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Rezumat teza

Teza de doctorat este structurata pe doua capitole: primul capitol cuprinde aspecte teoretice
si practice ale extractiei in faza in solida dar si descrierea principalelor mecanisme de retentie n
cromatografia de lichide in faza inversa. Al doilea capitol cuprinde partea experimentald si este
structurat pe cinci subcapitole care prezinta studiile de retentie a mai multor compusi organici polari
avand diferite hidrofobicitati pe adsorbanti/faze stationare de tip silicagel modificat chimic prin
extractie in faza solida si cromatografie de lichide. Tn cadrul acestei teze s-a urmarit studierea
parametrilor de retentie caracteristici procesului SPE si a influentei polaritatii compusilor pe patru
adsorbanti de tip silicagel modificat chimic (octadecil-silicagel, octil-silicagel, fenil-silicagel si
cianopropil-silicagel) pentru 15 compusi de importanta farmaceutica (atenolol, metoprolol,
pentoxifilina, metformin, captopril, ciprofloxacina, norfloxacina, gliquidond, o-tolil biguanida,
alprazolam, bromazepam, diazepam, flunitrazepam, medazepam si nitrazepam). Studiul HPLC
prezentat in capitolul al treilea a avut ca scop compararea retentiei benzodiazepinelor cu cea
obtinuta prin studiile de extractie in faza solida. Studiile prezentate Tn capitolele al patrulea si al
cincilea au investigat din punct de vedere al retentiei §i separarii treisprezece compusi 0organici
polari (indapamid, simvastatin, lovastatin, 2-clorfenol, 2,4-diclorfenol, 2,6-diclorfenol, 1,4-
diclorbenzen, 1,2,4,5-tetraclorbenzen si 4 izomeri ai HCH-ului) pe o faza stationara de tip
pentafluorofenil-silicagel si injectia de volume mari de solventi aromatici pe o faza stationara de tip

fenilhexil-silicagel.

I1.1. Studiul retentiei SPE a unor compusi polari in varianta off-line manual

11.1.1. Problematica studiului

In primul capitol al partii experimentale a fost studiatd influenta cantititii de adsorbant
asupra formei curbei de elutie dar si a parametrilor de retentie pe un adsorbant de tip octadecil-
silicagel; a pH-ului asupra capacitatii de retentie a compusilor bazici si a agentului formator de
perechi ionice asupra retentiei unui compus polar bazic (metforminul).

Curba de elutie prezintd o importantd fundamentald in extractia in faza solidd deoarece
determinad volumul maxim de proba care poate sa fie incarcat pe adsorbant cu o recuperare de 100

% a analitului.



I1.1.2. Rezultate si discutii

Curbele de elutie au fost modelate cu ajutorul functiei Boltzmann cu scopul obtinerii
valorilor parametrilor de retentie (volum de strapungere, volum de retentie, volum final si factor de
retentie). Modelarea cu ajutorul programului Marvin a permis punerea in evidenta a zonelor polare
din moleculele studiate. Studiul SPE pentru patru compusi polari (atenolol, metoprolol,
pentoxifilina si captopril) s-a efectuat pe adsorbanti de tip Ultra Clean C18 (200 mg) si Bond Elut
C18 (2 g), observandu-se cresterea capacitatii de retentie pentru toti cei patru analiti odata cu
cresterea masei adsorbantului. Curbele de elutie obtinute pentru atenolol si metoprolol pe cartusul

Ultra CleanC18 sunt prezentate in Figura 15.
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Figura 15. Dependenta concentratiei de atenolol §i metoprolol la incarcarea cartusului SPE cu

volume succesive de 2,5 mL si modelarea prin functia Boltzmann

Curbele de elutie obtinute pentru metoprolol pe cei doi adsorbanti de tip octadecil-silicagel
au o forma sigmoidala tipica. Tn cazul pentoxifilinei a fost obtinut un volum de strapungere mare
desi valoarea hidrofobicitatii este similard cu a atenololului ceea ce poate sa fie explicat prin
formarea unor dimeri sau tetrameri de pentoxifilind in faza apoasd care determina Cresterea
retentiei. Curbele de elutie obginute pentru captopril pe cei doi adsorbanti au evidentiat 0 retentie
minima pe cartusul de tip Ultra Clean C18 si o retentie in doua trepte pe cartusul Bond Elut C18 (a
se vedea Figura 25). Forma dublu sigmoidala obtinuta pentru captopril pe cartusul de tip Bond Elut
C18 poate sa fie explicata printr-un fenomen de oxidare a captoprilului la disulfura de captopril in

timpul procesului de extractie in faza solida.
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Figura 25. Dependenta concentratiei de captopril la incarcarea cartusului SPE cu volume
succesive de 2,5 mL probd apoasd si modelarea prin functia Boltzmann. In partea dreaptd este

prezentata oxidarea captoprilului cu obtinerea disulfurii de captopril

11.1.3.2. Modelarea matematica a curbelor de elutie prin functia Boltzmann
Curbele de elutie SPE obtinute au fost modelate cu ajutorul functiei Boltzmann din
programul Origin.
Y=A,+ 2 he (I1.1)
1+e &

unde: Y — concentratia analitului in eluat; x — volumul de incarcare pe adsorbant; A;, A, —
parametrii de regresie si Xo — punctul de inflexiune, unde Y devine (A1 + Ay)/2.

