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Proiect: PN-II-ID-PCE-2011-3-0152
Denumire proiect: Injectie de volume mari de solven{i nemiscibli cu faza mobila in
cromatografia de lichide de Tnalta presiune.
Contract numar: 310/05.10.2011
Director Proiect: Prof. Dr. Andrei Medvedovici

Obiectiv general: Studiul procesului de injectie a unui volum mare de proba constituita intr-
un solvent organic nemiscibil cu faza mobila in cromatografia de lichide cu mecanism de
separare in faza inversa. Modelarea procesului si parametrizarea acestuia. Identificarea
aplicatiilor analitice care pot utiliza cu succes tehnica propusa. Solutii de implementare on-
line/automatizare in practica analitica curenta.

Conditii experimentale:

Analiti tinta: metoprolol baza (log P = 1,69); metil paraben (log P = 1,96), etil paraben
(log P = 2,47), propil paraben (log P = 3,04), butil paraben (log P = 3,57), pentil paraben (log
P = 3,96), hexil paraben (log P = 4,35) si octil paraben (log P = 5,43);

Faze stationare pentru mecanism de separare in fazad inversa: silicagel modificat cu
radicali octadecil dublu end-capped; silicagel modificat chimic cu radicali octil dublu end-
capped; silicagel modificat cu radicali octadecil prin intermediul unui linker polar; silicagel
monolitic modificat cu radicali octadecil end-capped; silicagel modificat cu radicali fenil;
silicagel modificat cu radicali pentafluorofenil.

Coloane cromatografice: a) Zorbax Eclipse XDB- C18, 15 cm x 4,6 mm i.d. x 5 ym
d.p.; b) Zorbax SB-Aq, 15 cm x 4,6 mm i.d. x 5 ym d.p.; ¢) Chromolith C18, 10 cm x 4,6
mm i.d. d) Zorbax Eclipse XDB-C8, 15 cm x 4,6 mm i.d. x 5 ym d.p.; e) Betasil Phenyl, 15
cm x 46 mmid. x 5 ym d.p.; f) Luna PFP, 10 cm x 4,6 mm i.d. x 3 ym d.p.; Zorbax SB-
C18,5cm x 4,6 mmi.d. x 1,8 um d.p.

Solventi organici nemiscibili cu faza mobila (diluenti): acetat de butil (log P = 1,78);
tetraclorura de carbon (log P = 2,83); 1-octanol (log P = 3,00); ciclohexan (log P = 3,44); n-
hexan (log P = 3,29); izooctan (log P = 4,09) heptan (log P = 4,66); decan (log P = 5,01);
dodecan (log P = 6,10).

Faza mobila: solutie apoasa 50 mM formiat de amoniu si 0,2% TEA la pH=3 cu acid
formic si acetonitril in raport volumetric 9/1 (pentru metoprolol); apa/acetonitril in raport
volumetric 6/4 (pentru parabeni). Gradientji de tip treapta la 100% acetonitril se aplica doar
pentru eliminarea zonei de solvent nemiscibil din coloana si nu influenteaza retentia analiilor
finta.

Detectie: UV la 254 si 280 nm.

Proiectare experimentala: pentru metoprolol - se injecteaza volumele crescatoare (1,
5, 10, 20, 50, 75, 100 uL) de analit in diluentii acetat de etil, tetraclorura de carbon, octanol,
ciclohexan si hexan, exploatdnd coloanele cromatografice la debite diferite (0,5; 0,75; 1;
1,25; 1,5; 2; 2,5; 3 mL/min) si temperaturi diferite (15; 25; 35; 45; 55 °C); pentru parabeni - se
injecteaza volumele crescatoare (1, 5, 10, 20, 50, 75, 100 uL) de analitii solubilizati in
diluentii hexan, heptan, izooctan, decan si dodecan, la un debit de 1,5 mL/min si 25 °C.

