd inversa si doud coloane cromatografice avand faze stationare
diferite din punct de vedere al hidrofobicitatii, conform Tabelului 2.2.5.

Tabel 2.2.5. Comparatie intre valorile log K, obtinute experimental prin RP-LC, cele teoretice determinate
prin metoda fragmentelor moleculare si respectiv valorile din literatura determinate experimental prin
metoda partitiei in sistemul apa : octanol.

log Ko RP-LC log K, RP-LC log K, teoretic log K
Analit (Purospher STAR | (Zorbax Eclipse (mé’tw frag.) ex erimz:vrvl tal
RP-18¢) XDB-C8) - rag. P
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

Analizand datele din Tabelul 2.2.5 se poate concluziona ca valorile log K, determinate
prin RP-LC difera semnificativ in functie de faza stationara. Astfel pentru faza stationara de tip
octadecil silicagel (C18) valorile log K,y obtinute sunt sistematic mai mari decit cele
corespunzatoare fazei stationare octil silicagel (C8), diferenta dintre cele doua seturi de valori fiind,
in medie, de 0,3 — 0,4 unitati. Dintre cele doud seturi de valori corespunzatoare fazelor stationare
octil si octadecil, primul este mai apropiat de valorile log K, teoretice, dar si de cele experimentale
obtinute prin partitie Tn sistemul apd : octanol (doar pentru metoprolol si betaxolol), deoarece
sistemul de partitie apa : octanol este mai apropiat ca hidrofobicitate de un sistem RP-LC bazat pe o
faza stationara cu un lant alchilic de 8 atomi de carbon, decat de un sistem cu o faza stationara cu 18
atomi de carbon.

Diferenta de hidrofobicitate Intre cele doua faze stationare genereaza practic o retentie mai
mare a analitilor in coloand. Aceasta Tnseamnd un factor de capacitate mai mare la aceeasi
compozitie a fazei mobile, o pantd mai mare a dependentei liniare log k> — Cp,, si implicit o valoare
mai mare la extrapolarea la 0% C,, (log k’y), valoare din care se estimeaza log Koy.

Dupa cum se poate observa din Fig. 2.2.28 valorile log K, obtinute prin RP-LC pe cele
doud coloane cromatografice se coreleazd foarte bine cu valorile teoretice calculate prin metoda
fragmentelor; valorile coeficientilor de corelatie fiind mai mari decat 0,98 in ambele cazuri. O
dependenta liniard cu un coeficient de corelatie de asemenea foarte bun (> 0,99) se obtine si intre
valorile log K,y determinate pe coloana Purospher RP-18e si coloana Zorbax XDB-C8 (Fig.
2.2.29), ceea ce indica corectitudinea determinarilor prin RP-LC indiferent de faza stationara
folositd. Cresterea valorilor log K,y (RP-LC) cu cresterea lungimii lantului alchilic al fazei
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stationare aratd ca retentia Tn RP-LC depinde de hidrofobicitatea fazei stationare. Corelatia buna
dintre valorile log K, obtinute cromatografic, fie pe o coloana de tip C18, fie pe o coloand de tip
C8, si cele determinate teoretic aratd ca existd o legdturd stransa intre retentia cromatografica si
structura analitilor, legdtura ce se poate defini simplu prin hidrofobicitatea analitilor.

2.2.6. Concluzii

Estimarea indicelui de hidrofobicitate din date experimentale obtinute prin RP-LC (log
Ky rp-1.c) s-a facut folosind modelul dependentei liniare, respectiv polinomiale intre retentie (log k)
si procentul de modificator organic in faza mobila (C,,). Pe baza acestor dependente functionale s-a
facut extrapolarea la 0% modificator organic (respectiv 100% solvent apos) ceea ce inseamna o
distributie a solutilor intre o fazd mobild exclusiv polard si o faza stationara hidrofoba. Pentru
confirmarea validitatii rezultatelor obtinute cu sistemul RP-LC s-au comparat rezultatele obtinute cu
cele din literatura, fie experimentale (partitie apa : octanol), fie teoretice.

Valorile log Ky rp.Lc obtinute pe baza modelului prezentat (RP-LC) au fost comparate cu
indicii de hidrofobicitate cunoscuti din date de literaturd. Mai mult, s-a trasat si o dependenta intre
cele doua seturi de date. Toate corelatiile dintre valorile log K, obtinute prin extrapolare in
regresiile liniare sau polinomiale si cele teoretice (metoda fragmentelor), au condus la obtinerea
unor coeficienti de fitare foarte buni (r > 0,93 pentru acetonitril si r > 0,97 pentru metanol),
indiferent de tipul de ecuatie folosita, liniara sau polinomiald. Ca o tendintd generald se observa ca
valorile log K, determinate pentru metanol sunt mai mari decat cele obtinute In cazul
acetonitrilului. O posibila explicatie pentru cele doua observatii de mai sus este legatd de polaritatea
celor doi modificatori. Metanolul are o polaritate mai mare §i mai apropiata de cea a apei. Dupa
cum a fost aratat anterior, asemanarea intre sistemul RP-LC si sistemul apa : octanol este cu atat
mai mare cu cat faza mobila din RP-LC se apropie de polaritatea apei. Asadar cu cat sistemele sunt
mai asemanatoare, cu atat datele generate de ele sunt mai apropiate.

Natura fazei stationare influenteazd retentia analitilor §i implicit si valorile determinate
pentru log K, prin cromatografia de lichide 1n faza inversa. Astfel, cresterea hidrofobicitatii fazei
stationare (de la octil la octadecil) duce la obtinerea unor valori mai mari cu aproximativ 0,3 — 0,4
unitdti ale indicelui de hidrofobicitate pentru compusii studiati, lucru explicabil prin cresterea
retentiei acestora o datd cu cresterea lungimii lantului hidrocarbonat al fazei stationare. Indiferent de
modul de calcul al log K,y, se poate trasa o dependenta liniara (r > 0,98) intre seturile de valori
corespunzatoare analitilor studiati, fie ca sunt obtinute prin RP-LC pe diferite faze stationare fie ca
sunt calculate prin metode teoretice (metoda fragmentelor moleculare).

In concluzie, cele doud studii prezentate confirmd posibilitatea corelarii retentiei si
hidrofobicitdtii Tn cromatografia de lichide in fazd inversa si, mai mult decat atat, confirma
posibilitatea determinarii hidrofobicitatii analitilor pe baza acestei tehnici cromatografice. RP-LC a
devenit o metodd complementard celei clasice care foloseste partitia apd : octanol. Rezultatele
calculului hidrofobicitatii prin RP-LC sunt apropiate de cele obtinute cu ajutorul sistemului clasic
apd : octanol, dar si de cele obtinute prin diferite metode de calcul teoretic, cum este metoda
fragmentelor.

Datele de hidrofobicitate obtinute prin RP-LC 1si gasesc aplicabilitatea si la dezvoltarea
rapida a unor metode lichid-cromatografice destinate separdrii unor compusi inruditi. Cunoasterea
acestor date permite predictia retentiei i a ordinii de elutie a compusilor investigati, pe un domeniu
larg de compozitii ale fazei mobile. Toate aceste informatii pot duce la eliminarea efectudrii unor
experimente practice care nu sunt utile si la scurtarea timpului necesar dezvoltarii si optimizarii
metodelor cromatografice respective.
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2.3. Influenta pH-ului componentei apoase a fazei mobile si a caracterului acido-bazic
al analitilor asupra retentiei in RP-LC

2.3.1. Problematica studiului

In cromatografia de lichide in fazd inversi pH-ul componentei apoase a fazei mobile
reprezinta un parametru esential in controlul retentiei analitilor 1 a selectivitatii separdrilor, in
masura in care compusii ce urmeaza a fi separati au In structura lor grupdri polare ionice sau
disociabile grefate pe scheletul hidrofob al moleculelor. Ionizarea acestor grupari acide (-COOH, -
OH, amida, sulfonamida) sau bazice (-NH») poate fi influentata de pH-ul prestabilit al componentei
apoase a fazei mobile. In cazul compusilor lipsiti de asemenea grupiri ionice / disociabile
(hidrocarburi, esteri, etc.), pH-ul nu va influenta retentia acestora. Pe 1anga retentie si selectivitate,
pH-ul si respectiv caracterul acido-bazic al analitilor, Tn stransa legdtura cu proprietdtile fazei
stationare, pot avea o influentd semnificativd si asupra altor parametri cromatografici, ca de
exemplu simetria si eficienta picurilor generate [103, 104]. Precizarea facutd anterior referitoare la
pH-ul componentei apoase a fazei mobile si nu al fazei mobile este importantd, deoarece acesta se
madsoard In componenta apoasa inainte de amestecarea cu componenta organica a fazei mobile.

In RP-LC controlul pH-ului se realizeazi cu ajutorul solutiilor tampon sau al acizilor. Se
folosesc solutii tampon pe baza de fosfat, acetat, borat, sulfat, etc. si respectiv acizi de tipul:
fosforic, formic, acetic, trifluoracetic, sulfuric si chiar clorhidric. pH-ul componentei apoase a fazei
mobile este asadar un parametru important cu care poate fi modulata retentia si selectivitatea
separarilor cromatografice.

In principiu, pentru un compus cu grupari acide (-COOH, -OH, -CONH),) retentia va creste o
datda cu scaderea pH-ului, deoarece disocierea acestor grupari va fi blocatd si molecula va
interactiona pregnant cu faza stationara pe baza hidrofobicitatii sale.

Un compus bazic pe de alta parte (de exemplu, avand grupari amino Tn moleculd) se va afla
in stare protonatd la un pH acid si va tinde sa elueze foarte repede din coloana cromatografica.
Pentru a da retentie unor asemenea compusi, in special atunci cand metoda lichid-cromatografica
foloseste un procent ridicat de solvent organic in componenta fazei mobile, se pot folosi formatori
de pereche ionica (aplicand mecanismul RP-LC bazat pe formare de perechi ionice) pastrandu-se
totodata un pH acid (2 + 4). Formatorii de pereche ionica vor neutraliza practic sarcina electrostatica
a grupdrii amino protonate cu ajutorul unui contraion voluminos. Agregatul molecular format, care
este neutru din punct de vedere electric, va fi retinut in faza stationard, ducind la cresterea
factorului de capacitate. Cealaltd modalitate de crestere a retentiei, este cresterea pH-ului cu céteva
unitati peste valoarea (pKy, - pKy) a compusului respectiv, ceea ce face ca protonarea sa fie redusa
sau anulatd, iar hidrobobicitatea moleculei va creste ducand evident la cresterea retentiei in coloana.