Cu ajutorul ecuatiei (II.1) si a definind volumul de strapungere ca fiind volumul pentru care
se obtine 1 % din valoarea concentratiei initiale a analitului in eluat si volumul final ca reprezentand
volumul care corespunde la 99 % din valoarea concentratiei initiale a analitului in eluat se pot
determina formulele de calcul corespunzatoare Vy, si V.

Expresia de calcul pentru volumul de strapungere (V) este urmatoarea:

X=X, +In(@[ —%j—l]dx (11.9)

Expresia de calcul pentru volumul final (Vs) este urmatoarea:

X=X, + In(99—100inx (11.13)
2

Expresia de calcul pentru volumul de retentie (V,) este urmatoarea:

X, = % (11.14)



Cu ajutorul ecuatiilor de mai sus si a curbelor de elutie s-au obtinut parametrii de retentie

pentru cei patru compusi studiati pe cei doi adsorbanti pe baza de octadecil-silicagel.

Tabel 7. Parametrii de retentie obtinuti pentru cei patru compusi studiati

Vb
Nr. V Vs
: (mL) r N k
Crt Compus Tip cartus Calculat | Observat (mL) (mL)
1 Atenolol Ultra Clean C18 12;5 29,2 29,2 57,7 12 | 0,97
Bond Elut C18 - - - - - -
5 Metoprolol Ultra Clean C18 12,8 25,1 25,1 42,7 17 | 0,70
Bond Elut C18 210,2 230 539,9 | 808,1 0,49

Ultra Clean C18 84,2 103,4 1034 | 121,1 | 116 | 0,17
Bond Elut C18 1640,8 1680 1651,8 | 1656,1 | -** -
Ultra Clean C18 0,2 0,1 2,9 7,3 5 1,49

3 | Pentoxifilina

4 Captopril Bond Elut | 1,7 1 22,9 79,5 5 2,47
Bond Elut 11 - - 99,8 177,6 - 0,78

pentru atenolol pe cartusul de tip Bond Elut C18 datorita formei curbei de elutie nu au putut sa fie
calculate valorile parametrilor corespunzatori procesului SPE;
**valoarea numarului de talere teoretice obtinutd din calcul este mare, ceea ce nu a fost raportat

pana acum 1n literaturd pentru un adsorbant avand o lungime a adsorbantului atat de mica (2 cm).

11.1.3.3. Studiul influentei pH-ului asupra retentiei in SPE

Un alt studiu efectuat a urmarit cunoasterea influentei pH-ul asupra retentiei compusilor
ionizabili in SPE. Curbele de elutie obtinute pentru metoprolol in mediu neutru si acid sunt
prezentate comparativ in Figura 26. Volumul de strapungere pentru metoprolol in mediu acid are o
valoare mai mica ceea ce poate sa fie explicat prin faptul cd protonarea gruparii amino secundare
determina o afinitate mai mare pentru apa, ceea ce va conduce la o interactie mai slaba cu lanfurile

alchil ale adsorbantului.
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Value Standard Err
pH acid Al -0,63242 0,35205
id A2 21,1117 0,26964
pH acid x0 25,0580 0,32172
id dx 3,81642 0,28757
pH bazic Al -0,59163 0,37964
pH bazic A2 27,1095 0,29568
pH bazic x0 18,5166 0,1919
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Figura 26. Comparatie intre curbele de elutie SPE pentru metoprolol obtinute in mediu neutru i
acid
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11.1.3.4. Studiul extractiei in faza solida prin mecanism cu formare de perechi ionice

Cresterea retentiei compusilor polari slab retinuti pe adsorbanti de tip hidrofob in SPE se
poate realiza printr-un mecanism cu formare de perechi ionice. Metforminul este un compus bazic
(pKa = 13,1+ 0,5) cu polaritate ridicata. Curbele de elutie obtinute pentru metformin pentru cei doi
agenti formatori de perechi ionice sunt prezentate in Figura 29, observandu-se ca valoarea
volumului de strapungere in cazul celor doi agenti formatori de perechi ionice (hexansulfonat de
sodiu si heptansulfonat de sodiu) este similara.

%7 Metformin

Ultra Clean C18 v

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

Adj. R-Sa| 0,9947 0,9825

Value Standard E|
Al -0,0486 0,17455
A2 8,5931 0,13398
x0 12,465 0,14698
dx 1,0162 0,15683
Al -0,3827 0,39824
A2 7,6439 0,21256
x0 12,305 0,47677
dx 22974 0.41376

mE @ o> >

Vv Hexan sulfonat de sodiu
® Heptan sulfonat de sodiu
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T T T T T T T 1
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Figura 29. Dependenta concentratiei de metformin la incarcarea cartugului SPE cu volume

succesive de 2,5 mL proba apoasa si modelarea prin functia Boltzmann

Agentul formator de perechi ionice (hexan sau heptansulfonatul de sodiu) este retinut de
lanturile octadecil ale adsorbantului prin interactii hidrofobe, iar gruparea sulfonat interactioneaza

electrostatic cu gruparea aminica protonata a metforminul.