Parametri masurati:

- timpul mort al coloanei cromatografice in conditiile de exploatare (t,, se determina
prin observarea timpului absolut de retentie a azotatului de potasiu, solutie apoasa 1000
ppm, injectie monitorizata la 210 nm);

- timpul absolut corespunzator picului de metoprolol (tg"):
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factorul de retentie corespunzator picului de metoprolol (k = (tg"-t,)/t,);

eficienta procesului cromatografic aferenta elutiei metoprololului, masurata prin
numarul de talere teoretice asociate picului in cauzd (N = (tr")%/c?); o este
abaterea standard asociata populatiei valorilor timpilor de retentie asociate picului
cromatografic si se calculeazd prin masurarea largimii picului cromatografic la
jumatate din inaltimea sa - wqz ( s = W42/2,355);

factorul de asimetrie asociat picului cromatografic, masurat la 0,1 din inal{imea sa
(FA = bla, unde b este masurat pe o paralela la linia de baza trasata la 0,1 din
inalfimea picului cromatografic si este determinat ca fiind segmentul la intersectia
inaltimii coborate din varful picului pe aceasta paralela si latura descrescatoare a
picului, iar a este masurat pe o paralela la linia de baza trasata la 0,1 din
inalfimea picului cromatografic si este determinat ca fiind segmentul dintre latura
crescatoare a picului cromatografic si intersectia naltimii coborate din varful
picului pe aceasta);

factorul de trena USP, notat TF (TF = (a+b)/2xa, unde a si b au semnificatjile sus-
amintite, cu singura diferentd ca se vor masura la 0,05 din Tnaltimea picului
cromatografic);

asimetria picului (skewness) notata cu sk; sk poate capata valori negative daca
picul cromatografic inregistreaza un fenomen de "fronting", sau pozitive daca
picul cromatografic inregistreaza un fenomen de "tailing". O valoare sk nula indica
o distributie oarecum egala in raport cu media, aceasta neimplicand insa o
simetrie perfectd. sk-ul unei variabile aleatoare X reprezinta cel de-al treilea
moment standardizat, notat cu y si definit ca y = E[(X-u)%c], unde p este media, o
este abaterea standard, iar E este operatorul de estimare a unei variabile
aleatoare (ca medie ponderatda a tuturor valorilor posibile a variabilei,

E[X]= Z(Xi X P;), pi reprezentand ponderile valorilor concrete x;).

i=1
valorile V,,*"* reprezentand volumul de injectie extrapolat la retentie nula si care
corespund, din punct de vedere fenomenologic, cu volumul de diluent care
satureaza intreaga faza stationara din coloana cromatografica.
valorile k"= reprezentand intersectia ecuatiei regresiei liniare k = f(Vi;) cu
ordonata (Vi,=0) si corespunzand retentiei analitului Tn conditiile ipotetice a lipsei
unui diluent de injectie.
s-au trasat dependentele functionale van't Hoff (In k = f(1/T)) pentru metoprolol,
pentru determinarea contributiei entalpice (AH®) si entropice (AS°) la retentia
cromatografica.

Rezultate obtinute din datele experimentale:

a)

b)

d)

se observa o scadere riguros liniara a factorului de retentie pentru analitii studiati
cu volumul injectat de proba in cazul tuturor diluentilor nemiscibili cu faza mobila
si in cazul tuturor conditiilor experimentale aplicate;

se pot obfine picuri acceptabile cromatografic (sub aspectul eficientei si
simetriei) si atunci cand log P diluent < log P analit, dar in acest caz volumul de
injectie maxim admis este mai redus decat in situatia in care log P diluent > log P
analit;

se observa o scadere a eficienfei cromatografice pentru picul de analit odata cu
cresterea volumului injectat. Functional vorbind, scaderea eficientei poate fi dupa
caz, liniar descrescatoare sau quadratic descrescatoare, in raport cu volumul de
proba injectat. Pierderea de eficienia depaseste intotdeauna valoarea
corespunzatoare reducerii lungimii utile a coloanei cromatografice datorate
retinerii diluentului;

se observa o crestere liniara a largimii picului cromatografic in raport cu volumul
injectat;

dependenta simetriei picului cromatografic cu volumul de proba injectat este mai
complexa. In multe din cazuri, simetria picului cromatografic nu este afectata de
volumul injectat. In cazul diluentilor al caror log P este comparabil cu al analitilor,
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efectul de fronting este relativ frecvent. In cazul diluentilor al caror log P este
sensibil mai mare decét al analifilor, efectul de tailing este mai frecvent;

f)  prin compararea pantelor regresiilor liniare ilustrand relatia functionala k = f(Viy)
in cazul utilizarii de debite crescatoare pentru coloanele luate in discutie, se
poate destul de usor observa ca aceasta nu este semnificativd. Se poate deci
concluziona ca debitul fazei mobile nu are un efect semnificativ la injectia de
volume mari de proba in diluenti nemiscibili cu faza mobila;

