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2. CONTRIBUTII ORIGINALE

In general temperatura joaca un rol important in HPLC, influentand retentia, rezolutia
cromatografica, simetria si eficienta picurilor cromatografice, relatia fundamentala ce descrie
influenta temperaturii asupra retentiei cromatografice fiind datd de ecuatia van’t Hoff.
Aceasta ecuatie a fost utilizatd pe larg in literatura de specialitate in calcularea parametrilor
termodinamici, AH®, AS°® si AG® ce caracterizeaza transferul moleculelor de analit din faza
mobilad 1n faza stationard. Majoritatea studiilor au la baza reprezentari grafice de tip van’t
Hoff, din ale caror pante si interceptii la ordonatd sunt calculate marimile termodinamice
mentionate anterior.

Existd destul de multe situatii, semnalate si de literatura de specialitate, in care
dependenta dintre In k” si 1/T nu este una liniara [147, 161, 163]. S-au avansat deja cateva
teorii privind aceasta deviatie de la liniaritate a ecuatiei van’t Hoff, dintre care posibilitatea sa
aibd loc interactii multiple intre analit §i faza stationara. O altd explicatie consta in variatia
raportului volumelor de faze din coloana cromatografica (,,phase ratio” - ®) cu temperatura
[20], care poate influenta astfel liniaritatea ecuatiei van’t Hoff. De aceea, lucrarea prezenta isi
propune sa abordeze influenta structurii compusilor asupra comportarii din punct de vedere
termodinamic in RP-HPLC, precum si posibilitatea variatiei parametrului ® cu temperatura
coloanei cromatografice care poate conduce la o deviatie de la liniaritate a ecuatiei van’t
Hoff. Pentru aceste scopuri au fost selectate cateva clase de compusi chimici cu structuri
complexe care se pot prezenta in mai multe forme in faza mobila prin variatia pH-ului
componentei apoase. Aceste clase de compusi au fost studiate comparativ cu o clasa de

hidrocarburi aromatice a caror structura nu este influentata de compozitia fazei mobile.

2.1. Studiul comportarii termodinamice in cromatografia de lichide in faza
inversa cu respectarea dependentei van’t Hoff

Problematica studiului

Pentru inceput a fost studiat efectul temperaturii asupra retentiei unor compusi a caror
structurd nu este modificatd de pH-ul fazei mobile. Tn acest scop, s-au ales compusi simpli
din punct de vedere functional, detectabili usor prin UV si care au retentie cromatografica
acceptabili. In separirile RP-HPLC, temperatura este un parametru esential ce controleazi
retentia cromatografica si selectivitatea separdrilor, iar dependenta factorului de retentie al
unui compus de temperatura coloanei cromatografice este descrisa de ecuatia van’t Hoff:

AH®  AS©
Ink' = — +
RT R

+Ind (2.1.1)



unde AH® si AS° reprezinta variatia de entalpie standard si, respectiv, de entropie standard ce
caracterizeaza procesul de transfer al analitului din faza mobila in faza stationard, R este
constanta universala a gazelor, T este temperatura in grade Kelvin, iar @ reprezinta raportul
de volume al celor doua faze (® = Vs/Vm, unde Vi este volumul fazei stationare, iar Vm este
volumul gol sau liber al unei coloane cromatografice).

Pentru acest studiu s-a ales o serie de substante chimice simple de tip alchilfenil
pentru care s-a urmdrit influenta temperaturii coloanei cromatografice precum si a
compozitiei fazei mobile asupra retenfiei acestora. Din datele de retengie obtinute
experimental s-au calculat parametrii termodinamici importanti ai procesului de retentie
cromatografica. Astfel, a fost luatd in lucru seria omologa benzen-propilbenzen, aceasta fiind
aleasa din considerentele mentionate, cel mai important fiind acela cd acestea sunt specii
chimice a caror structurd nu suferda modificari pe parcursul desfasurarii experimentelor
cromatografice.