11.1.3.5. Procedura analitica de concentrare SPE

Pentru procedura analitica de concentrare SPE a atenololului, metoprololului si
pentoxifilinei s-au utilizat adsorbanti de tip Ultra Clean C18 (200 mg). Coeficientii de corelatie
obtinuti au fost 0,96 pentru atenolol si 0,99 pentru metoprolol si pentoxifilind. Panta dreptei de
calibrare pentru metoprolol este mai mica decat cea pentru atenolol, desi acesti compusi au avut un
comportament similar in ceea ce priveste retentia pe acelasi tip de adsorbant. S-a observat ca
desorbtia metoprololului cu metanol este mai lentd fatd de cea a atenololului ceea ce influenteaza

gradul de recuperare al acestuia.

11.1.4 Concluzii
Studiul SPE efectuat a evidentiat ca mecanismul de retentie pe adsorbantul octadecil-

silicagel este influentat de structura compusilor, de prezenta gruparilor polare si de geometria



moleculei. Tn cazul metoprololului un pH acid al solutiei determina scaderea retentiei si implicit a
volumului de strapungere, deoarece interactia dintre analit si adsorbant nu mai este favorabilad
datorita protonarii gruparii aminice a metoprololului. Studiul SPE efectuat confirma ca este posibila
cresterea retentici moleculelor polare (metformin) pe adsorbantii SPE hidrofobi prin utilizarea

agentilor formatori de perechi ionice.

I1.2. Studii de retentie pentru compusi polari pe diferiti adsorbanti pe baza de

silicagel modificat chimic

11.2.1. Problematica studiului

Al doilea capitol al partii experimentale a fost avut ca scop modelarea retentiei a cinci
compusi polari (ciprofloxacind, norfloxacind, metformin, o-tolil biguanida si gliquidond) pe patru
adsorbanti pe baza de silicagel avand hidrofobicitati si polaritati diferite: octadecil-silicagel si octil-
silicagel unde retentia este datorata interactiilor hidrofobe si doi adsorbanti care confera un plus de
selectivitate (fenil-silicagelul care participa la interactii m—m si cianopropil-silicagelul care participa
la interactii dipol-dipol). Studiul a urmarit cunoasterea influentei gruparilor polare asupra

comportamentului de extractie in faza solida a compusilor studiati.

11.2.3. Rezultate si discutii

Curbele de elutie obtinute pentru ciprofloxacind si norfloxacina (fluoroquionolone care
difera doar printr-o grupare propil comparativ cu un lant etil) pe cei patru adsorbanti pe baza de
silicagel modificat chimic sunt similare. Pentru ciprofloxacina curbele de elutie obtinute sunt
prezentate in Figura 39. Retentia ciprofloxacinei si norfloxacinei pe adsorbantii de octil-silicagel si
fenil-silicagel este puternica fiind datorata in principal interactiilor hidrofobe si de tip m—m cu
nucleele aromatice ale compusilor. Retentia celor doi compusi pe adsorbantul puternic hidrofob
C18 nu este favorabila, deoarece polaritatea crescutd a moleculelor (a se vedea Figura 40)
impiedicd o interactie puternica cu lanful octadecil, volumul de strapungere obtinut fiind minim.
Pentru adsorbantul de tip cianopropil-silicagel s-a obtinut o curba de elutie asemanatoare cu cea
teoretica de forma sigmoidald in care volumul de strapungere pentru ciprofloxacina este de 60 mL,
iar pentru norfloxacind de 50 mL. Retentia ciprofloxacinei cét si a norfloxacinei pe adsorbantul
cianopropil-silicagel se datoreaza dupa cum se observa in Figura 40 sarcinilor negative ale acestora
localizate pe atomul de fluor, pe atomul de oxigen a grupdrii carboxil si de azot a grupdrii

piperazinice care participa la interactii dipol-dipol cu gruparea CN a adsorbantului.
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Figura 39. Dependenta concentratiei de ciprofloxacina
la incarcarea cartusului SPE cu volume succesive

de 2,5 mL proba apoasa

Figura 40. Structura ciprofloxacinei
cu sarcinile atomilor obtinute prin

programul Marvin (carbon - gri,

hidrogen - alb, azot - albastru,

oxigen - rosu)