g) s-a studiat relatia care se stabileste intre valoarea pantelor regresiilor liniare k =
f(Vin) si a valorilor logP pentru diluentii utilizati, pentru diferite faze stationare. S-
a putut observa ca variabilitatea determinata de logP diluent pe o anumita faza
stationara este mai mica decat variabilitatea determinata de natura fazei
stationare prin raportare la un anumit diluent. in acest context, se poate observa
ca faza stationara PFP functioneaza similar indiferent de valoarea log P a
diluentului. Observatiile de mai sus arata destul de clar ca nu numai interactia
hidrofoba este cea care determina retinerea diluentului la suprafata fazei
stationare;

h) Tn mod paradoxal, cresterea temperaturii face ca frontul de diluent sa ocupe o
lungime mai mica din coloana cromatografica;

i) contributiile entalpice (pantele) calculate din reprezentarile functiei van't Hoff
pentru analitul considerat pe o anumita faza stationara nu se modifica cu volumul
injectat. Contributia entropica (interceptul) scade proportional cu volumul injectat.

Discutii:

O parte din observatiile anterioare sunt mai greu explicabile prin modelul propus de
directorul de proiect in publicatia sa, Medvedovici A. et al., Retention phenomena induced by
large volume injection of solvents non-miscible with the mobile phase in reversed phase
liquid chromatography, J. Liq. Chromatogr. Relat. Technol. 30, 199-213 (2007). Modelul are
la baza teoria adsorbtiei diluentului la nivelul fazei stationare, cu saturarea unei parii a
acesteia la intrarea in coloana cromatografica. Mecanismul de adsorbtie porneste de la
echilibrele implicand interactiile dintre ligandul hidrocarbonat, notat cu L (spre exemplu, lantul
alchil imobilizat la suprafata silicagelului) si diluent, respectiv analit. Analitul (A) difuzeaza in
afara frontului de injectie a diluentului S in faza mobila (m), in acord cu echilibrul (1). Analitul
si diluentul competitioneaza in procesul de adsorbfie la nivelul ligandului hidrocarbonat (L)
din faza stationara, dupa echilibrele (2) si (3),

A 2 A (1)
- - _ [AL]st

At AL T, @

S 4L sl K—LHs 3)
(ST, L.

unde indexul st si m se refera la faza stationara, respectiv la cea mobila.

Din cauza cantitatii mari de diluent S incarcat in coloana si a caracterului acestuia mai
pronuntat hidrofob prin comparatie cu A, echilibrul (2) se deplaseaza spre dreapta, iar
echilibrul (3) spre stanga, pana cand toata cantitatea de diluent este adsorbita la nivelul
ligandului L. Cand diluentul are o viscozitate semnificativ mai mare decéat cea a fazei mobile,
aceasta din urma penetreaza in frontul diluentului prin fenomenul de canelare viscoasa,
implicAnd aparitia unor zone cu mobilitate sporitd prin comparatie cu pozitia normala a
frontului. Drept consecinta, pot aparea distorsiuni ale profilului de elutie in zona terminala a
picului cromatografic. Astfel, o portiune din faza stationara (AV) la intrarea in coloana
cromatografica devine disponibild doar pentru diluent. AV este proportional cu Vi,dupa
relatia AV =y-V,;, prin intermediul unei constante de proportionalitate y. In consecints,

analitul A participa la mecanismul de retentie in coloana cromatografica doar in faza

stationaré ramasa disponibila, avand un volum egal cu Vy —y-V,; (considerand volumul



initial al fazei stationare V). In baza acestor consideratii, relatia functionala dintre factorul de
retentie a analitului A (k, ) si Vin, pentru o fazad mobild de volum Vy,, este ilustrata de relatia
de mai jos:
\Y K
K.o=K, sty A
A ATy Y Vv

m m

'Vinj (3')

Aceasta relatie indica o scadere liniara a retentiei analitului cu volumul de proba
injectat, fapt care a fost riguros observat experimental.

Cu toate acestea, exista observatii experimentale care nu sunt explicate in totalitate
prin modelul propus (in acest sens, pot fi enumerate observatiile b, c, f, h). De aceea s-a
dorit formularea unui nou model care sa explice mai bine rezultatele experimentale.