Experimentele au fost realizate folosind cateva coloane HPLC comerciale avand drept
faza stationara silicagel modificat cu grupari octil sau octadecil. Faza mobila a fost alcatuita
din doud componente: componentd organica — acetonitril (ACN) sau metanol (MeOH) si
componenta apoasa. Toate experimentele au avut loc in intervalul de temperatura 20°-50°C,
debitul fazei mobile a fost de 1 mL/min, modul de lucru fiind izocratic. Cromatogramele au
fost inregistrate prin masurarea absorbantei la lungimea de unda de 254 nm.

Dupa cum se poate observa din exempul redat in figura de mai jos rezolutia
separarilor este foarte mare, iar forma si eficienta picurilor sunt acceptabile, cromatogramele
prezentand o separare clard a celor patru substante si o imbunatatire a caracteristicilor de pic

concomitenta cu cresterea temperaturii.

mal

Benzen

Etilbenzen
Propilbenzen

]




Figura 2.2. Cromatogramele suprapuse pentru cele patru hidrocarburi in intervalul de temperatura
20°-50°C obtinute pe coloana Gemini C18 pentru faza mobila
50% ACN (acetonitril) si 50% Hz0 (V:V).

2.1.1. Dependenta van’t Hoff pentru faze stationare de tip octil si octadecil
silicagel la diverse compozitii de faza mobila

Prelucrarea datelor de retentie si interpretarea acestora

Influenta temperaturii coloanei cromatografice asupra retentiei celor patru
hidrocarburi a fost studiata pe patru coloane cromatografice si la mai multe compozitii ale
fazei mobile, pentru cei doi modificatori organici folositi.

Studiul de comportare cromatografica al celor patru hidrocarburi in ceea ce priveste
influenta temperaturii asupra procesului de retentie are aceeasi concluzie indiferent de
coloana utilizata sau de compozitia fazei mobile: valoarea timpului de retentie al celor patru
hidrocarburi si deci, implicit si valoarea factorului de retentie scade cu cresterea temperaturii.

De asemenea, valoarea timpului de retentie si, respectiv, valoarea logaritmului natural
al factorului de retentie scade cu cresterea procentului de modificator organic din faza
mobild, indiferent de modificatorul organic utilizat.

Valorile logaritmului natural al factorului de retentie calculate pentru toate
hidrocarburile au fost reprezentate grafic in functie de inversul valorii absolute a temperaturii
coloanei cromatografice. Un exemplu ale acestor dependente este prezentat in figura

urmatoare pentru o coloana cu faza stationara de tip octadecil silicagel (figura 2.4).

2.5

2] A 1 B

249 Propilt R=0 9900
mvw 204 Pmptlbmz:n
224

] RZ09017
i =0 i R2=0.0080
31.3 | Etlbenz=n g Etilbenzen
=] A 2404
R=0.0032 . 2
1.4 Toluen Toluen B=00037
1.5
1.24
10 BWMPE 10 BEM&GSE

ﬂa T T T T T T T 1 T T T T T T T 1
205 210 215 220 235 330 235 24D 245 305 341 3415 22 335 330 338 240 345

/Ty *10° &y (1T * 107 &l

1=) 5099

Figura 2.4. Dependenta logaritmului factorului de retentie in functie de inversul valorii temperaturii
absolute a coloanei cromatografice pentru coloana Gemini C18 pentru cele patru hidrocarburi
studiate: A — fazd mobilda 50% CH3CN / 50% H,0; B — faza mobild 55% CH30H / 45% H,0 (v/v).
Aceste dependente pot fi modelate matematic de o functie liniara, fiind fitate folosind

o ecuatie de gradul unu, de forma:



Ink"=a+b-(1/T) (2.1.2)

in care a si b sunt parametrii de regresie liniara calculati cu ajutorul programului Origin.

Studii asupra procesului de retentie al acestor hidrocarburi pot fi intalnite in literatura
in diferite contexte: calcularea coeficientului de partitie octanol/apa, Kow, [15] calcularea
raportului dintre volumele celor doua faze, @, [14] sau in studii de influentd a temperaturii
asupra valorilor extrapolate ale factorului de retentie pentru apa ca faza mobila [172].