Curbele de elutie obtinute pentru o-tolil biguanida si metformin (biguanide care difera doar
printr-o grupare metil-fenil) sunt similare cu cea teoretica de forma sigmoidala, a se vedea Figura
43. Retentia o-tolil biguanidei si metforminului pe adsorbantul octil-silicagel a fost minima ceea ce
poate sa fie atribuitd unor interactii hidrofobe slabe. Interactiile polare intre gruparea guanidinica a
compusilor si gruparile silanol de pe suprafata silicagelului sunt practic neglijabile datorita
existentei unei interactii mai puternice a grupari aminice cu moleculele de apa (a se vedea Figura
44). Retentia o-tolil biguanidei pe adsorbantul de tip fenil-silicagel este datorata in principal
interactiilor n—=, in schimb se observa o retentie minima a metforminului pe acelasi tip de
adsorbant. Tn cazul cianopropil-silicagelului, curba de elutie obtinutd pentru o-tolil biguanida
prezinta doua trepte ceea ce poate sa fie atribuitd adsorbtiei in multistrat a moleculelor de o-tolil

biguanida pe suprafata adsorbantului.
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Gliquidona este compusul cu cea mai mare hidrofobicitate dintre cei studiati, avand un log

Kow de 4,65. Retentia gliquidonei pe adsorbantii de tip octadecil-silicagel, octil-silicagel si fenil-

silicagel este puternicd fiind favorizatd de interactiile hidrofobe si de tip m—m. Datoritd

hidrofobicitatii moleculei de gliquidona retentia pe adsorbantii polari de tip CN este minima, desi

molecula contine grupari polare (a se vedea Figura 49). Interactia slaba a gliquidonei cu

adsorbantul de tip cianopropil-silicagel poate sa fie explicata prin prezenta a doud nuclee benzenice

si a gruparii ciclohexil care confera o hidrofobicitate ridicatd moleculei si determina o impiedicare

sterica.
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Figura 48. Dependenta concentratiei de gliquidona
la incarcarea cartusului SPE cu volume succesive
de 2,5 mL proba apoasa si modelarea prin functia

Boltzmann

11.2.4. Concluzii
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Figura 49. Structura gliquidonei
cu sarcinile atomilor obtinute

prin programul Marvin (carbon
gri, hidrogen-alb, azot-albastru,

oxigen - rosu)

Studiul de retentie a cinci compusi organici polari avand hidrofobicitati diferite pe patru

adsorbanti de tip silicagel modificat chimic a scos 1n evidentd compleXitatea procesului de adsorbtie

n extractia in faza solida. Doar in cateva cazuri, atunci cand retentia a fost guvernata de o singura

fortd cum ar fi interactia hidrofobd (metformin si 0-tolil biguanida), interactia dipol-dipol

(metformin, o-tolil biguanida si gliquidona) si interactia n—mn (0-tolil biguanidd) a fost obtinuta o

curba de elutie de forma sigmoidala caracteristica SPE. Tn cazul cianopropil-silicagelului s-a obtinut

pentru o-tolil-biguanida o curba de elutie cu alura dublu sigmoidala care poate sa fie explicata prin

adsorbtia unuia sau mai multor molecule de compus pe centrii de adsorbtie ai adsorbantului.

II. 3. Studiu comparativ al retentiei unor benzodiazepine prin SPE si HPLC

11.3.1. Problematica studiului

Al treilea studiu efectuat a avut ca scop gasirea unei corelatii intre procesul de retentie in

extractia in faza solidd si cel din cromatografia de lichide pe patru tipuri de adsorbanti/faze
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stationare de tip silicagel modificat chimic cu diferite hidrofobicitati (cu octadecil, octil, cianopropil

si fenil) pentru sase compusi din clasa benzodiazepinelor.

I1.3.3. Rezultate si discutii
Benzodiazepinele sunt o clasda de medicamente cu o actiune terapeutica larga, fiind utilizate

ca sedativ-hipnotice, anxiolitice si anticonvulsive.

11.3.3.1. Studiu SPE

Curbele de elutie SPE obtinute pentru cele sase benzodiazepine studiate (alprazolam,
bromazepam, diazepam, flunitrazepam, medazepam si nitrazepam) sunt similare observandu-se o
retentic puternica pe adsorbantii de tip octadecil-silicagel, octil-silicagel si fenil-silicagel si o
retentie minima pe adsorbantul de tip cianopropil-silicagel. Modelarea cu ajutorul programului
Marvin a permis punerea in evidenta a zonelor polare din moleculele de benzodiazepine.

Curbele de elutie obtinute pentru alprazolam pe cei patru adsorbanti sunt prezentate in
Figura 52. Alprazolamul este 0 molecula voluminoasa, cu o geometrie neplana, care prezinta zone
polare datorate atomilor de azot din gruparea triazolica si a clorului dupa cum se observa in Figura
53. Retentia cea mai puternica a alprazolamului a fost observatd pe adsorbantii de tip C18, C8, si
fenil-silicagel datorita interactiilor m—n intre gruparile aromatice ale alprazolamului si gruparea
fenil a adsorbantului.