Modificarea pH-ului duce de obicei la variatii Tn retentia analitilor acizi sau bazici. Scaderea
pH-ului duce la o scddere a retentiei compusilor bazici deoarece gradul de protonare creste si se
mareste implicit si polaritatea moleculei. In cazul acizilor sciderea pH-ului duce la cresterea
retentiei. Selectivitatea unei separdri poate fi influentata si ea de variatia pH-ului componentei
apoase a fazei mobile. Intr-un amestec de compusi este posibil ca acestia si fie afectati diferit de
pH. De aceea, variatia pH-ului poate genera modificari semnificative in retentia unor compusi fata
de ceilalti ceea ce poate Tnsemna, dupa caz, o separare mai bund sau mai proastd, o inversare a
ordinii de elutie, etc.
si selectivitatii cu ajutorul pH-ului in RP-LC, prezentul studiu a fost conceput in sensul
monitorizarii efectelor aparute in urma modificarii pH-ului componentei apoase a fazei mobile in
privinta parametrilor cromatografici enumerati anterior (retentie, selectivitate, simetrie, rezolutie).
Vor fi prezentate mai multe cazuri de separari cromatografice de tip RP-LC, avand la baza diferite

12



metode LC, dedicate separdrii mai multor compusi inruditi din punct de vedere structural. Pentru
fiecare dintre acestea se va prezenta influenta pe care o are variatia pH-ului componentei apoase
efectuata, fie pe un interval mai mare de pH in cazul dezvoltarii unei metode RP-LC, fie pe un
interval mai restrans de pH in cazul evaluarii robustetei metodei 1n cauza.

2.3.4. Rezultate si discutii
Amestec de compusi bazici (Drotaverina si impuritati)

La dezvoltarea metodei lichid-cromatografice dedicate separarii si determinarii Drotaverinei
si a impuritatilor inrudite din formulari farmaceutice de tip comprimate s-a studiat influenta pH-ului
componentei apoase pe un interval relativ largit: 3,0 — 6,0. Parametrii finali ai metodei sunt dati in
Tabelul 2.3.7.

Deoarece impuritdtile Drotaverinei nu au fost disponibile ca standard de referinta, pentru a
se putea testa robustetea si selectivitatea metodei, s-a folosit o solutie concentratd de Drotaverina,
1500 ppm, nivel la care au putut fi observate, in afard de Drotaverina, cel putin 9 picuri de
impuritati printre care si Impuritatile R1 si R2 (ale caror structuri sunt cunoscute). Alte 6 impuritati
au fost denumite arbitrar Impuritate 1 + 6 in ordinea de elutie, iar ultima impuritate a fost denumita
Impuritate X pentru a o distinge de toate celelalte in ceea ce priveste variatia dramatica a retentiei in
contextul modificarii pH-ului. Datele de retentie (k’) sunt date in Tabelul 2.3.8.

In ceea ce priveste structurile Drotaverinei si a Impurititilor R1 si R2 se poate observa ca
vorbim de compusi cu caracter bazic a cdror retentie cu cresterea pH-ului componentei apoase a
fazei mobile este de asteptat sa creasca.

Pe baza datelor experimentale de retentie s-au calculat factorii de capacitate pentru
Drotaverind si cele 9 impuritati identificate. Cu valorile factorului de capacitate s-au trasat
dependentele acestui parametru in functie de pH-ul componentei apoase a fazei mobile (Fig.
2.3.14). Dupa cum se poate observa din datele experimentale si din graficele factor de capacitate
functie de pH, retentia Drotaverinei, Impuritdtii R1, Impuritatii R2 si a Impuritatilor 1 + 6 creste
usor cu cresterea pH-ului de la 3,0 la 6,0. In cazul Impurititii X pe de altd parte, cresterea retentiei
pentru acelasi interval este mult mai mare (de aproximativ 66% fatd de o medie de 15% pentru
ceilalti 9 compusi). Din punct de vedere al comportamentului similar cu Drotaverina si Impuritatile
R1 si R2, se poate spune cd Impuritatile 1 + 6 si Impuritatea X sunt tot compusi bazici cu grupari
amino in moleculd asemadnatori cu Drotaverina. Cea mai mare variatie a retentiei pentru
Drotaverina, Impuritate R1 si Impuritatile 1 + 6 se observa intre pH 5 si 6, cel mai probabil acesti
compusi avand o valoare (pK,y, - pKp) mai mare de 6, adica o valoare pK;, mai mica de 8. In cazul
Impuritatii X dependenta obtinuta pe intervalul studiat este sigmoidala (Fig. 2.3.14), coeficientul de
corelatie obtinut (r2) fiind mai mare de 0,999. Din parametrul x¢ al ecuatiei sigmoidale determinate
(punctul de inflexiune) se poate estima valoarea pKy a Impuritatii X; astfel valoarea estimata pentru
pKy este de 9,48 (14 - 4,52).

Concluzionand, se poate spune cd aplicatia prezentata exemplifici cum comportamentul
diferit al retentiei In functie de pH-ul componentei apoase a fazei mobile datorat in principal
diferentelor structurale intre compusi, poate modifica selectivitatea sau chiar ordinea de elutie intr-o
separare. O altd concluzie ce se poate extrage din cele prezentate anterior este ca dependentele k’ -
pH obtinute pe un interval cat mai larg si cu cat mai multe valori ale pH-ului 1n acel interval, permit
estimarea valorii pK}, pentru compusi organici cu caracter bazic.
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Fig. 2.3.14. Dependenta factorului de capacitate de pH-ul componentei apoase a fazei mobile pentru
Drotaverina si impuritatile sale. Pentru Impuritatea X este data si ecuatia sigmoidald determinata cu ajutorul
programului Origin 7.0 impreund cu parametrii regresiei exponentiale si coeficientul de corelatie aferent.

2.3.5. Concluzii

In RP-LC, pH-ul componentei apoase a fazei mobile este un parametru esential folosit
pentru controlul retentiei si al selectivitatii. Pentru aceasta compusii organici de separat trebuie sa
fie compusi ionici sau disociabili, adicd sa aiba n structura lor grupari polare ionice sau disociabile,
grefate pe scheletul hidrofob. Disocierea sau protonarea unor asemenea grupari acido-bazice este
influentata de pH. In schimb, retentia unor compusi organici lipsiti de asemenea grupdri ionice sau
disociabile (cum este cazul hidrocarburilor sau al esterilor) nu va fi influentata de pH.

Pentru un compus organic cu caracter acid (grupari -OH, -COOH, -CONH,, etc.) retentia
scade odata cu cresterea pH-ului componentei apoase a fazei mobile, n timp ce pentru un compus
organic avand grupdri cu caracter bazic (amino), retentia creste daca pH-ul creste. Pentru compusi
acizi cresterea pH-ului duce la o disociere din ce in ce mai accentuatd a gruparilor acide avand ca
efect cresterea polaritatii moleculei si implicit scaderea retentiei Tn RP-LC. La compusii de tip bazic
situatia este inversa, in sensul cd cresterea pH-ului face ca protonarea gruparilor bazice existente n
molecula acestora sa fie tot mai putin favorizatd, ceea ce inseamna o crestere a hidrofobicitatii
analitului si implicit o retentie din ce in ce mai mare 1n faza stationara.

Dependenta retentiei compusilor organici acido-bazici de pH-ul componentei apoase a fazei
mobile este descrisd de o curba sigmoidala care are la baza o relatie exponentiala de tip Boltzmann.
pH-ul corespunzator punctului de inflexiune al acestei dependente sigmoidale reprezinta valoarea
pK. pentru compusii de tip acid si respectiv pKy, - pK, pentru compusii bazici. Astfel, pe baza
datelor de retentie cromatografica obtinute la diferite valori ale pH-ului se poate trasa dependenta k’
— pH si, din parametrii ecuatiei sigmoidale Boltzmann, se poate determina punctul de inflexiune al
curbei si implicit se pot estima valorile pK, sau pKy, dupa caz. Trebuie mentionat insa cd valoarea
pH-ului componentei apoase nu este totuna cu pH-ul fazei mobile, deoarece modificatorul organic
are si el contributia sa la valoarea pH-ului fazei mobile si de aceea valorile pK, sau pKj obtinute
prin RP-LC reprezintd doar estimari ale acestor parametri.Modelarea retentiei in functie de pH
pentru un compus organic cu caracter bazic sau acid poate fi folosita la predictia retentiei in RP-LC
pentru orice alta valoare a pH-ului din interiorul sau din afara intervalului studiat de pH (interpolare
sau extrapolare).
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2.4. Influenta hidrofobicititii modificatorului organic asupra retentiei in RP-LC.
Modelul adsorbtiei competitionale analit — modificator organic hidrofob

2.4.1. Problematica studiului

Dupa cum a fost aratat in subcapitolul 2.2.2, retentia compusilor in RP-LC este puternic
influentata de hidrofobicitatea proprie (log Ko) si de cea a fazei stationare. In aproape toate
cazurile, marimea hidrofobicitatii analitilor da §i ordinea de elutie a acestora din coloana
cromatograficd. Din ce in ce mai des se discutd in literaturd despre relatii cantitative structurd —
retentie (QSRR), adicd modele teoretice ce leaga proprietdtile structurale de retentia cromatografica
[106]. De aceea, exactitatea valorilor indicelui de hidrofobicitate determinate experimental sau prin
metode de calcul teoretic este foarte importantd pentru a anticipa retentia si selectivitatea separarii
unui grup de analiti prin RP-LC [93], [101], [107]. Pana nu demult, in RP-LC, faza stationara era
consideratd unicul partener implicat in interactiile hidrofobe cu analitii $si modificatorii organici
[108, 109], desi masurarea cantitativd a indicelui sau de hidrofobicitate nu este foarte simpla, dar
este realizabila prin unele modele practice acceptate in literatura [110 - 112].