Procesul de injectie de volume mari de proba in diluenti nemiscibili cu faza mobila
poate fi impartit in urmatoarele etape consecutive (ilustrate si in Figura 1):

0] umplerea coloanei cu proba constituita Tn solventul nemiscibil (etapele A, B din
Figura 1). Notatii: diluent nemiscibil — ISS; analit — A; faza stationara — F.S.; faza
mobila — F.M.; L — lungimea coloanei; F — debit faza mobila; t, — timp mort; V, —
volum mort; u — viteza de deplasare a fazei mobile. Procesul se poate
parametriza astfel: volumul probei poate varia de la 0 la Vi,; timpul de umplere cu
proba poate varia de la 0 1a tenar, unde tengri=Vin/F; dispersia spatiald a diluentului
si analitului Tn capul coloanei cromatografice poate varia de la 0 la L/(Vin/Vo).
Dispersia analitului si a diluentului in lungul coloanei cromatografice la sfarsitul
duratei de umplere se poate in consecinta scrie:

=Xk

L
X A,max 1SS, max

V.. i
_ V'_nJ x L =ax L;unde « este volumul de injectie redus Vi v. @
0 0

In egald masura, dispersia maximéa a diluentului si analitului in coloana se obtine
la tengri, dat de relatia:
V. . \V/
t oo = =g x—2 =axt 5
endfill F F 0 ( )

Deplasarea frontului interfetei intre diluent si faza mobila este egala cu viteza de
deplasare a fazei mobile:

u= F = L. Y% ; unde S este sectiunea efectiva de curgerea F.M. (6)

S t, Sxt,
Forma si dispersia spatiala a analitului in zona formata este aceeiasi ca cea a
ISS. Profilul de concentratie a analitului, de forma rectangulara, poate fi corectat
in raport cu valoarea initiala, datorita "dilutiei" ISS cu radicalii hidrocarbonati din
faza stationara.

S 1
CéS+F.S. =G, Xﬁzco X1+7/o
0

(7)

unde Sy este sectiunea din coloana ocupata de F.S., C, este concentratia initiala
a analitului Tn diluentul nemiscibil, iar yo reprezinta raportul volumelor F.S. si F.M.
in coloana cromatografica.

(1 Penetrarea F.M. in zona ocupata de ISS determina doua viteze de deplasare (a
frontului dintre F.M. si ISS+A si a frontului dintre ISS+A si F.M.) — Figura 1C. Se
poate defini un parametru suplimentar y, ca fiind raportul intre sectiunea de
curgere in care ISS acopera sub forma de film F.S., notata cu S1 si sectiunea
eficace de curgere a F.M. in absenta ISS, notata cu S. Cea mai simpla modelare
a procesului presupune formarea in timp si spatiu a unui film uniform de ISS.
Drept consecinta, dispersia spatiala a ISS va creste, in comparatie cu situatia
existenta la sfarsitul perioadei de umplere (injectia propriu-zisa). Constanta de
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distributie (Kp) a analitului A intre ISS si F.M. va juca un rol important in aceasta
etapa.

In procesul de formare a canalelor de curgere a F.M. prin zona de ISS+A, apar
doua viteze de dispersie, respectiv u (cea de deplasarea a interfetei
(ISS+A)/F.M.) si u; cea de penetrare a F.M. dinspre capul coloanei
cromatografice. Ca urmare, dispersia spatiala a zonei de ISS creste pana cand
penetrarea F.M. prin zona de ISS este finalizata. In consecinta, se poate calcula
diferenta intre vitezele de deplasare a celor doua fronturi Au, dupa cum urmeaza:

Au=u1—u=i—5= F —Ez(l_y)xiz(l_y)xu (8)
S, S yxS S y S 14

Timpul de penetrare a ISS de catre F.M. va fi:

I axy L axy

tiss max = X—=

xto;dacazziatunci
l1-y u 1-y 1-y (9)

=axyxixt,

t”

1SS, max

Timpul total scurs de la momentul inceperii injectiei propriu-zise si pana in
momentul in care F.M. penetreaza zona de ISS va fi:

x
tllsgl,lmax:aXto+i{ 7><t0:0£><l><'[0 (10)

Dispersia spatiala a ISS la sfarsitul procesului de penetrare a F.M. este

XU maxLatl xu=ax|l+—L—|xL=-% xL=axixL (11)
' ’ 1-y 1-y

Volumul maxim al zonei de ISS este dat de relatia:

\

a
1SS, max —, xVy =axixV,

Extractia si focalizarea analitului in F.M.; canalele de curgere a F.M. prin zona de
ISS sunt formate (Figura 1D); zona de dispersie a ISS in coloana este maxima si
se va considera de acum incolo constanta; viteza de curgere a F.M. prin zona de
dispersie a ISS este mai mare decat cea de deplasare a F.M. in coloana
cromatografica neocupata de ISS; zona de focalizare a analitului depinde de
geometria curgerii si de cinetica procesului de extractie; oricum, procesul de
focusare este avantajat de micsorarea vitezei de deplasare datorata cresterii
sectiunii de curgere, imediat dupa depasirea zonei acoperite de ISS.