Valorile parametrilor de regresie liniara pot fi folosite pentru a calcula parametrii
termodinamici asociati procesului de retenfie cromatografica: variaia entalpiei, respectiv
variatia entropiei asociate procesului de transfer al analitului din faza mobild in faza
stationard, precum si variatia energiei libere Gibbs. Acesti parametrii termodinamici au fost
calculati in cadrul acestui studiu de comportare al procesului de retentie cu temperatura

folosind urmatoarele ecuatii:

AH® = —Rb (2.1.3)
AS° = R(a — In®d) (2.1.4)
AG° = AH° — T - AS° (2.1.5)

In calculul variatiei entropiei standard intervine valoarea logaritmului natural al
raportului dintre volumul fazei stationare si volumul fazei mobile sau volumul gol (liber) al
coloanei cromatografice. Se pot face unele aproximari pentru a calcula variatia entropiei din
reprezentarile grafice de tip van’t Hoff. Astfel, ludnd in considerare faptul ca intervalul de
temperatura utilizat in acest studiu este mic, o aproximare corecta [13, 14, 173] a valorii
raportului volumelor celor doud faze ar putea fi considerata in intervalul 0,20-0,25. Tn acest
studiu a fost utilizata cea mai mare valoare a lui @, adica 0,25.

Valorile corespunzatoare variatiei entalpiei standard urmeaza aceeasi tendinta, acestea
crescand de la benzen la propilbenzen, indiferent de modificatorul organic folosit sau de
coloana cromatografica pe care s-a realizat experimentul. Totodata, se observa o scadere a
valorii variatiei entalpiei standard la cresterea procentului de modificator organic in faza
mobila. Din punct de vedere termodinamic valorile negative ale variatiei entalpiei standard
pentru transferul analitilor din faza mobila in faza stationara se coreleaza cu un proces
exoterm, deci cu o eliberare de energie in sistemul cromatografic atunci cand acest transfer se
realizeazd. Atunci cand temperatura coloanei cromatografice creste procesul de retentie este
descurajat si astfel are loc scaderea timpului de retentie, comportament de tip van’t Hoff.

Valorile corespunzdtoare variatiei entropiei standard urmeaza aceeasi tendintd cu cele

corespunzatoare variatiei entalpiei standard atunci cand modificatorul organic este metanolul,

7



acestea crescand de la benzen la propilbenzen 1n concordantd cu cresterea caracterului
hidrofob al hidrocarburilor si inregistrandu-se o scadere a valorii variatiei entropiei standard
la cresterea procentului de metanol in faza mobild. Acest lucru denota faptul ca interactiile
devin mai puternice intre hidrocarburi si faza stationara de tip alchil silicagel de la benzen la
propilbenzen deoarece creste caracterul hidrofob al acestora, lantul alifatic contribuind la
interactiile hidrofobe ce au loc in sistemul cromatografic.

In cazul utilizarii acetonitrilului drept modificator organic variantia entropiei standard
nu urmeazd o tendintd anume, desi in unele cazuri aceasta este inversa variagiei entalpiei
standard, scazand de la benzen la propilbenzen. O altd diferenta este aceea cd in cazul
utilizarii metanolului drept modificator organic valorile variatiei entropiei standard sunt
negative indiferent de coloana utilizata sau de procentul de metanol din faza mobila, in timp
ce in cazul utilizarii acetonitrilului drept modificator organic in faza mobila unele valori ale
variatiei entropiei standard sunt pozitive. O valoare negativa a AS°® se coreleaza cu faptul ca
retentia analitului in faza stafionara are drept consecintda o ordonare a sistemului fiind
realizatd printr-o interactie puternica a acestuia cu faza stationara.

Prin prismd termodinamicd intre cei doi parametrii existd mereu un fenomen de
compensare, in acest caz procesul de retentie fiind dictat de parametrul entalpic, pentru care
se obtin valori mult mai importante din calculele aferente.

Valorile corespunzitoare variatici energiei libere Gibbs la 25°C urmeaza aceeasi
tendinta indiferent de modificatorul organic utilizat sau de coloana cromatografica folosita,
acestea crescand de la benzen la propilbenzen in concordantd cu caracterul hidrofob al
hidrocarburilor si suferind o usoara scadere cu cresterea procentului de modificator organic in
faza mobild. Valorile variatiei energiei libere Gibbs sunt negative indiferent de modificatorul
organic folosit sau de procentul acestuia in faza mobila, ceea ce denota faptul ca procesul de
transfer al hidrocarburilor intre cele doua faze cromatografice este unul spontan, interactia

analitilor fiind mai puternica cu faza stationara decat cu faza mobila.