In cromatgrafia de lichide in faza inversa retentia analitilor este rezultatul competitiei dintre
interactiile hidrofobe cu lanturile alchilice hidrocarbonate din faza stationara si fortele de solvatare
exercitate de catre faza mobild [22]. Acestea din urmd nu implicd interactii hidrofobe, cu exceptia
cazului in care fazei mobile i se adaugd un modificator cu caracter hidrofob. Mecanismul cu
formare de perechi ionice se bazeaza pe un concept relativ similar, desi procesele care stau la baza
retentiei prin acest mecanism presupun mai degraba retinerea formatorului de pereche ionica in faza
stationara ce capata 1n acest fel un caracter de schimbator de ioni [113]. Caracterul hidrofob al fazei
mobile poate fi controlat prin addugarea in componenta organicd a fazei mobile a unor cantitati mici
de solventi organici cu un lant hidrofob de cel putin 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 si eventual mdsura influenta
caraterului hidrofob al unor alcooli superiori asupra retentiei mai multor compusi organici cu
caracter hidrofob in RP-LC. Mai multi compusi inruditi din punct de vedere structural, apartinand
clasei de antidiabetice orale de tip sulfonamide [114] au fost alesi drept compusi model pentru
studiul de fata.

Retentia cromatografica a celor opt compusi model descrisi anterior a fost studiatd pe acelasi
tip de faza stationard, dar folosind faze mobile a caror hidrofobicitate a fost variata prin adaugarea
unor cantitati cunoscute de alcooli superiori (etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol, 1-pentanol
si respectiv 1-octanol) in modificatorul organic folosit (metanolul). S-a adaugat 1% alcooli superiori
in metanol (raport volumetric), iar acest amestec a constituit modificatorul organic al fazei mobile.
Componenta apoasa a fazei mobile a fost de fiecare datd aceeasi (0,2% acid acetic n apd). Pentru a
trasa dependenta factor de capacitate — concentratie de modificator s-a variat raportul procentual
solvent apos — modificator organic pe intervale diferite in functie de hidrofobicitatea analitilor,
pentru a obtine timpi de retentie rezonabili.

2.4.3. Rezultate si discutii
2.4.3.2 Influenta componentei organice a fazei mobile asupra retentiei

In RP-LC retentia analitilor este influentata, printre altele, de natura componentilor organici
din faza mobild, dar si de concentratia acestora (C;). Atunci cind se foloseste un singur component
organic, modelarea retentiei se face utilizdnd ecuatii de tip liniar sau polinomiale (gradul II pentru
acetonitril) care exprimd dependenta retentiei functie de concentratia procentualda a modificatorului
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organic. Lucrurile devin mai complicate atunci cand faza mobild contine doi sau mai multi
modificatori organici, deoarece pe langa contributia individuald a celor doi mai trebuie considerat si
efectul cumulat al acestora asupra retentiei, efect care se traduce printr-un termen care considera
produsul dintre concentratiile individuale ale ambilor solventi [94, 123].

n

1og1<'=222:ocj,i -CJ +Zn:iﬁjgi .Cl.Cl, (2.4.1)

i=1 j=0 i=l j=0
unde log k’ reprezinta logaritmul zecimal al factorului de capacitate, primul termen din dreapta reda
contributia fiecarui solvent organic individual, iar cel de-al doilea termen se refera la contributia
mixta a doi sau mai multi solventi, asa-numitul efect cuadratic; acesta din urma este de obicei mult
mai mic In raport cu primul. Desfasurata, ecuatia de mai sus se poate scrie:
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Fig 2.4.1. Structurile chimice si denumirile farmaceutice ale celor opt compusi model.
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logk'=0a,, +0,,+0,,-C +a,,-C,+a,,-C/+a,,-C; (2.4.2)

Atunci cand componenta organica a fazei mobile (cu continut mare de metanol) isi pastreaza
raportul componentilor constant, dependenta factorului de capacitate este datd de relatia:
logk'=a,+a,-C, (2.4.3)
unde C, este concentratia componentei organice in faza mobila.

Datele experimentale de retentie obtinute pentru setul de opt compusi studiati au validat
modelul descris de relatia (2.4.3) dupa cum se poate observa in Fig. 2.4.3 - 2.4.5 si in Tabelul 2.4.2
cu parametrii regresiilor liniare obtinute. In toate cazurile coeficientul de corelatie (%) pentru
dependentele liniare obtinute a fost mai mare de 0,995, indicand o fitare foarte buna a datelor
experimentale in functie de concentratia totala de modificator din faza mobila.

Totodata s-a observat cd datele experimentale de retentie pot fi corelate cu concentratia de
modificator organic din faza mobila si dupd un model polinomial de gradul II, doar ca retentia este
exprimatd in acest caz ca factor de capacitate si nu ca logaritm zecimal al acestuia. $i in acest caz s-
au obtinut coeficienti de corelatie foarte buni (r*> 0,995).

k'=@,+9,-C,+¢,-C,’ (2.4.4)

Parametrii regresiilor liniare si respectiv polinomiale calculati pe baza relatiilor (2.4.3) si
(2.4.4) (0, 01, Qo, @1, G2, %) pentru cei opt compusi model si pentru toate fazele mobile folosite (cu
si fard adaos de 1% (v/v) alcooli in metanol) sunt sintetizati in Tabelele 2.4.2 si 2.4.3.

Dependentele liniare log k’ functie de Cy sunt in general mai bine corelate decat cele
polinomiale ale factorului de capacitate (k’) functie de Cy. Din dependentele liniare log k’ versus Cy
prezentate in Fig. 2.4.3 - 2.4.5, se poate observa ca retentia compusilor model este modificata
semnificativ doar pentru solventii cei mai hidrofobi (1-pentanol si n special 1-octanol), utilizati ca
aditivi ai componentei organice a fazei mobile la nivel de 1% (v/v). Acestda modificare drastica a
retentiei poate conduce in unele situatii la o schimbare in selectivitatea separarii cromatografice.

In concluzie, se poate spune ci retentia compusilor model folositi in prezentul studiu a
scazut cu cresterea concentratiei de modificator organic 1n faza mobila si totodata cd introducerea in
faza mobila a unor solventi din ce in ce mai hidrofobi (chiar la nivele mici de concentratie, 1%
(v/v)) a condus, de asemenea, la scaderea retentiei in coloana cromatografica.
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Fig 2.4.3. Dependenta liniara a retentiei (log k’) de procentul de modificator organic din faza mobila
pentru Glibenclamid, Glibenclamid impuritate A.
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2.4.3.3 Estimarea hidrofobicitatii compusilor model prin extrapolarea datelor de retentie

Dupd cum s-a aratat in paragraful anterior relatii de tipul (2.4.3) si (2.4.4) descriu
dependenta retentiei In RP-LC 1n functie de concentratia de modificator organic n faza mobild. Se
observa ca pentru 0% modificator organic (Cy = 0), parametrii 0 and @ reprezinta conform celor
doua ecuatii: log k’y, si repsectiv k’y,.

Astfel, s-au obtinut pentru cei opt compusi model si pentru fiecare din fazele mobile folosite
(avand In componentd mai multi solventi organici hidrofobi) valorile log Ky rp.rc, folosind
urmatoarea relatie:

logK® ™ =logk' —log® (2.4.5)
unde @ este raportul fazelor din coloana cromatografica (raportul dintre volumul de faza stationara
si cel al fazei mobile — Vi/Vyy). Valoarea parametrului @ a fost estimatd pe baza caracteristicilor

geometrice ale coloanei cromatografice si a timpului mort corespunzator acestora (pentru coloana
Zorbax XDB-C18 150 mm lungime si 4,6 mm diametru interior, ® = 0,557 si log ® = -0,254.

Valorile log KR calculate prin cele doud ecuatii (2.4.3) si (2.4.4) sunt centralizate in Tabelul

244.
Analizand aceste valori se remarcd, in primul rand, o diferentd importanta intre valorile

log KRP-Cobtinute prin cele doud modele matematice. In spetd, valorile extrapolate folosind

modelul liniar (2.4.3) sunt mult mai mari decat cele determinate pe baza modelului polinomial
(2.4.4) pentru acelasi compus si aceeasi faza mobila folositd. In ceea ce priveste comparatia dintre

valorile 1ogKR®'™ ¢ extrapolate prin cele doud modele matematice (pentru 100% metanol ca

modificator organic al fazei mobile) si valorile log K., teoretice sau experimentale, se constatd ca
valorile extrapolate pe baza modelului liniar (2.4.3) sunt mai mari decat valorile teoretice, iar cele
extrapolate pe baza modelului polinomial (2.4.4) sunt mult mai mici. Dupd cum s-a ardtat in

capitolul 2.2.5 al prezentei lucriri, valorile indicelui de hidrofobicitate log KX'™“ obtinute pentru o

ow
faza stationara de tip octadecil ar trebui sa fie mai mari decat valorile indicelui de hidrofobicitate
log K,y (care indica partitia clasicd a unui analit intre apa §i octanol) tocmai datorita hidrofobicitatii
mai mari a ligandului octadecil comparativ cu 1-octanolul. Aceeasi discutie de mai sus poate fi
facuta si din punct de vedere al corelatiei datelor extrapolate — cu ajutorul celor doud modele — fata
de valorile cunoscute ale indicelui de hidrofobicitate (log Koyw), fie ca vorbim de valori teoretice
(metoda fragmentelor moleculare), fie ca ne referim la valori experimentale (de precizat ca acestea
din urma au fost disponibile numai pentru 5 din cei 8 compusi folositi, compusi care reprezinta
substante active bine cunoscute si caracterizate fizico-chimic). Astfel, fatd de valorile teoretice,
coeficientii de corelatie (r) pentru cele doud modele au fost de 0,89 pentru modelul liniar, respectiv
0,70 pentru cel polinomial (metanol ca modificator organic). Pentru 1-octanol coeficientii de
corelatie au fost 0,92 la modelul liniar si de 0,88 pentru cel polinomial (Fig. 2.4.6, 2.4.7).
Reprezentand valorile extrapolate fatd de valorile experimentale (pentru 5 din cei 8 compusi), s-au
obtinut valorile 0,82 (model liniar) si respectiv 0,75 (model polinomial) pentru metanol ca unic
modificator organic, in timp ce folosirea 1-octanolului in faza mobila a generat valori de 0,96 si
respectiv 0,92 pentru cele doua modele (Fig. 2.4.8, 2.4.9). De asemenea, se observa ca valorile r
obtinute in prezenta 1-octanolului sunt sistematic mai mari decat cele corespunzatoare metanolului
in faza mobili. in concluzie, pentru acest studiu, modelul liniar genereaza valori ale log Ky rp-1.c
care se coreleazd mult mai bine cu valorile de literaturd ale indicelui de hidrofobicitate decat cele
obtinute cu modelul polinomial.
RP-LC