25+
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~ 20-®
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e
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S 154
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2 e CN
S 0P A C18
< v C8
g f LN |
s ot
© .
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Oﬁ-ﬂ-—-—-__.__.__.__.__——.—_-_.—_ﬁ
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Figura 52. Dependenta concentratiei de Figura 53. Structura alprazolamului
alprazolam la incarcarea cartusului cu sarcinile atomilor obtinute prin
SPE cu volume succesive de 2,5 mL programul Marvin (carbon - gri,
probd apoasa hidrogen - alb, azot - albastru,

clor - verde)
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Concentratia eluatului (uM)

Curbele de elutie obtinute pentru bromazepam pe cei patru adsorbanti de tip silicagel
modificat chimic sunt prezentate in Figura 54. Molecula de bromazepam prezintd o grupare fenil
perpendiculard pe nucleul diazepinic si sarcini negative pe atomii de oxigen, azot si brom (a se
vedea Figura 55). Retentia bromazepamului este puternica pe adsorbantul de tip octil-silicagel, in
timp ce pentru fenil-silicagel a fost obtinuta o curba de elutie tipica, de forma sigmoidala. Interactia
bromazepamului cu adsorbantul de tip cianopropil-silicagel este slaba astfel incat retentia este
minima, desi molecula poseda zone polare. Desi mecanismul de retentie pe adsorbantii C18 si C8
este similar (interactie hidrofobda) se observa ca retentia bromazepamului este mai mare pe
adsorbantul C8, ceea ce poate sa fie explicat prin caracterul mai putin hidrofob al acestuia.
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54 a . 4 C18
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Figura 54. Dependenta concentratiei de Figura 55. Structura bromazepamului
bromazepam la incarcarea cartusului cu sarcinile atomilor obtinute prin
SPE cu volume succesive de 2,5 mL programul Marvin (carbon - gri,
probad apoasa hidrogen - alb, azot - albastru

oxigen - rosu, brom - rosu inchis)

Curbele de elutie obtinute pentru flunitrazepam pe cei patru adsorbanti de tip silicagel
modificat chimic sunt prezentate in Figura 58. Molecula de flunitrazepam prezinta grupari polare
de tip nitro si un atom de fluor electronegativ dupd cum se observa in Figura 59. Desi
flunitrazepamul este compusul cel mai putin hidrofob dintre toate benzodiazepinele studiate se
observa ca retentia flunitrazepamului este mare pe adsorbantii C18, C8 si fenil-silicagel desi
hidrofobicitatea si polaritatea acestora este diferitd. Interactia flunitrazepamului cu adsorbantul de

tip cianopropil-silicagel nu este favorabila astfel incat retentia este minima.
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Figura 58. Dependenta concentratiei de
flunitrazepam la incarcarea cartusului
SPE cu volume succesive de 2,5 mL

proba apoasa

Figura 59. Structura flunitrazepamului
cu sarcinile atomilor obtinute prin
programul Marvin (carbon - gri,

hidrogen - alb, azot - albastru,

oxigen - rogu, fluor - albastru deschis)

Studiul SPE al benzodiazepinelor pe adsorbantii de tip silicagel modificat chimic a
evidentiat un comportament similar al acestora pe toti adsorbantii studiati desi nu a putut sa fie
calculat volumul de retentie (V,) si volumul final (Vy), deoarece nu s-a putut modela retentia

compusilor cu ajutorul functiei Boltzmann.

11.3.3.2. Studiu HPLC

Scopul studiului a fost cunoasterea retentiei benzodiazepinelor pe faze stationare continand
acelasi tip de adsorbanti ca cei utilizati in studiul SPE anterior (octadecil-silicagel, octil-silicagel,
fenil-silicagel si cianopropil-silicagel). Studiul a urmarit gasirea unor corelatii intre cele doua
procese cromatografice (HPLC si SPE). Studiile de retentie efectuate pe cele patru faze stationare
de tip silicagel modificat chimic pentru cele sase benzodiazepine pentru doi modificatori organici ai
fazei mobile (acetonitril si metanol) au permis estimarea factorului de retentie pentru o compozitie a
fazei mobile 100 % apoasa (log ky). Acest parametru este important deoarece permite compararea

cu retentia obtinuta din experimentele de extractie Tn faza solida unde solventul probei este apa.

11.3.3.2.1. Studiul retentiei benzodiazepinelor pe o fazd stationard de tip cianopropil-
silicagel
Studiul de retentie al celor sase benzodiazepine pe coloana de tip cianopropil-silicagel s-a

realizat pentru doi modificatori organici ai fazei mobile (acetonitril si metanol).
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Studiul efectuat a evidentiat scaderea retentiei cu cresterea procenutului de modificator
organic din faza mobild. Dependenta factorului de retentie (log k) pentru patru benzodiazepine pe
un interval de compozitii al fazei mobile cuprins intre 40—70 % acetonitril este prezentata in Figura
64. Pentru studierea retentiei cromatografice a medazepamului si bromazepamului a fost necesara
acidifierea componentei apoase a fazei mobile cu 0,1 % H3PO,4 85 %, pentru a controla retentia

deoarece acesti compusi erau puternic retinuti in coloana cromatografica.
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Figura 64. Dependenta retentiei (log k) benzodiazepinelor in functie de procentul de ACN pe
coloana Luna CN 3 zm, volum injectie 1 4L, debit 1 mL/min, 254 nm, 25 °C

Daca se extrapoleaza valoarea factorului de retentie la o compozitie 100 % apoasd a fazei
mobile se obtin valorile corespunzatoare log ky, cuprinse intre 0,5879 si 1,4516 pentru acetonitril ca
modificator organic al fazei mobile si intre 0,7006 si 2,5444 pentru metanol ca modificator organic

al fazei mobile.