Concluziile studiului

Valorile obtinute pentru variatia entalpiei standard si variatia entropiei standard pentru
cele patru hidrocarburi se incadreaza in intervalele [-10,3; -5,8] kJ/mol pentru benzen, [-12,5;
-7,3;] kd/mol pentru toluen, [-14,4; -7,5] kJ/mol pentru etilbenzen si [-16,7; -8,1] kJ/mol
pentru propilbenzen (valorile pentru AH°), respectiv in intervalele [-13,2; -2,9] J/mol-K
pentru benzen, [-14,9; 0,1] J/mol-K pentru toluen, [-16,2; 2,9] J/mol-K pentru etilbenzen si [-

18,7; 5] J/mol-K pentru propilbenzen (valorile pentru AS°). Aceste valori sunt in concordanta
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si cu unele dintre datele de literatura din studiile HPLC prezentate in partea teoretica a tezei

in tabelul 1.5 [149, 151, 153, 154].

2.1.2. Dependenta van’t Hoff pentru faze stationare de tip fenil silicagel la
diverse compozitii de faza mobila

Prelucrarea datelor de retentie si interpretarea acestora

Studiul de fata isi propune analiza influentei modificatorului organic prezent in faza
mobild, acetonitril versus metanol, asupra retentiei celor patru hidrocarburi studiate anterior
(benzen, toluen, etilbenzen, propilbenzen) folosind drept faza stationara o coloana
cromatografica de tip Eclipse XDB-Phenyl (Zorbax) (silice modificatd cu grupari fenil). De
data aceasta, pe langa interactiile van der Waals dintre moleculele de analit si lanturile
hidrocarbonate din faza stationara, intervin si interactii de tip m-nt. Influenta modificatorului
organic va fi analizata prin calcularea si compararea valorilor unor parametrii termodinamici
specifici procesului de retentie cromatografica. Au fost studiate cate trei compozitii de faza
mobild pentru acetonitril sau metanol. Datele de retentie pentru cele patru hidrocarburi au fost
inregistrate pe acelasi domeniu de temperatura, 20°-50°C. Valorile logaritmului natural al
factorului de retentie calculate pentru toate hidrocarburile au fost reprezentate grafic in
functie de inversul valorii absolute a coloanei cromatografice (reprezentari de tip van’t Hoff).
Exemple ale acestor dependente, pentru doud compozitii de faza mobila, sunt prezentate in
figura urmatoare (figura 2.6).
A B
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Figura 2.6. Dependenta logaritmului factorului de retentie in functie de inversul valorii temperaturii
absolute a coloanei cromatografice pentru coloana Eclipse XDB-Phenyl pentru cele patru hidrocarburi
studiate: A — faza mobila 50% CH3CN / 50% H,0; B — faza mobila 50% CH3OH / 50% H,0 (v/v).

Aceste dependente pot fi modelate matematic de o functie liniara, parametrii de

regresie liniard pentru cei patru compusi studiati, pentru diferitele faze mobile, fiind



prezentati in tabelul 2.17. Literatura de specialitate raporteaza un studiu aseméanator efectuat
in alte conditii de separare cromatografica, utilizat pentru compararea datelor termodinamice
calculate [175].

Conform metodologiei curente, valorile pantelor pentru cele patru hidrocarburi
studiate din cele sase compozitii ale fazei mobile au fost folosite pentru a calcula variatia
entalpiei standard asociatd procesului de transfer al analitului din faza mobila in faza
stationara, in timp ce valorile interceptelor au fost folosite pentru a calcula variatia entropiei
standard, tinand seama de aproximatiile mentionate anterior [13, 14, 173] pentru valoarea lui
@ si utilizand ecuatiile (2.1.3) si (2.1.4) prezentate anterior.

O reprezentare grafica a valorilor AH® in functie de procentul de modificator organic

din faza mobila este prezentata in figura 2.7.