Relatia de conservare a debitului masic poate fi scrisa astfel:

(S_Sl)XCA,F.M.X(ul_uAT):Slch,ISS XUar (12)

unde uar este viteza de deplasare a analitului in frontul de F.M. care penetreaza
zona de ISS. Ecutia (12) poate fi rescrisa:

u, —u 1-
78 _ 277 x K, (13)
Uar e
care prin rearanjare duce la:
1
Uy, =—xU 14
M Kox(—7) (14)
Viteza de compresie a zonei analitului Au este in consecinta:
1-y-K 1-
AU=U, —U= 7 =Ko x( }/)xu (15)

7+ Kpx (1_ 7)
Extensia spatiala maxima a zonei posterioare in canalul de curgere a F.M. (unde
concentratia analitului tinde catre 0 atat in ISS cat si in F.M.), notatd W"\q, va fi
data de relatia:



I axy

ST L=y )< (r + Ko x(1-7))
Relatia de mai sus conduce la calculul zonei de dispersie a analitului din spatele
frontului de strapungere a ISS de catre F.M., notat W" 5 gi:

Wi, =2l (17)

7+ Kpx (1_ 7)

(IV)  Aceasta etapa debuteaza cu patrunderea frontului de F.M. continand analit in
zona in care F.S. nu este acoperita de ISS (Figura 1D). Procesul este similar cu
injectia unui volum mare de analit continut in F.M. intr-o coloana cromatografica
exploatata in mecanism de faza inversa. Relatia de conservare a debitului masic
poate fi scrisa astfel:

SX(U_UAF)XCA,F.M. =SgXUpe XCprs. (18)

unde uar este viteza de deplasarea a frontului de analit "re-injectat" in restul de
coloana neocupat de ISS.
Rearanjarea relatiei (18) duce la:

1
=————xU (19)
1+ K, xy
unde Ka este constanta de repartitie a analitului A intre F.S. si F.M,, iar y° este
raportul volumelor F.S. si respectiv F.M.

Durata virtuala de re-injectie a analitului in coloana ramasa disponibila va fi:
{1

Wygig = Upr X1 xL (16)

uAF

« Wik
oy = AT = o x Kp xt, (20)
Uar
Volumul virtual de re-injectare va fi:
. « V
V, :Fxtinj:t—oxaxKDxtO:axKDxVO (21)
0
Largimea frontului de analit in zona de re-injectie se va calcula dupa relatia:
. . axK
WA,max = uAF ><tinj = 1+ K XD70 x L (22)
A
Lungimea coloanei ramasa disponibila pentru separarea cromatografica propriu-
zisa este:
" a 1 axK 1 axK
L'=L- xL—=x D xL=[l-axi—=x D_.IxL 23
1-y 2 il+KAx7°i { 2 il+KA><;/°J (23)

"Timpul de retentie cromatografic" va fi deci o fractie din timpul de retentie a
analitului pe coloana cromatografica de lungime L, in urma unei injectii conduse
in maniera obisnuita (de ex. solventul probei este chiar F.M.).

N 1 axK 1 axK
t.={l-axi—=x D xt, =|1l-axi—=x D x(k+1)xt, (24
§ 2 il+KAx7°J R { 2 ‘1+KA><;/°J( P<to (24)

Din observatjile anterioare, se poate usor calcula timpul de retentie aparent al
analitului, adica timpul scurs din momentul injectiei sale in sistem pana la momentul deteciiei
sale:

ti .
2 =ty +%+tR (25)

1SS, max

Prin inlocuirea in expresia de mai sus a relatiilor (10), (20) si (24) se ajunge la

urmatoarea egalitate:
ap
tl=1+k—05 zxk+&x Llo—l (26)
0 2 1+ K, xy



Cum K, x 7° este in fapt chiar k, iar (ts*/to)-1=k®, se ajunge la o dependenta evident
liniara intre factorul de retentie aparent si Viy;.

ka":k—05><z><k:k><[l—\i><i (27)
0 S0 _Sl

Dincolo de relatia (27), care in principiu explica, la fel ca si relatia (3'), dependenta
experimentala liniara dintre factorul de retenfie aparent si volumul injectat, modelul nou
propus implica realizarea a doua procese analitice distincte si consecutive. Primul proces
analitic poate fi numit "reversed SLE", se realizeaza la intrarea in coloana si este cuplat on-
line cu separarea cromatografica.