Un lucru interesant care se poate observa din Tabelul 2.4.4 este ca valorile logK,,~ calculate prin

oricare din cele doud modele, scad pentru toti cei opt compusi odatd cu cresterea hidrofobicitatii
modificatorului organic folosit in faza mobila (adica de la metanol la 1-octanol). Observatia este
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Tabel 2.4.4. Comparatie intre valorile log K, obtinute experimental prin RP-LC pentru toate fazele mobile utilizate, cele teoretice determinate prin

metoda fragmentelor moleculare si respectiv valorile determinate experimental prin metoda partitiei Tn sistemul apa : octanol.

A. valorile log K,, rp. c derivate prin extrapolarea retentiei la 0% modificator organic in ecuatia liniara (2.4.3)

Compus ::(g)rljt[;z log' Kow log Ky rp.LC log K, rp.LC log Ky rp.LC log Ky gp.Lc | 10g Ky rec | log Ky rp.Lc log K, rp-LC
(met. frag.) experimental (metanol) (etanol) (1-propanol) | (2-propanol) | (1-butanol) | (1-pentanol) (1-octanol)
Glibenclamid 4,79 4,70 5,12 5,02 491 5,07 491 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 K,, rp.1 c derivate prin extrapolarea retentiei la 0% modificator organic Tn ecuatia polinomiald (2.4.4)
log K,
Compus teoretic log' Kow log K, rp.LC log K rp.LC log K, rp.LC log K rp.Lc | log Ky rec | log Ky re.c log K, rp.LC
(met. frag.) experimental (metanol) (etanol) (1-propanol) | (2-propanol) | (1-butanol) | (1-pentanol) (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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explicabila avand in vedere consideratiile facute in paragraful urmator care aratd ca modificatorii
organici adaugati intrd in competitie cu moleculele de analiti pentru adsorbtia 1n faza stationara si ca
adsorbtia acestor modificatori este cu atat mai puternica cu cat catena lor este mai lunga; efectul
final fiind o retentie mai mica si implicit o valoare mai mica a constantei de repartitie intre faza

stationara si faza mobild pentru analitii de separat (log KX' ™)

ow
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Fig 2.4.6. Corelatia dintre valorile log K, rp.1c provenite din extrapolari in ecuatia liniara (2.4.3) pentru
metanol si 1-octanol si valorile log K,,, teoretice (obtinute prin metoda fragmentelor) pentru cei 8 compusi
model.
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Fig 2.4.8. Corelatia dintre valorile log K, gp.1.c provenite din extrapolari in ecuatia liniard (2.4.3) pentru
metanol si 1-octanol si valorile log K., experimentale (obtinute prin experimente ‘shake-flask’) pentru 5 din
cei 8 compusi model (Glibenclamid, Glipizid, Gliclazid, Glimepirid si Gliquidona).
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Conform modelului partitiei, addugarea unor modificatori hidrofobi in faza mobila ar trebui
sa genereze o crestere a retentiei analitilor Tn coloana cromatografica, deoarece acesti aditivi s-ar
retine Tn faza stationara ducand la cresterea volumului sdu si implicit a hidrofobicitatii acesteia.
Avand 1n vedere ca datele experimentale au aratat contrariul, pentru interpretarea mecanismului de
retentie, a fost considerat modelul adsorbtiei — bazat pe ocuparea centrilor activi de adsorbtie de
catre moleculele de modificatori hidrofobi. O discutie mai amplad asupra mecanismului de retentie a
celor opt compusi model in contextul folosirii unor modificatori organici hidrofobi va fi facutd in
paragrafele urmatoare.

2.4.3.4 Dependenta dintre retentia analifilor si hidrofobicitatea modificatorilor organici
hidrofobi

log k'w
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Fig 2.4.12. Corelatia dintre valorile log k’,, obtinute prin extrapolare in ecuatia logk'= o, + o, - C, si valorile
log K, experimentale pentru modificatorii organici hidrofobi folositi ca aditivi ai fazei mobile. (a) compusii

model Glibenclamid, Glibenlcamid impuritate A, Gliclazid si Glipizid. (b) compusii model Glibenlcamid
impuritate B, Gliclazid impuritate F, Gliquidona si Glimepirid.

Datele experimentale obtinute prin extrapolare (log k’y,) aratd cd retentia analitilor scade cu
cresterea indicelui de hidrofobicitate al modificatorului organic folosit in faza mobild (log K°).
Mai mult, se observa ca cele doud seturi de date se coreleaza dupa o dependenta de tip polinomial
pentru toti cei opt compusi model investigati. Aceste dependente sunt prezentate in Fig. 2.4.12 -
2.4.13; valorile coeficientilor de corelatie obtinuti (r2) au fost, Tn medie, de 0,99 pentru datele
derivate din ecuatia liniara (2.4.3) si respectiv 0,98 pentru valorile log k’y, derivate prin extrapolare
in ecuatia de gradul II (2.4.4).

2.4.3.5 Modelul adsorbtiei competitionale analit — modificator organic hidrofob

Interpretarea comportamentului retentiei celor opt compusi model in prezenta unor alcooli
superiori adaugati in cantitdti reduse in componenta organica a fazei mobile (metanol) se poate face
dacd se considera echilibrele competitionale care descriu adsorbtia analitului (A) sau a solventului
organic adaugat (S) pe suprafata fazei stationare reprezentata de lanturile hidrofobe octadecil (L),
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Aceste echilibre sunt ilustrate in Fig. 2.4.14A. Dupa cum a fost aratat in mai multe studii care tratau
injectia unor volume mari de solventi hidrofobi in RP-LC [124-126], modelul adsorbtiei explicd mai

bine, in acest caz, mecanismul retentiei cromatografice decat modelul partitiei.
§:|
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Fig 2.4.14. Interactii posibile intre moleculele de analit si solvent pe de o parte si faza stationard pe de alta
parte Tn procesul de retentie in RP-LC; A. Competitie intre molecula de analit si solvent pentru adsorbtia in

faza stationara; B. Interactie predominantd a analitului cu molecula de solvent in faza mobila ceea ce duce la
reducerea retentiei primului; C. ‘Saturarea’ fazei stationare cu molecule de solvent ceea ce duce la formarea

unei faze stationare cu o polaritate mai mare (datoritd orientdrii grupdarii hidroxil) si implicit la o reducere a
retentiel.

2

Un astfel de model competitional intre adsorbtia analitilor si a modificatorilor organici
hidrofobi adaugati la un nivel relativ redus de concentratie in faza mobild va considera urmatoarele
echilibre, descrise cantitativ de constantele de echilibru aferente:

- pentru analit (A):

L+AZLA (2.4.6)
[LA] [A] 1 X

- S s - .y K 2.4.7

WIILL AL ILL (AL, QL e 2.4.7)

- pentru aditivul hidrofob:
L+S_LS (2.4.8)
(LS], S, _ 1 s
TS I T R T AR (249

unde raportul [A], /[A],, reprezintd distributia analitului A Intre faza stationara si faza mobila si care
este proportionald cu constanta de distributie apa : octanol, notata KAOW. Similar, se poate considera
ca raportul [S] /[S], este proportional cu KSow si astfel constanta de echilibru Kps este
proportionald cu constanta de distributie apa : octanol a solventului hidrofob (K%y).

Prin 1nlocuirea [L], din relatia (2.4.9) in (2.4.7) se obtine o expresie care coreleaza cele doua
constante de echilibru:

K K2
K ,=—1IA .~ KA —qy. —ow 2.4.10
LA 72 ] K(S)W Yl ow Y Kiw ( )
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unde Y este o constantd rezultatd din raportul K, -7y,/v,. Luind in considerare relatia generala
dintre factorul de capacitate si constanta de distributie (K, , =k', -V, /V,/), se obtine o ecuatie care

descrie influenta K2 si K5, 6 asupra competitiei adsorbtiei analitului si solventului in faza

stationara:
vV, K
kly=v:[Llg =& =0
me Kow
Deoarece concentratia liganzilor (L) este mult mai mare decdt concentratia analitului si
raportul V/V, (®) este constant pentru o anumita coloand, rezultd in urma logaritmdrii expresiei

(2.4.11)

(2.4.11) o alta relatie care descrie dependenta procesului de retentie de indicii de hidrofobicitate ai
analitului si solventului hidrofob (y reprezintd o constantd care depinde de v, [L]s si de raportul
Vi/Vim).

logk', =y +1ogK2 —logK®, (2.4.12)

Relatia (2.4.12) aratd ca factorul de capacitate pentru fiecare compus model scade liniar cu
cresterea hidrofobicititii solventului addugat in faza mobild (logK?, ). Asa se poate explica si
trendul observat in Fig. 2.4.3. — 2.4.5 de scaddere a pantei dependentei log kK’ — Cy atunci cind se
trece de la o componenta organica cu 100% metanol la una care contine 1-octanol. Din acest punct
de vedere, saltul semnificativ de la 1-pentanol la 1-octanol se datoreaza diferentei mari intre valorile
indicilor de hidrofobicitate (log K3, ) pentru cei doi solventi (Tabel 2.4.1).