104 Acetonitril

424

=

=

E s Eenzm

ool Toluzn

i ilbe

5 e Etllb..,nr.;n
Propilbenzzn

Benzn
Toluzn
Efilbenz=n
Propilbenzzn

-18 4

-20 T T T T T T T T

T
=] 40 42 44 48 48 ED B2 B4 B
% Modificator organic

Figura 2.7. Dependenta variatiei entalpiei standard (AH®) corespunzatoare transferului hidrocarburilor
aromatice din faza mobila in faza stationarad cu continutul fazei mobile in modificator organic
(acetonitril versus metanol).

Principala observatie din figura 2.7 este diferenta mica a valorii AH® pentru cele patru
hidrocarburi aromatice studiate in cazul utilizarii acetonitrilului drept modificator organic in
compozitia fazei mobile. Aceastd influentd a acetonitrilului asupra valorilor AH® poate fi
atribuita efectului de suprimare a interactiilor n-n dintre hidrocarburile aromatice si inelele
fenilenice atasate pe suprafata silicagelului. Metanolul si apa pot fi implicate doar in legaturi
de hidrogen slabe cu structurile aromatice [177] si nu pot suprima fortele van de Waals dintre
solut si faza stationard. Schimbarea fazei stationare la fenil silicagel de la octadecil sau octil
silicagel nu are influente in ceea ce priveste comportarea sistemului, procesul de retentie fiind

tot unul exoterm, guvernat de parametrul entalpic.

10



In mod contrar variatiei entalpiei standard, valorile corespunzatoare variatiei entropiei
standard scad odata cu cresterea caracterului hidrofob, respectiv cu cresterea lantului alifatic
atasat de ciclul benzenic atunci cand modificatorul organic folosit este acetonitrilul si cresc
odata cu cresterea caracterului hidrofob al hidrocarburilor cand modificatorul organic utilizat
este metanolul, urmand aceeasi tendinta precum variatia de entalpie standard (figura 2.8).

Valorile lui AG® pentru tot intervalul de temperaturd (20°-50°C) au fost luand in
considerare parametrul raportului volumelor celor doua faze utilizat pentru estimarea
contributiei entropice la procesul de partitie. Valoarea lui AG® creste de la benzen la
propilbenzen pentru fiecare compozitic a fazei mobile. Pe de alta parte, valoarca AG® este
influentatd de compozitia fazei mobile, aceasta scazand odatd cu cresterea continutului
modificatorului organic. Acest lucru este in conformitate cu alte studii termodinamice

anterioare ale procesului de retentie in RP-HPLC, in conditii de elutie similare [17, 178-181].

Concluziile studiului

Studiul cromatografic prezentat a avut drept scop determinarea influentei
modificatorului organic asupra procesului de retentic a unui amestec de hidrocarburi (seria
benzen-propilbenzen) in cromatografia de lichide in faza inversa pentru o coloana
cromatografica cu faza stationara de tip fenil silicagel.

Acest studiu experimental a aratat faptul ca hidrocarburile studiate prezinta o
comportare de tip van’t Hoff indiferent de faza mobila utilizatd, dependentele de tip van’t
Hoff obtinute fiind liniare si caracterizate de coeficienti de determinare foarte buni, fiind
calculati si parametrii termodinamici asociati procesului de transfer al analifilor din faza
mobild in faza stationara (AH®, AS° si AGP®), precum si un alt parametru important al

procesului de retentie: selectivitatea de separare.

2.1.3. Influenta temperaturii asupra valorilor extrapolate ale retentiei pentru
faze mobile cu continut total de apa

Pe langd temperaturd, retentia in RP-HPLC este influentatd de compozitia fazei
mobile. O dependenta general observata in RP-HPLC pentru variatia factorului de retentie
(k’) de concentratia modificatorului organic, ¢, este data de ecuatia empirica dintre logaritmul

factorului de retentie k’ si ¢ [10, 185, 186]:
logk! =a+b-¢ (2.1.16)
Aceasta dependenta poate fi studiatd pentru orice compus care prezinta retentie fata de

o faza stationard C8, C18 sau fenil pentru un anumit domeniu al concentratiei modificatorului
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organic [187-190]. Regresii liniare bazate pe ecuatia (2.1.16) pot fi dezvoltate folosind setul
de valori experimentale (k’, ¢) si utilizate in caracterizarea comportamentului de retentie al
analitilor studiati pe o faza stationara utilizatd [191-193]. Aceastd dependenta este explicata
de teoria solvofobica si poate fi utilizatd in prezicerea comportamentului de retentie al
compusilor organici nepolari sau slab polari prin mecanism de faza inversa [79, 86].