11.3.3.2.2. Studiul retentiei benzodiazepinelor pe o faza stagionara de tip fenil-silicagel

Fazele stationare de tip fenil-silicagel asigura o selectivitate ridicatd pentru compusii
aromatici in principal datorita interactiilor de tip m—mn. Similar cu studiile de retentie efectuate pe
faza stationara de tip cianopropil-silicagel si in acest caz s-a utilizat ca modificator organic al fazei
mobile atat acetonitrilul cat si metanolul, obtindndu-se in ambele cazuri o dependentd de tip
polinomial.

Dependenta retentiei pentru cele sase benzodiazepine studiate atunci cand modificatorul
organic al fazei mobile a fost acetonitrilul este reprezentata grafic in Figura 68. Se observa ca
ordinea de elutie nu este corespunzatoare cresterii hidrofobicitatii compusilor, ceea ce indicd ca nu

interactia hidrofobica este dominanta in procesul de retentie.
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Figura 68. Dependenta retentiei (log k) in functie de procentul de ACN pe coloana Zorbax Eclipse
XDB Phenyl 5 um, volum injectie 1 ul, debit 1 mL/min, 254 nm, 25 °C

Valorile log ky corespunzatoare retentiei celor sase benzodiazepine la o faza mobila 100 %
apoasa sunt cuprinse intre 1,83 si 3,68 pentru acetonitril ca modificator organic al fazei mobile si

intre 1,96 si 5,44 pentru metanol ca modificator organic al fazei mobile.

I1.3.3.2.3. Studiul retentiei benzodiazepinelor pe o faza stagionara de tip octil-silicagel

Similar cu studiile prezentate anterior, studiile de retentie pentru benzodiazepine pe faza
stationara de tip octil-silicagel s-au realizat atat cu metanol cat si cu acetonitril ca modificator
organic al fazei mobile obtinandu-se o dependentd de tip polinomial. Dependenta retentiei
benzodiazepinelor studiate in functie de procentul de acetonitril din faza mobila pe coloana Zorbax

Eclipse XDB C8 este prezentata in Figura 71.
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Figura 71. Dependenta retentiei (log k) in functie de procentul de ACN pe coloana Zorbax Eclipse
XDB C8 5 um, volum injectie 1 1L, debit 1 mL/min, 254 nm, 25 °C
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Retentia corespunzatoare unei faze mobile 100 % apoasa pentru cele sase benzodiazepine
obtinuta prin extrapolare are valori cuprinse intre 1,93 si 4,44 pentru acetonitril ca modificator

organic al fazei mobile si intre 3,40 si 5,62 pentru metanol ca modificator organic al fazei mobile.

11.3.3.2.4. Studiul retentiei benzodiazepinelor pe o faza stagionara de tip octadecil-

silicagel

Studiile de retentie ale benzodiazepinelor pe faza stationara de tip octadecil-silicagel au fost
efectuate pe un interval de compozitii al modificatorului organic in faza mobila cuprins intre 30-50
% pentru acetonitril si intre 45-65 % pentru metanol. Dependenta retentiei in functie de procentul de

acetonitril din faza mobila pentru cele sase benzodiazepine studiate este prezentata in Figura 75.
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Figura 75. Dependenta retentiei (log k) in functie de procentul de ACN pe coloana Zorbax Eclipse
XDB C18 5 um, volum injectie 1 L, debit 1 mL/min, 254 nm, 25 °c

Retentia benzodiazepinelor corespunzatoare unei faze mobile 100 % apoasa a fost obtinuta
prin extrapolare avand valorile cuprinse intre 2,71 si 3,07 pentru acetonitril ca modificator organic
al fazei mobile si Intre 3,55 si 5,51 pentru metanol ca modificator organic al fazei mobile

Studiile cromatografice au evidenfiat complexitatea mecanismului de retentie a
benzodiazepinelor pe cele patru faze stationare de tip silicagel chimic in care nu numai un singur tip

de interactie este responsabil pentru retengie.

1.3.3.3. Compararea rezultatelor SPE si HPLC
Valorile retentiei benzodiazepinelor studiate atat prin studii de retentie HPLC cét si SPE
sunt prezentate comparativ in Tabelul 37. Din punct de vedere calitativ se poate observa ca retentia

in cele doua procese este corelabild aratand similitudinea acestor procese
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Tabelul 37. Compararea retentiei celor sase benzodiazepine obtinute prin cele doua tehnici HPLC si

SPE
Retentie HPLC (log k) Retentie SPE (Vg - mL)
Compus
C18 C8 CeHs CN C18 C8 CeHs CN
Alprazolam 4,31 4,27 3,38 2,51 5 > 670 >120
Bromazepam 3,55 3,40 1,96 0,70 5 > 100 28