Reprezentarea grafica a valorilor factorului de capacitate in functie de log K,y (conform
2.4.12) duce la obtinerea unor dependente care se abat usor de la liniaritate (Fig. 2.4.12, 2.4.13);
datele respective pot fi corelate mult mai bine daca se aplicd o dependenta polinomiala de gradul II.
Aceastd abatere de la liniaritate poate fi explicata prin interferenta altor procese de adsorbtie
(ilustrate in Fig. 2.4.14B si C).

De exemplu, daca consideram echilibrul (2.4.8) pentru mai multe molecule de solvent (n >
1) adsorbite pe suprafata unui singur lant alchilic al fazei stationare (L), relatiile deduse anterior se
vor schimba:

L+nS LS, 2.4.13)
[LS ] [S]nS 1 .

= nls = . (K 5414
LS, [L]s ’ [S]nm []-4]S : [S]nm [L] Yz ( OW) ( )

din acest motiv in relatia (2.4.12) termenul logK® nu va mai fi la puterea 1.

N

Un alt echilibru ce poate avea loc in timpul procesului de retentie ar putea fi dat de
inlocuirea a m < n molecule de solvent (S) adsorbite cu o molecula de analit (A):

LS +A ”LS__A+mS (2.4.15)

[LS,_wAlL - [SIs
[LS, ] - [Al,
Dupa cum se poate observa in Fig. 2.4.12 si 2.4.13 (in care graficele prezintd o abatere
foarte mica de la liniaritate), ponderea echilibrelor (2.4.13) si (2.4.15) care dau dependente
polinomiale este mult mai mica decét cea a echilibrului (2.4.8) care da o dependentd liniara.
Prin urmare, in cele din urma, este de asteptat sd se obtind o relatie generala care sa contina

$i un termen pitratic care s depindi de hidrofobicitatea solventului - (logK® )*.

logk', =y +1logK2 —logK? —(logK?, )’ (2.4.17)

O altd explicatie posibild pentru scaderea drasticd a retentiei tuturor celor opt compusi
model survenitd in urma cresterii hidrofobicitatii fazei mobile (prin aditivarea componentei organice

A=

Ky (2.4.16)

n-m
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a fazei mobile, metanolul, cu o serie de alcooli cu catena din ce in ce mai hidrofobad) ar putea fi data
si de alte tipuri de interactii decat cele descrise 1n Fig 2.4.14A. Astfel, daca admitem ca o parte din
moleculele de solvent hidrofob nu se adsorb 1n faza stationara, ci raman solubilizate in faza mobila,
este posibil ca preferinta analitilor pentru faza mobila s fie mai mare tocmai datorita unor interactii
de tip hidrofob aparute intre moleculele analitilor si ale solventilor hidrofobi in faza mobild (Fig.
2.4.14B). De asemenea, dacd solventul folosit are un caracter hidrofob pronuntat (ca in cazul
octanolului, de exemplu), si dacd concentratia in faza mobild este suficient de mare, este posibil sa
se producd o ‘saturare’ a fazei stationare (Fig. 2.4.14C) ceea ce inseamnd formarea unei ‘noi’ faze
stationare avand un caracter polar dat de gruparea hidroxil. Probabil ca, in practicd, toate aceste
fenomene apar, concomitent, intr-o masurd mai mare sau mai micd in procesul de retentie, iar
rezultatul final ce poate fi observat experimental (retentia cromatografica) este influentat de fiecare
dintre ele.

2.4.4. Concluzii

retentia analitilor si selectivitatea separarii prin variatia catorva parametri cromatografici ca: natura
fazei stationare, dimensiunea particulelor de fazd stationard, lungimea coloanei, raportul
componentd apoasa — componentad organicd a fazei mobile, pH-ul si natura componentei apoase a
fazei mobile, natura componentei organice a fazei mobile, temperatura la care se desfasoara
separarea cromatograficd, dar si addugarea unor aditivi hidrofobi in componenta organica a fazei
mobile. Asemenea aditivi pot fi de exemplu alcooli superiori cu catena liniard (I-butanol, 1-
pentanol, 1-octanol); addugati in concentratie micd componentei organice a fazei mobile (de obicei
metanolul) acesti aditivi intervin intr-un mod complex in mecanismul de retentie ducand la scaderea
retentiei si modificarea selectivitdtii separarii.

Extrapolarea retentiei compusilor model pentru o faza mobila ipoteticd fara modificator
organic (Cp = 0) prin fiecare din cele doua modele propuse (log k’y, sau k’,) a condus la estimarea
valorii indicelui de hidrofobicitate din date de retentie cromatografice. Valorile obtinute in urma
aplicdrii modelului liniar au fost mai mari decat valorile experimentale si teoretice atribuite
compusilor studiati. Acesta diferentd este normald, deoarece faza stationard octadecil este mai
hidrofoba decat n-octanolul (folosit la determinarea experimentald a indicelui de hidrofobicitate) si,
implicit, constanta de distributie este mai mare in RP-LC pentru o asemenea fazd stationara.

Valorile log KX'™"¢ scad o datd cu addugarea in faza mobild a modificatorilor organici hidrofobi cu

ow
catend din ce 1n ce mai lunga (in seria metanol, etanol, 2-propanol, 1-propanol, 1-butanol, 1-
pentanol si 1-octanol). Astfel, valorile log Kygrpic extrapolate pentru l-octanol sunt foarte
apropiate de cele teoretice.

Adaugarea unor modificatori hidrofobi Tn componenta organica a fazei mobile conduce la
sciderea retentiei analitilor in RP-LC. In acest caz apare o competitie pentru adsorbtia in faza
stationara a moleculelor de analit si a moleculelor de modificator organic. Adsorbtia moleculelor de
analit este cu atat mai defavorizata cu cat concentratia sau hidrofobicitatea modificatorului respectiv
este mai mare. Admitand cd nu toate moleculele de modificator se vor adsorbi in faza stationara, un
proces complementar care poate aparea pe langad adsorbtia competitiva, este legat de posibilitatea
interactiei hidrofobe 1n faza mobild dintre moleculele de analit si cele de modificator. Introducerea
in faza mobila, la o concentratie suficient de mare, a unui modificator organic cu un caracter
hidrofob pronuntat (1-octanol, de exemplu) care se adsoarbe puternic in faza stationara, poate
produce o ‘saturare’ a fazei stationare ceea ce presupune blocarea centrilor activi de adsorbtie
pentru moleculele de analit si implicit elutia rapida din coloana cromatografica.
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2.6. Termodinamica partitiei in cromatografia de lichide in faza inversa

2.6.1. Problematica studiului

Studiul de fatd incearca sa stabileasca o corelatie in RP-LC intre retentia cromatografica si
temperatura la care se desfasoard separarea cromatograficd, pentru soluti care prezinta grupari
polare preponderent acide. Pe baza acestei corelatii se va incerca estimarea parametrilor
termodinamici implicati in procesul cromatografic (variatia standard a entalpiei, variatia standard a
entropiei si respectiv variatia standard a energiei libere Gibbs asociate distributiei solutilor intre faza
mobila si faza stationard — AH, AS’ si AG"). De asemenea, studiul isi propune sa arate daca acesti
parametri termodinamici ai separarii cromatografice sunt dependenti sau nu de debitul fazei mobile.

Practic, studiul termodinamic a constat in injectia unei solutii amestec din cei noud compusi
in conditiile modificarii temperaturii la care a fost termostatatd coloana cromatografica pe intervalul
20 — 50°C, cu un increment de 5°C. Ulterior, pentru fiecare temperaturd din domeniul studiat a fost
variat si debitul fazei mobile prin coloana cromatografica in intervalul 0,6 — 2,0 mL/min. Astfel s-a
obtinut dependenta retentiei de temperatura pentru fiecare debit investigat si fiecare solut injectat.

2.6.2. Modelul teoretic aplicat

Variatia temperaturii coloanei cromatografice a permis trasarea dependentei retentie —
temperaturd, exprimata ca logaritm natural al factorului de capacitate (In k’) functie de inversul
temperaturii absolute (1/T). Pe baza dependentei functionale intre acesti parametri au fost estimate
entalpia si respectiv entropia libera standard de distributie a celor noud soluti intre faza mobila si
faza stationara folosind ecuatia van’t Hoff [67, 136]:

0 0
mk=—21 A5 e 2.6.1)
o
Ink'=B_+A (2.6.2)

unde ® este constanta constructivd a coloanei cromatografice (raportul dintre volumul de faza
stationara si cel de faza mobila din coloana cromatograficd). Dupa cum se poate observa din relatia
(2.6.2), ecuatia van’t Hoff reprezinta in fapt o dependentd liniard a retentiei, exprimata ca logaritm
natural al factorului de capacitate de inversul temperaturii absolute la care are loc separarea
cromatografica. Pentru coloana Agilent Zorbax XDB-C18 s-a calculat constanta ® = 0,856; aceasta
valoare a fost determinatd luind in considerare volumul interior al coloanei cu dimensiunile date
(150 mm lungime si 4,6 mm diametru interior), in timp ce volumul fazei mobile a fost calculat prin
medierea valorilor volumului mort al coloanei, obtinute pentru fiecare debit in parte (Vo = F X to,
unde ty este timpul mort al coloanei).

Conform celor doud relatii de mai sus, se observa cd, folosind parametrii regresiei liniare
corespunzatoare dependentei retentie — temperaturd, se pot estima parametrii termodinamici AH' si
AS° (entalpia si respectiv entropia liberd de distributie a analitilor intre faza mobild si cea
stationara). Ulterior, pe baza acestora s-a putut calcula si energia libera Gibbs de distributie a
analitilor intre cele douad faze (AGO = AH’ - TASO).
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Fig. 2.6.1. Structurile moleculare si denumirile chimice si uzuale ale compusilor studiati.