Procesul SLE (Solid Liquid Extraction) a fost introdus relativ recent in practica
bioanalitica si presupune extractia lichid-lichid a analitului de interes intre o faza apoasa
(fluidul biologic) imobilizata la suprafata silicagelului si o faz& organicd nemiscibild cu apa. In
esenta SLE a castigat teren in practica experimentala curenta datorita capabilitatilor foarte
mari de automatizare a procesului, in comparatie cu extractia lichid-lichid clasica (LLE). in
procesul de injectie de volume mari de proba constituitd in solventi organici nemiscibili cu
faza mobila dedicat mecanismului de faza inversa, diluentul apolar se va fixa, la intrarea in
coloana, la nivelul fazei stationare, la randul sdu apolare. Faza mobila, mai polara si
nemiscibila cu diluentul imobilizat, va functiona ca faza extractanta intr-un proces LLE.
Analitul extras de faza mobild va fi re-injectat si focusat intr-o coloana cromatografica a carei
lungime s-a redus cu exact lungimea zonei de realizare a procesului SLE. Este de remarcat
faptul ca, in cazul unui analit avand caracter apolar similar diluentului, cinetica procesului de
extractie dinamica lichid-lichid este nefavorabila (trecerea analitului in faza mobila se
realizeaza lent) dar este compensata de focusarea analitului in faza stationara, la trecerea in
zona de coloana ramasa libera. Tot aga, un analit polar se va focusa rapid in frontul de faza
mobila care penetreaza zona diluentului imobilizat, dar nu va suferi un fenomen similar la
contactul cu faza stationara din porfiunea de coloana cromatografica ramasa libera. Toate
aceste procese explica aparenta independenta (determinata experimental) a procesului de
injectie de volume mari de diluenti nemiscibili cu faza mobila in raport cu debitul fazei mobile,
si favorizarea acestui proces de parametrul temperatura. Acest model explica in egala
masura invariania factorului entalpic determinata din studiul van't Hoff. Conditionarea de
realizare a procesului in raport cu relatia logP analit versus logP diluent, desi semnificativa,
nu mai are rolul determinant, ca in modelul precedent. In sfarsit, modelul nou propus revine
la un proces cromatografic in faza inversa explicat (in maniera clasica) prin repartitie si nu
prin adsorbtie.

Pentru a concluziona, procesul de injectie de volume mari de diluenti nemiscibili cu
faza mobila reprezintd o maniera practica de cuplare on-line a procesului RSLE (reversed
solid liquid extraction) cu cromatografia de lichide in faza inversa (RPLC).

In concluzie, obiectivul 2/activitatea 1 (perfectionarea modelului teoretic) prevazuta
pentru anul 2013 a fost atins. Obiectivul 1, activitatea 7, a fost si el abordat, atata vreme cat
studiul pentru metoprolol s-a realizat si pe o coloana de tip monolitic. Activitatea 8 (studiul
procesului pe faze stationare polimerice) nu a fost atins, deoarece reducerea finantarii nu a
mai permis procurarea coloanelor cromatografice respective. Obiectivul 3/activitatea 1, legat
de modalitati de evaluare experimentala a logP din procesul de injectie de volume mari de
diluenti nemiscibili cu faza mobila a fost si el atins Tn studiul procesului aplicat la seria
omologa a alchil-parabenilor. Modelul experimental discutat in prealabil deschide noi
oportunitati in aceasta directie (pentru scenariul in care diluentul este 1-octanolul, faza
stationara este un silicagel modificat cu radicali octadecil imobilizati prin linker hidrofil, faza
mobila este apa, coloana cromatografica functioneaza doar de post de coloana SLE).
Obiectivul 5/activitatea 2 a fost implicit atins prin explicitarea modelului experimental, atata
vreme cat este explicat prin cuplarea on-line a RSLE cu RPLC. Obiectivul 6/activitatea 2 a
fost atins prin publicatiile efectuate (a se vedea completarea in platforma on-line de evaluare
a proiectului).



Figura 1. Etapele de realizare a procesului on-line RSLE/RPLC, considerat a modela
coerent injectia de volume mari de diluenti nemiscibili cu faza mobila.
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