Pentru ¢ = 0, valoarea log k’ corespunde unei faze mobile care consta doar in apa si,
de obicei, aceasta este desemnatd drept valoarea extrapolatd a logaritmului zecimal al
factorului de retentie, log k,,. Din ecuatia (2.1.16) rezulta ca log k,, = a. Pe de alta parte,
valoarea extrapolata a factorului de retentie este corelatd cu constanta de partitie (Kws) a
solutului distribuit intre faza mobild (apd) si faza stationard hidrofoba, dupa formula
cunoscuta:

kyy = @ Kys (2.1.17)

Studiul a urmarit pe langa determinarea parametrului ky, din dependentele (2.1.16)
aplicate valorilor experimentale (k’, ¢), posibilitatea ca la randul lor aceste valori extrapolate
k!, si depindd de temperatura coloanei. In acest caz, ecuatia van’t Hoff poate fi scrisa in
forma:

AH® + AS°
2,303RT  2,303R

logk',, = + log @ (2.1.18)

O astfel de posibilitate ar putea oferi ocazia determinarii parametrilor termodinamici
ce ar caracteriza partitia hidrocarburilor studiate intre o faza mobila total apoasd si faza
stationara hidrofoba. Totodata, existenta acestei relatii ar fi o demonstratie a corectitudinii

experimentelor efectuate, afectate de erori mici sistematice sau intdmplatoare.

Prelucrarea datelor de retentie si interpretarea acestora

Influenta compozitiei fazei mobile asupra retentiei a fost studiatd pe intervalul de
temperatura 25°-50°C la cinci procente diferite ale modificatorului organic folosit, acetonitril
si metanol. In cazul utilizarii acetonitrilului procentele acestuia in faza mobild au fost: 45%,
47,5%, 50%, 52,5% si 55%. in cazul utilizdrii metanolului drept modificator organic
procentele acestuia In faza mobila au fost: 50%, 52,5%, 55%, 57,5% si 60%. In ambele cazuri
faza mobild este bicomponenta: modificator organic-apa. Acest studiu a fost realizat pe doua
coloane cromatografice: Gemini C18 (Phenomenex) si BDS Hypersil C18 (Thermo

Scientific).
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Figura 2.10. Cromatogramele suprapuse pentru cele patru hidrocarburi (ordine de elutie: benzen,
toluen, etilbenzen, propilbenzen) obtinute la temperatura de 25°C pe coloana Gemini C18 la diferitele
compozitii de faza mobila (45-55% acetonitril).

Factorul de retentie (k’) pentru cele patru hidrocarburi aromatice a fost masurat
folosind diferitele compozitii ale fazei mobile mentionate anterior, pentru ambele coloane
cromatografice, regresiile liniare aplicate dependentelor log k’ versus ¢ conducand la
parametrii de regresie a si b. Valorile extrapolate ale log k’ pentru faza mobila care consta
doar in apa si anume log ky,, depind de temperatura coloanei conform ecuatiei van’t Hoff, cu
parametrii de regresie notati de aceastd datd a’ si b’. Indiferent de modificatorul organic
folosit diferentele dintre parametrii de regresie obtinuti pentru cele doud coloane

cromatografice sunt foarte mici.
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Figura 2.12. Dependenta valorilor extrapolate ale log ks, versus 1/T pentru hidrocarburile aromatice
studiate obtinuta pe coloana BDS Hypersil C18 pentru modificator organic
acetonitril (A), respectiv metanol (B).