Diazepam 4,81 4,77 3,76 2,54 > 35 > 35 > 60

Flunitrazepam | 3,99 3,99 4,53 2,28 > 60 > 375 >75

Medazepam 5,51 5,62 5,44 1,39 > 35 > 35 > 35

2 | = I Y = S

Nitrazepam 3,72 3,59 2,40 2,13 >80 > 55 > 55

11.3.3.4. Studiul de concentrare a benzodiazepinelor pe doi adsorbangi de tip silicagel

modificat chimic

Studiul de concentrare a benzodiazepinelor pe doi adsorbanti de tip octil-silicagel si fenil-
silicagel s-a realizat la nivele de concentratii de uM, deoarece nu este de asteptat o supraincarcare a
adsorbantului, singurul factor care influenteaza retentia fiind factorul de retentie. Conformatia
moleculelor joacd un rol important 1n interactia analitilor cu particulele de adsorbant. Rezultatele
obtinute indica ca acetonitrilul este un solvent potrivit pentru desorbtie. Desorbtia medazepamului
de pe suprafata octil-silicagelului nu este totala datorita unei interactii puternice cu adsorbantul.

Gradul de recuperare obfinut pentru cele sase benzodiazepine este cuprins intre 24 si 82 %.

11.3.4. Concluzii

Studiile in paralel efectuate prin SPE si HPLC pe patru faze stationare similare (C8, C18,
fenil-silicagel si cianopropil-silicagel) au aratat urmatoarele:
- benzodiazepinele interactioneaza puternic cu fazele stationare hidrofobe de tip C8 si C18. Aceasta
aratda ca partile avand caracter hidrofob din moleculele compusilor studiati interactioneaza
preponderent cu lanturile alchil de pe suprafata adsorbantilor utilizati,
- faptul ca retentia acestor compusi pe faza stationara de tip cianopropil-silicagel atat in SPE cat si
in HPLC este mica arata ca interactiile polare din molecula de analit si gruparea polara CN au loc
Tntr-o masura mai mica datorita entitatilor cu caracter hidrofob voluminoase din molecula de analit;
- in cazul fazei stationare de tip fenil-silicagel in HPLC, interactia analitilor este situatd aproximativ
intre CN si C8, fapt explicabil prin hidrofobicitatea mai micd a fenilului In comparatie cu lantul

octil;
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I1.4. Studii de retentie si separare a unor compusi organici polari utilizand o

faza stationara de tip pentafluorofenil-silicagel

11.4.1. Problematica studiului

Fazele stationare de tip perfluoro-silicagel au fost introduse in anul 1980, conferind o
selectivitate crescuta pentru compusii aromatici halogenati, dar si pentru biomolecule. Scopul
studiului a fost investigarea proprietatilor de retentie pentru diferifi compusi aromatici cu sau fara
atomi de halogen in molecula pe o faza stationara de tip pentafluorofenil-silicagel pentru a evidentia

rolul interactiilor de tip polar §i m—m in procesul de retentie.

11.4.3. Rezultate si discutii

Studiul de retentie al adeninei pe coloana PFP s-a realizat pentru acetonitril ca modificator
organic al fazei mobile observandu-se o dependentd de tip sigmoidal destul de rar intalnita.
Interactia adeninei cu faza stationara este putin favorabild dupa cum se observa din valoarea
factorului de retentie (log k) din Figura 86. Forma atipica poate sa fie explicata prin echilibrele
tautomere amino-imino ale moleculei de adenina care au diferite hidrofobicitati si interactioneaza

diferit cu faza stationara.
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-0,8 4

% ACN

Figura 86. Dependenta factorului de retentie in functie de procentul de acetonitril din faza mobila

pentru adening, coloana Luna PFP, debit 0,3 mL/min, 254 nm, 25 °c

11.4.3.1. Studiul retentiei compusilor organici de importanta farmaceutica pentru diferiti

modificatori organici ai fazei mobile pe o fazi stationara de tip pentafluorofenil-silicagel

Studiile de retentie si separare efectuate pentru indapamid, simvastatin, lovastatin pe
coloana de tip pentafluorofenil-silicagel au fost realizate pentru trei modificatori organici ai fazei
mobile: metanol, acetonitril i metanol:acetonitril obtinandu-se in toate cazurile o separare cu o

rezolutie buna, desi simvastatinul si lovastatinul difera doar printr-o grupare metil. Tn urma studiilor
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de retentie efectuate cu acetonitril ca modificator organic al fazei mobile au fost obtinute
dependente de tip polinomial (a se vedea Figura 88). Dependente de tip polinomial au fost obtinute

si pentru metanol si amestec metanol:acetonitril ca modificator oganic al fazei mobile.
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Figura 88. Dependenta retentiei (log k) in functie de procentul de acetonitril din faza mobila pentru

indapamid, lovastatin si simvastatin

11.4.3.2. Studiul retentiei unor compusi aromatici halogenati pe o fazd stationard de tip

PFP

Tn acest studiu s-a urmdrit investigarea retentiei a cinci compusi aromatici clorurati cu
hidrofobicitati medii (2-clorfenol; 2,4-diclorfenol; 2,6-diclorfenol; 1,4-diclorbenzen si 1,2,4,5-
tetraclorbenzen) pe coloana PFP. Dependenta retentiei acestor compusi in functie de procentul de
modificator organic din faza mobild (metanol sau acetonitril) pe faze stationare de tip