2.6.5. Rezultate si discutii

Reprezentarea retentiei functie de temperaturd (graficele van’t Hoff) a condus la obtinerea
unor dependente liniare cu coeficienti de corelatie foarte buni (r > 0,99, vezi Tabelul 2.6.9).
Aceastd situatie se regaseste pentru toti compusii model si pentru toate debitele, cu exceptia
Piroxicamului care prezinta valori ale coeficientului de corelatie ntre 0,90 si 0,96. Dupa cum era de
asteptat, se poate observa analizand datele experimentale de retentie (k’) din aceleasi tabele cu date
experimentale ca factorul de capacitate nu variazd cu debitul fazei mobile. Dependente liniare ale
graficelor van’t Hoff arata cd mecanismul de retentie nu se schimbd cu variatia temperaturii in
domeniul respectiv. Deoarece compusii model sunt compusi organici cu caracter atat hidrofob

26



= MePa = MePa

o acs | 327 06 ml/min o AcS | 32 )

Furo | 3.0 ’ Furo | 50.] 1,2 mL/min

v Piro 4 v Piro Y]

ImpE 2-8'_ ImpE | 2.8 1

< PrPa| 26 <« PrPa | o¢ ]

Melo 1 Melo |

. ImpA 2.4 7 o ImpA | 24 7]

* Nime | 25 ] * Nime | 22

2.0 2.0 ]

1.8 ~ 184

1.6 1.6

1.4 1.4
1.2 J 1.24

1.0 3 1.0 4

0.8 0.8

0.6 0.6

0.4 /'/ 0.4

0.2 ] T T T T 02 T T T T T T T 1
0.0031 0.0032 0.0033 0.0034 0.0031 0.0032 0.0033 0.0034

1T () 1T (<)

Ink'
In k

Fig. 2.6.11. Dependentele retentie — temperatura (van’t Hoff) pentru cei noua compusi model la debitele de
0,6 si 1,2 mL/min.

(dat de scheletul hidrocarbonat), cat si polar (dat de gruparile hidroxil, carboxil, amida sau
sulfonamidd) si considerand afirmatia anterioard, se poate spune cd balanta dintre interactiile de tip
hidrofob si cele de tip polar ce au loc intre solut, faza stationara si fazd mobila este constantd pentru
domeniul studiat de temperatura.

In cazul Piroxicamului, se poate observa o abatere semnificativa de la liniaritate pentru toate
debitele studiate, in special la temperatura de 20 si 25°C. Intr-adevir, excluderea punctelor de la 20
si 25°C pentru Piroxicam genereazd o dependentd retentie — temperatura fard abateri de la liniaritate
(r > 0,99). Aceste deviatii de la liniaritate sunt mai bine observate in Fig. 2.6.13 care prezinta
comparativ dependentele van’t Hoff ale Piroxicamului, Meloxicamului si Furosemidului la debitul
de 1,8 mL/min. Analizand structura Piroxicamului se poate observa posibilitatea acestui compus de
a se prezenta Tn mai multe forme tautomere. Aceasta ar putea fi o explicatie a deviatiei de la
liniaritate a Piroxicamului, deoarece echilibrele tautomere sunt adesea influentate de variatia
temperaturii. Formele tautomere propuse (Fig. 2.6.14) difera intre ele din punct de vedere al
hidrofobicitatii, ceea ce conduce la o interactie diferitd cu faza stationara respectiv cu faza mobila.
Acest lucru se poate traduce intr-o retentie diferentiatd a celor patru forme tautomere (fie ea si
nesemnificativa). Astfel, la temperaturi diferite, Piroxicamul se prezintd sub forme tautomere
diferite care pot avea, n esenta, interactii mai puternice sau mai slabe cu faza stationara (functie de
polaritate). Acestea pot explica abaterile de la liniaritate observate experimental.

In cazul Piroxicamului, panta regresiei liniare este cea mai mica dintre toti compusii model
avand in medie o valoare de aproximativ 400, in timp ce ceilalti compusi au valori cuprinse intre
1000 si 2000. Asta aratd ca pentru Piroxicam, o scdadere a temperaturii de la 50 la 20°C, implica o
crestere mult mai mica a retentiei acestui compus In comparatie cu ceilalti. O explicatie pentru acest
fapt ar putea fi o deplasare semnificativa a echilibrului tautomeric catre formele mai polare (II si
III) care ar trebui sa fie mai putin retinute de coloana cromatograficd. Pe de altd parte,
Meloxicamul, un compus cu o structura asemanadtoare cu cea a Piroxicamului prezintd o dependenta
van’t Hoff liniard cu coeficienti de corelatie mult mai buni (r > 0,99), in ciuda faptului ca prezinta
acelasi tautomerism ca si Piroxicamul.

Parametri regresiilor liniare ai dependentelor retentie — temperaturd (Tabel 2.6.9) au fost
folositi pentru estimarea entalpiei si a entropiei standard de distributie a solutilor intre faza mobila
si faza stationara pentru cei noud compusi model si pentru toate debitele investigate (Tabel 2.6.11 —
2.6.13). Valorile obtinute pentru acesti parametri termodinamici au fost negative. O valoare
negativi pentru variatia entalpiei standard (AH’) inseamna ci retentia solutului in cauzi este
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Fig. 2.6.13. Dependentele van’t Hoff individuale pentru Piroxicam la 1,8 mL/min pe intervale diferite de
temperatura.

favorizata energetic, in timp ce o valoare negativa a variatiei de entropie standard (AS®) arata ca
retentia solutului in faza stationard genereaza o ordonare a sistemului ceea ce Tnseamna ca din punct
de vedere entropic procesul de retentie este defavorizat. Ceea ce conteaza in final este balanta dintre
entalpie si entropie, adicd energia liberd Gibbs (AG"). Daci AG este negativi, atunci solutul
respectiv va fi distribuit preferential in faza stationara, iar o valoare pozitiva sau foarte apropiata de
0 Tnseamna ca solutul respectiv nu are retentie pe coloana cromatografica. Valorile obtinute pentru
energia liberd Gibbs au fost, dupa cum era de asteptat, negative pentru toti compusii model, adica
interactia cu faza stationara este mai puternicd decét interactia cu faza mobila. Se poate de
asemenea observa ca energia liberd Gibbs creste n valoare absoluta de la p-hidroxi benzoat de metil
la nimesulid adica creste in ordinea de elutie observati (conform binecunoscutei formule AG® = -
RTInK). Asadar, valori mai negative ale AG" inseamna interactii mai puternice cu faza stationara.
Cele mai apropiate valori ale energiei libere Gibbs s-au obtinut pentru perechea critica Furosemid —
Piroxicam (care prezintd cea mai mica rezolutie din cromatograma, Rs = 2 — 3 la 25°C). Valorile
mediate ale AG® pentru toate debitele studiate au fost de -2,76 x 10° si respectiv -3,29 x 10° J/mol,
indicand diferentele mici de hidrofobicitate Intre acesti compusi (log Kow = 2,32 pentru Furosemid
si 2,58 pentru Piroxicam, metoda fragmentelor [97]).

Analizand datele experimentale obtinute si reprezentdrile grafice ale parametrilor
termodinamici in functie de debitul fazei mobile, se poate observa ca existd o tendinta de scadere a
entalpiei si a entropiei de la 0,6 la 1,4 mL/min (la acest debit se atinge un minim pentru valorile
acestor parametri), dupa care are loc o crestere moderata la 1,6 mL/min, si ulterior valorile entalpiei
si entropiei raman constante. Minimul atins la debitul de 1,4 mL/min de cei trei parametri
termodinamici poate fi asociat cu debitul la care interactia solutilor cu faza stationara este maxima.
Pentru majoritatea compusilor investigati, RSD-ul pentru variatia entalpiei si entropiei cu debitul
fazei mobile este situat Intre 3 si 5%, iar in cazul entropiei 4 — 10%, ceea ce aratd o variatie
moderata. O exceptie o reprezintd Piroxicamul, care are un RSD de 25% pentru entalpie si de 73%
pentru entropie tocmai datoritd motivelor expuse anterior.

Cat priveste energia liberd Gibbs, se poate observa din Tabelul 2.6.13 ca valorile acestui
parametru sunt negative pentru toti compusii model, ceea ce inseamnd cd interactia cu faza
stationara este mai puternicd decat interactia cu faza mobila. Se poate observa, totodata, ca energia
liberd Gibbs creste de la metil paraben la nimesulid, adicd in ordinea de elutie cromatografica.
Asadar, cu cat energia libera Gibbs este mai negativa, cu atit este mai puternicd interactia cu faza
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stationara. Debitul fazei mobile nu influenteazd energia liberd Gibbs deoarece valorile RSD-ului
calculat pentru variatia in domeniul investigat (0,6 — 2,0 mL/min) se situeaza sub 2%, exceptand
Piroxicamul care are un comportament aparte datorat tautomerismului ceto-enolic (27%).

Analizdnd dependenta celor trei parametri termodinamici (AH’, AS” si AG®) cu variatia
debitului fazei mobile (vezi graficele din Fig. 2.6.15) se poate concluziona ca acestia nu prezintd o
dependenta functionald cu debitul si ca variatiile respective pot fi considerate nesemnificative
pentru toti solutii investigati, cu exceptia Piroxicamului. Considerand modelul termodinamic aplicat
(relatiile 2.6.1-2.6.2) se poate ardta ca valoarea maximd negativa a entalpiei se obtine atunci cand
panta graficului van’t Hoff este maxima (AH’ = -b/R). La randul siu o panti mare a dependentei
van’t Hoff este asociatd cu un solut care prezintd o variatie maxima a retentiei pentru o anumita
variatie a temperaturii. Panta cea mai mare pentru toti compusii model a fost obtinuta la debitul de
1,4 mL/min. De cealalta parte, valoarea maxima negativa a entropiei se obtine pentru o ordonata la
origine a graficului van’t Hoff cadt mai negativa (AS0 = (a + In ®)*R). Conform datelor
experimentale obtinute trebuie mentionat ca pantele cele mai mari sunt asociate cu valori negative
mari ale ordonatei la origine (Tabel 2.6.9) pentru compusii model. Acesta este motivul pentru
asemanarea variatiei celor doi parametri termodinamici cu variatia debitului.
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Fig. 2.6.15. Variatia parametrilor termodinamici cu debitul fazei mobile 1n intervalul 0,6 -2,0 mL/min.
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Dupa cum era de asteptat, cele mai negative valori ale ordonatei la origine si implicit ale
entropiei s-au obtinut tot la debitul de 1,4 mL/min; acelasi lucru poate fi observat si In cazul
energiei libere Gibbs, valorile cele mai negative se obtin pentru debitul de 1,4 mL/min pentru toti
compusii model.