pentafluorofenil-silicagel este de tip polinomial.
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Figura 92. Dependenta factorului de retentie (log k) in functie de procentul de acetonitril din faza

mobila pentru compusii aromatici clorurati studiati
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11.4.3.3. Studiul termodinamic al retentiei pentru compusi aromatici halogenati pe

coloana PFP

Studiul termodinamic al retentiei compusilor aromatici halogenati pe coloana PFP a permis
calcularea parametrilor termodinamici de transfer din faza mobila in faza stationara (entalpie libera
standard (AH) si entropie libera standard (AS)), a se vedea Tabel 43. A fost observata scaderea
timpului de retentie odata cu cresterea temperaturii in coloana cromatografica pentru toti cei cinci
compusi studiati (2-clorfenol, 2,4-diclorfenol, 2,6-diclorfenol, 1,4-diclorbenzen si 1,2,4,5-
tetraclorbenzen). Dependentele liniare obtinute indicd cd mecanismul de retentie nu se schimba

odata cu variatia temperaturii.

Tabel 43. Valorile calculate pentru variatia standard a entalpiei si entropiei de distributie a analitilor

Intre faza mobila si faza stationara

AH° AS°
Compus
(kJ/mol) | (I/mol K)
2-clorfenol -8,55 -33,05
2 6-diclorfenol -8,87 -28,81
2 4-diclorfenol -9,38 -31,75
1,4-diclorbenzen -9.39 -23,07
1,2,4,5-tetraclorbenzen -9,45 -16,05

11.4.3.4. Studiul de retengie si separare a patru izomeri ai hexaclorciclohexanului pe o

faza stagionara de tip pentafluorofenil-silicagel

Separarea izomerilor hexaclorciclohexanului (o, B, & si y) pe faza stationara de tip
pentafluorofenil-silicagel s-a realizat la diferite compozitii ale modificatorului organic in faza
mobild obtinandu-se o rezolutie mai buna Tn cazul acetonitrilului decat pentru metanol. Cea mai
buna separare a celor patru izomeri s-a obtinut la 35 % ACN in faza mobila, dar intr-un timp de

aproximativ 70 de minute ceea ce conduce la largirea picurilor cromatografice.

11.4.3.5. Comparatie intre retentia si separarea pentru izomerii hexaclorciclohexanului pe

faze stationare de tip C8, C18 si PFP

Studiile comparative pentru izomerii hexaclorciclohexanului efectuate pe trei faze stationare
de tip octadecil-silicagel, octil-silicagel si pentafluorofenil-silicagel au evidentiat faptul ca C18 si
C8 ofera o rezolutie si selectivitate mai buna decét coloana de tip PFP dupa cum se poate observa

din Figurile 103 si 104, desi timpul de separare este mai mic in cazul coloanei PFP.
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Figura 103. Cromatograme suprapuse obfinute in urma injectiei unui amestec de HCH pe
coloanele Zorbax Eclipse XDB C18 si C8, F.M. 50 % ACN:50 % H0, debit 1 mL/min, 200 nm,
25°C
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Figura 104. Cromatograma obtinutd in urma separarii izomerilor HCH pe coloana Luna PFP, F.M
50 % ACN:50 % H,0, debit 0,3 mL/min, 200 nm, 25°C
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I1.5. Studii de retentie la injectia de volume mari de solventi aromatici pe o

faza stationard de tip fenil in cromatografia de lichide in faza inversa

11.5.1. Problematica studiului

Tn acest studiu s-a urmdrit investigarea retentiei a sapte compusi organici aromatici (fenol,
acid acetilsalicilic, acid benzoic, alcool benzilic, codeina, trimetazidina, 4,4-dipiridind) pe o faza
stationara de tip fenilhexil-silicagel atunci cand se utilizeaza pentru solubilizare si injectare solventi

aromatici dintr-o serie omoloaga (benzen, toluen, ctilbenzen si propilbenzen).

I1.5.3. Rezultate si discutii

S-a urmadrit studierea influentei volumului de injectie (1-100 pL) si a tipului de solvent
asupra retentiei cromatografice a sapte compusi aromatici pe o faza stationara de tip fenilhexil-
silicagel. In urma studiilor efectuate au fost obtinute dependente liniare ale factorului de retentie in

functie de volumul de injectie pentru toti cei sapte compusi studiati pentru toti cei patru solventi

folositi.
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Figura 107. Dependenta factorului de retentie de volumul de injectie pentru cei sapte compusi

studiagi utilizand benzenul ca solvent

Retentia compusilor scade linear cu cresterea cantitdtii de solvent injectatd in coloana
cromatografica. Cresterea hidrofobicitatii solventului de la benzen la propilbenzen a avut o
influenta minima asupra retentiei compusilor, ceea ce arata ca este posibil ca centrii de adsorbtie ai

fazei stationare sa fie in mod egal ocupati.
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