In concluzie, interactia solutilor cu faza stationara este maxima la 1,4 mL/min; aceasta
observatie este confirmata si de faptul ca factorii de capacitate calculati la acest debit au valorile
cele mai mari (conform expresiei, AG’ = -RT In K).

2.6.6. Concluzii

Dependentele retentie — temperaturd pentru cei nouda compusi model sunt liniare avand
coeficienti de corelatie mai mari de 0,99 la toate debitele investigate, cu exceptia Piroxicamului ale
carui echilibre tautomere pot fi influentate de variatia temperaturii (pentru acest compus, r > 0,90).

Pe baza modelului liniar van’t Hoff, este posibila predictia retentiei la diferite temperaturi
aflate Tnduntrul sau inafara intervalului studiat de temperatura. Predictia retentiei permite analistului
sa anticipeze eventualele schimbari ale ordinii de elutie sau coelutii ale analitilor intr-o separare RP-
LC data. O asemenea situatie a fost observata in prezentul studiu pentru perechea criticd Furosemid
— Piroxicam a carei rezolutie scade de la 50 la 20°C. La 25°C picurile sunt incd bine separate
(rezolutie intre 2 si 3 in functie de debit); scazand temperatura la 20°C are loc coelutia celor doi
compusi. Mai mult, pe baza modelului van’t Hoff s-a determinat temperatura la care se va produce
inversarea ordinii de elutie (Piroxicam — Furosemid) cu o separare cel putin la linia de baza intre
cele doua picuri (15°C).

Nu in ultimul rand, modelul van’t Hoff permite estimarea parametrilor terodinamici
corespunzatori transferului solutilor din faza mobilad in faza stationard si anume: variatia standard
(25°C) de entalpie, entropie si energie liberd Gibbs (AH", AS"si AGY). Variatia standard a energiei
libere Gibbs nu depinde de debitul fazei mobile, deoarece depinde de constanta de distributie si
implicit de factorul de capacitate, parametru cromatografic independent de debit. Experimental a
fost confirmata aceastd afirmatie, valoarea RSD-ului calculat pentru AG® determinat pe baza
dependentelor van’t Hoff fiind maxim 2,1% pentru opt dintre compusii model.

Variatia standard a entalpiei si entropiei pe de altd parte sunt usor afectate de modificarea
debitului fazei mobile. Valorile RSD% obtinute pentru cei doi parametri se situeaza intre 5 si 15%.
Variatia Inregistrata este asemdnatoare pentru cei doi parametri: se observa o scadere de la 0,6 la
1,4 mL/min (atingdndu-se valorile minime), apoi o crestere usoarda pana la 1,6 mL/min, dupa care
atat entalpia cat si entropia raman aproape constante. Datoritd faptului cd variatia descrisa este
practic aceeasi pentru cei doi parametri si datorita faptului ca au contributii de semn opus la energia
liberd Gibbs (AG” = AH” - TAS?), se poate concluziona usor de ce aceasta din urma riméne practic
constantd indiferent de debitul fazei mobile.

30



2.7. Variatia atipicd a retentiei cu temperatura in RP-LC. Modificarea structurii
Drotaverinei cu temperatura coloanei cromatografice si pH-ul fazei mobile

2.7.1. Problematica studiului

Studiul de fatd analizeazd comportamentul atipic a catorva compusi organici — Drotaverina
si unele din impuritatile sale — in ceea ce priveste retentia in cromatografia de lichide 1n faza inversa
o datd cu modificarea temperaturii coloanei cromatografice in intervalul 15 — 40°C. In mod uzual, in
RP-LC, cresterea temperaturii la care se desfdsoara elutia cromatograficd genereazd o scadere a
retentiel cromatografice pentru majoritatea analitilor conform ecuatiei van’t Hoff; aceasta scadere
poate fi explicatd prin cresterea entropiei in faza mobila fata de faza stationara, ceea ce Tnseamna o
tendintd din ce in ce mai pronuntata a moleculelor de solut de a se distribui preferential in faza
mobila, dar si o crestere a solubilitatii analitilor in faza mobila [142].

Initial, studiul experimental a constat in injectia unei solutii concentrate de Drotaverina
(1500 pg/mL) la diferite temperaturi ale coloanei cromatografice (15, 18, 20, 22, 25, 30 si 40°C) in
conditiile metodei LC descrise in subcapitolul 2.7.2. La acest nivel de concentratie se observa si
impuritatile Drotaverinei care nu au fost disponibile ca substante de referinta. Din toate impuritatile
observate Tn cromatograme s-au considerat pentru studiul de fatd doar cele care au prezentat interes
din punct de vedere termodinamic (Impuritatile 1, 2, R1, 3, 4 si X). Dintre toti acesti compusi se stiu
doar structurile Drotaverinei §i ale impuritdtilor 1, 2 s1 R1. Impuritatile 3, 4 s1 X care au un
comportament similar cu cel al Drotaverinei sunt necunoscute ca structurd, ele fiind denumite
arbitrar. In schimb, impurititile 1, 2 si R1 au un comportament normal al retentiei in functie de
temperatura (respectd legea van’t Hoff) si au fost considerate Tn acest studiu tocmai pentru a stabili
relatia dintre structurd - retentie - temperaturd. Structurile cunoscute ale compusilor mentionati
anterior sunt date Tn Fig. 2.7.1. Din acest motiv, studiul termodinamic cu elutie izocratica la pH 4,5
s-a efectuat si la pH 9, valoare la care Drotaverina (pK, = 7,4) ar trebui sa fie in majoritate
neprotonata (studiul la pH bazic a fost efectuat pe o altd coloana cromatografica care rezista la acest
pH, dar avand acelasi tip de faza stationara — octadecil silicagel). Intr-adevir, datele experimentale
au ardtat ca la pH 9,0 cresterea temperaturii nu a mai generat cresterea retentiei cromatografice, ci
dimpotriva scaderea acesteia conform legii van’t Hoff.

) D
j j,
L7 J .

Drotaverina Impuritate R1
0 D
0]
SO0 ®
‘ o o NH
0 SRS
: 9
K OH
Impuritate 1 Impuritate 2

Fig. 2.7.1. Structurile moleculare ale compusilor Drotaverina, Drotaverina Impuritate 1, Drotaverina
Impuritate 2 si Drotaverina Impuritate R1.
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2.7.3. Rezultate si discutii

In timpul dezvoltarii si optimizarii unei metode RP-LC pentru determinarea Drotaverinei si
a impuritatilor Inrudite, din formuldri farmaceutice de tip comprimate neacoperite cu eliberare
imediata, a fost observat un comportament atipic al retentiei Drotaverinei si a catorva din
impuritatile sale cu variatia temperaturii la care se desfasoard separarea cromatografica; astfel,
cresterea temperaturii la care a fost termostatatd coloana cromatografica in intervalul 15 — 40°C a
generat cresterea usoard a retentiei, contrar cu legea van’t Hoff. Acelasi comportament a fost
inregistrat §i pentru alte trei impuritdti necunoscute ale Drotaverinei (denumite arbitrar Impuritate 3,
Impuritate 4 si respectiv Impuritate X), in timp ce pentru alte trei impuritati ale caror structuri sunt
cunoscute (Impuritate 1, Impuritate 2 si Impuritate R1) retentia a scdzut liniar cu cresterea
temperaturii pe acelasi interval si 1n aceleasi conditii de elutie (Fig. 2.7.3). Pentru a clarifica acest
comportament termodinamic atipic pentru cromatografia de lichide s-a efectuat un studiu de retentie
al Drotaverinei pe un interval extins de temperaturd (10 — 60°C), in regim izocratic, atat la pH-ul
slab acid al metodei initiale (4,5), cat si la un pH bazic (9,0) peste valoarea pK; a Drotaverinei,
pentru a putea stabili influenta gradului de protonare al moleculei asupra comportamentului
termodinamic descris anterior.

Studiul izocratic efectuat la pH 4,5 pe intervalul de temperaturd 10 — 60°C a aratat un
comportament similar al retentiei Drotaverinei cu temperatura cu studiul efectuat in gradient. S-a
observat cresterea usoara a retentiei cu cresterea temperaturii intre 10 si 40°C, dupa care in
intervalul 40 — 60°C s-a inregistrat o scadere a retentiei (Fig. 2.7.5).

Contrar cu primele doua, cel de-al treilea studiu termodinamic efectuat la pH 9,0 a aratat o
variatie normala a retentiei Drotaverinei cu temperatura (o scadere liniard cu cresterea temperaturii)
care respecta ecuatia van’t Hoff (Fig. 2.7.5).

Datele de retentie cromatografica obtinute in cadrul celor trei studii au fost reprezentate in
functie de temperatura coloanei cromatografice sub forma dependentelor van’t Hoff (In k’ versus
1/T) si sunt prezentate in Fig. 2.7.3 - 2.7.5.

Datorita caracterului bazic dat de gruparea amino secundard din molecula Drotaverinei (pK,
= 7,4), in conditiile acide ale fazei mobile din cadrul studiului 2 (tampon formiat de amoniu pH
4,5), acest compus se afla in stare protonata in proportie de aproximativ 99,9% si de 0,1% in stare
neprotonatd. La pH 9 (studiu 3) situatia se inverseaza: Drotaverina este protonatd in proportie de
2,4%, iar restul de 97,6% se afld in stare neprotonata, dupa cum se poate observa in Fig. 2.7.2 care
aratd distributia celor doud specii ale Drotaverinei la diferite pH-uri 1n intervalul 4 — 10. Asadar se
poate concluziona cd comportamentul atipic al retentiei Drotaverinei cu temperatura, inregistrat la
pH 4.5 poate fi corelat cu protonarea cvasitotala a acestui compus, spre deosebire de pH-ul 9 la care
comportamentul retentiei cu temperatura respecta teoria. Insa doar protonarea unui compus bazic nu
poate justifica un asemenea comportament atipic. O explicatie mai plauzibila ar putea fi o
schimbare structurald in molecula Drotaverinei cauzata de echilibre intre mai multe forme
tautomere care sd aibd hidrofobicitati net diferite. Variatia temperaturii poate deplasa echilibrul
tautomer Inspre una din formele tautomere. Daca cresterea temperaturii ar favoriza deplasarea
echilibrului catre forma tautomera cu hidrofobicitate mai mare, atunci, in loc sa se observe o
scadere a retentiei cromatografice cu cresterea temperaturii s-ar observa o scadere a acesteia.

In Fig. 2.7.8 sunt reprezentate formele tautomere ale Drotaverinei protonate. Pentru cele trei
forme tautomere a fost calculat coeficientul de distributie apa : octanol (log D) ca indicator al
hidrofobicitdtii. Dupd cum se poate observa, forma tautomerd (b) de tip imind este cea mai
hidrofobd avand log D = 2,71 aproape dublu fata de forma tautomera (a) cu legdtura dubla pe
carbon (enamind). Astfel deplasarea echilibrului tautomeric catre formarea iminei (b) o data cu
cresterea temperaturii pe intervalul 10 — 40°C poate explica cresterea retentiei n acest interval de
temperaturd. Scaderea retentiei 1n intervalul de temperatura 40 — 60°C ar putea fi explicatd de
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Fig. 2.7.5. Dependenta retentie — temperaturd (In k’ — 1/T) pentru Drotaverina in conditii izocratice pe
intervalul 10 — 60°C. (a) pH faza mobila 4,5 — Drotaverina partial protonatd (studiu 2). Se observa cresterea
retentiei Drotaverinei de la 10 la 40°C urmata de o scadere a retentiei de la 40 la 60°C (b) pH faza mobila 9,0
— Drotaverina majoritar neprotonata (studiu 3). Se observa scaderea retentiei Drotaverinei cu cresterea
temperaturii pe tot intervalul studiat conform ecuatiei van’t Hoff.

deplasarea echilibrului tautomer catre formarea majoritarda a tautomerilor (a) sau (c) cu
hidrofobicitate mai mica (log D = 1,46 si respectiv 0,60).

Pe de alta parte, insa, tautomerismul discutat anterior poate avea loc si in conditiile Tn care
Drotaverina nu este protonatd, cum este cazul studiului termodinamic 3 efectuat la pH 9 (Fig. 2.7.5
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b), cu posibilitatea existentei acelorasi trei forme tautomere, dar neprotonate. Dar, in acest caz,
retentia Drotaverinei a scazut liniar cu cresterea temperaturii pe Intreg intervalul investigat de
temperaturd (10 — 60°C). Doua explicatii pot fi emise: fie faptul cd n conditii bazice echilibrul
tautomeric nu mai este deplasat catre formarea iminei o datd cu cresterea temperaturii, fie diferenta
de hidrofobicitate dintre cele doua forme nu este la fel de mare ca la pH 4,5. Fig. 2.7.9 prezinta
calculul valorilor log D (Marvin, ChemAxon) pentru cele doud forme tautomere ale Drotaverinei la
ambele pH-uri discutate, dar si dependenta acestui parametru de hidrofobicitate de pH. Intr-adevir,
se observa ca la pH 9 forma tautomera imina (b) are o valoare log D doar cu 6% mai mare decat
forma enamind (a), in timp ce la pH 4,5, forma tautomera imind are o valoare log D semnificativ
mai mare decat cea a formei tautomere enamina (86%).

faza mobila)
pH 4.5
O\/

Drotaverina

(2)-1-(3,4-dietoxibenziliden)-6,7-dietoxi-1,2,3,4-tetrahidroizoquinolina

(a) log D =1.46 K (b) log D = 2.71

0 =

o X ~NH,
- S
(c) log D =0.60 (6}

Fig. 2.7.8. Formele tautomere ale Drotaverinei in conditiile unei faze mobile acide (pH 4,5). Cele trei forme
tautomere au hidrofobicitati radical diferite, forma tautomera (b) fiind cea mai hidrofoba (log D reprezinta
coeficientul de distributie apa : octanol si indicd hidrofobicitatea compusilor organici tindnd seama de pH-ul
mediului si 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) si (b) ale Drotaverinei la pH 9,0 si la pH 4,5 si
dependenta log D pe tot domeniul de pH (Marvin, ChemAxon [143]).

2.7.4. Concluzii

Comportamentul atipic al retentiei Drotaverinei Inregistrat cu cresterea temperaturii coloanei
cromatografice pe intervalul 10 — 40°C si la pH 4,5 poate fi explicat prin deplasarea echilibrului
tautomeric cdtre formarea unei specii de tip imind avand o hidrofobicitate (log Dpy 45) mult mai
mare; valoarea log D a formei tautomere imind este aproape dubla fatd de cea a formei tautomere
enamind. La temperaturi mai mari de 40°C insd, retentia Drotaverinei incepe sa scada usor cu
cresterea temperaturii (40 — 60°C) dupd cum prevede teoria cromatografici (AG” = -RTInK), lucru
care presupune deplasarea echilibrului tautomeric catre forma tautomera enamina.

Refacerea studiului termodinamic pe acelasi interval de temperaturd, dar la pH 9, nu a mai
produs aceeasi dependentd a retentiei Drotaverinei de temperaturd. Astfel, s-a observat o scadere
liniard a retentiei pe tot intervalul de temperatura (10 — 60°C) care respecta ecuatia van’t Hoff.
Calculul hidrofobicitatii celor doud forme tautomere la pH 9 a aratat cd diferenta de hidrofobicitate
intre ele este mult mai mica decat la pH 4,5. De aceea, eventuala deplasare a echilibrului tautomeric
inspre forma imina, mai hidrofoba, nu va genera cresterea retentiei cu cresterea temperaturii.

Diferentele structurale dintre Drotaverind si impuritatile sale stau la baza diferentei intre
comportamentul retentiei acestor compusi. Astfel, spre deosebire de Drotaverind, Impuritatile 1, 2 si
R1 prezintd o scadere a retentiei cu cresterea temperaturii la pH 4,5. Formele tautomere ce apar in
urma conjugdrii p — « dintre gruparea hidroxil si ciclul aromatic din molecula acestor impuritati au
valori log D apropiate sau chiar mai mici decét valoarea log D corespunzatoare structurii de baza a
acestor compusi.
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Concluzii finale

In cadrul prezentei teze de doctorat s-a incercat stabilirea influentei hidrofobicitatii, pH-ului
si temperaturii asupra mecanismului de retentie in cromatografia de lichide in fazd inversda. De
asemenea, pe baza modelelor partitiei si adsorbtiei folosite Tn mod uzual pentru explicarea retentiei
in RP-LC, au fost estimati o serie de parametri extra-analitici din studii de retentie cromatografica,
ca de exemplu: indicele de hidrofobicitate (log Kow), constanta de aciditate (pKa), parametrii
termodinamici ai separdrii (AH’, AS°, AG’) pentru diversi compusi organici de importanta
farmaceutica.

Astfel, principalele contributii ale tezei se pot sumariza in umatoarele paragrafe:

> Estimarea indicelui de hidrofobicitate (log Kow) cu ajutorul RP-LC pentru o serie de
compusi organici de tip fenolic, prin aplicarea modelului partitiei pentru explicarea mecanismului
de retentie. Valorile indicelui de hidrofobicitate obtinute din RP-LC sunt apropiate de valorile
teoretice (metoda fragmentelor moleculare) sau experimentale (sistemul de partitie apa : octanol)
ale acestui parametru in special pentru molecule simple. Stabilirea dependentei retentie —
concentratie de modificator organic in faza mobila (k> — Cm), folositd la estimarea indicelui de
hidrofobicitate, permite totodatd predictia retentiei analitilor si a selectivitdtii separarii
cromatografice pe intreg domeniul de compozitii al fazei mobile.

> Stabilirea influentei hidrofobicitatii fazei stationare asupra indicelui de hidrofobicitate
determinat din date de retentie cromatografica: cu cat hidrofobicitatea fazei stationare este mai
mare, cu atat valorile obtinute pentru acest parametru sunt mai mari.

> Explicarea influentei pH-ului fazei mobile si a caracterului acido-bazic al analitilor asupra
analifi cu caracter acid sau bazic in cadrul unor studii de retentie cu pH-ul independente sau in
cadrul evaluarii robustetei unor metode LC.

> Introducerea conceptului de adsorbtie competitionala Intre analit si modificatorul hidrofob
din faza mobild, in faza stationard. Aplicarea modelului adsorbtiei explica influenta hidrofobicitatii
modificatorului organic asupra retentiei in RP-LC. Estimarea indicelui de hidrofobicitate prin RP-
LC folosind faze mobile cu adaos de modificatori hidrofobi cu catend lungad duce la obtinerea unei
concordante mult mai bune cu valorile teoretice (metoda fragmentelor moleculare) sau cu cele
experimentale (metoda shake-flask).

> Influenta temperaturii asupra mecanismului de retentie in RP-LC exemplificatda pentru o
serie de compusi organici cu functiuni polare avand caracter acid. Estimarea parametrilor
termodinamici ai separarii cromatografice (AH®, AS si AG®) pe baza dependentelor retentie —
temperaturd (van’t Hoff) pentru acesti compusi. Evaluarea influentei debitului fazei mobile asupra
variatiei standard de entropie, entalpie si respectiv energie liberd Gibbs de transfer a analitilor intre
faza mobila si faza stationara.

> Explicarea variatiel atipice a retentiei cu temperatura in RP-LC pentru Drotaverina.

Deplasarea echilibrului tautomeric cétre o forma tautomera mult mai hidrofoba - o data cu cresterea
temperaturii - genereaza cresterea retentiei cromatografice contrar cu ecuatia van’t Hoff.
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