Folosind ecuatiile (2.1.3) si (2.1.4), au fost calculate valorile pentru AH® si AS®, valori
corespunzatoare unei partitii ipotetice a hidrocarburilor studiate intre apa ca faza mobila si

faza stationara de tip silicagel modificat cu grupari C18 (tabel 2.26 si tabel 2.27).
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Aceste valori sunt de aceeasi marime cu valorile raportate pentru alti compusi
hidrofobi si pentru faze mobile constand in amestecuri diferite de modificator organic
(acetonitril) si apa [7, 178, 194]. O concluzie care poate fi trasa din valorile enumerate in
tabelele 2.26 si 2.27 este legata de caracterul hidrofob al hidrocarburilor studiate: cu cat
caracterul compusului studiat este mai hidrofob cu atat valoarea variatiei entalpiei standard
pentru transferul compusului din faza mobild in faza stationara este mai mare. Conform
datelor din tabelul 2.26 variatia entropiei standard cu caracterul hidrofob al hidrocarburilor
aromatice este inversd variatiei entalpiei standard, iar conform datelor din tabelul 2.27

valorile variatiei entropiei standard cresc de la benzen la propilbenzen.

Concluziile studiului

Valorile obtinute pentru parametrii AH® si AS°® in cadrul acestui studiu sunt
semnificativ mai mari decat cele obtinute pe aceleasi coloane in cadrul studiului prezentat in
subcapitolul 2.1.1, pentru ambii modificatori organici. Astfel, valorile AH® obtinute pentru
partitia ipotetica a hidrocarburilor studiate intre apa si silicagelul modificat cu grupéri C18 se
incadreaza in intervalul [-30,7; -18] kJ/mol pentru coloana BDS Hypersil si in intervalul [-
36,2; -16,7] kJ/mol pentru coloana Gemini comparativ cu intervalele [-16,6; -8,2] kJ/mol
pentru coloana Gemini si [-13,6; -7,4] kJ/mol pentru coloana BDS Hypersil. Acest lucru se
coreleazd cu un efect exoterm mai pronuntat asociat transferului analitilor atunci cand faza
mobila este alcatuita in mod teoretic doar din apa.

De asemenea, contributia entropica este semnificativ mai mare, de la intervalele de
valori [-13,7; -0,7] J/mol-‘K pentru coloana BDS Hypersil si [-17,4; 1,8] J/mol-K pentru
coloana Gemini, valori obtinute in cadrul studiului prezentat in subcapitolul 2.1.1, la

intervalele de valori [-29,5; -10,8] J/mol-K pentru coloana BDS Hypersil si respectiv [-35,1;

2,6] J/mol-K pentru coloana Gemini ob{inute in cadrul acestui studiu.

2.2. Dependenta de temperatura a parametrului ,,phase ratio” pentru coloane cu
faza stationara de tip octadecil silicagel

Problematica studiului

Raportul volumelor de faze, @, definit ca raportul dintre volumul fazei stationare, Vs
si volumul gol sau liber al coloanei, Vi, este un parametru fundamental in modelarea
retentiei cromatografice. Impreuni cu constanta de echilibru K a procesului de separare,

acesta face parte din factorul de retentie k’prin relatia de baza in HPLC:

k'=K-® (2.2.1)
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Recent, folosind conceptele teoriei solvofobice discutate Tn subcapitolul 1.2.3 s-a
demonstrat ca raportul volumelor de faze ® poate fi estimat cu ajutorul acestui model [12, 13,
196]. Aceasta procedura se bazeaza, intr-o bund aproximatie, pe dependenta dintre factorul de
retentie k’ si constanta de partifie octanol/apa Kow pentru o serie omologa de compusi test,
cum ar fi seria unor hidrocarburi aromatice mononucleare. Aceastd dependentd poate fi
exprimata prin relatia urmatoare:

logk' = alogK,,, +log® (2.2.2)

O alta posibilitate [14, 15], care rezultd din ecuatia (2.2.2), se bazeaza pe studiul
retentiei a doi dintre compusii seriei, notati cu A si B, care elueaza in ordinea tra<trp, iar
relatia de mai sus conduce la formula urmatoare de calcul a parametrului log @, conform

relatiei:

logkrglogK —logkr 4logK,
logCD= gr/plOg Kow,A gR!I4108 Kow,B
logKow,a—10g Kow,B

(2.2.3)

Aceasta relatie este puternic afectata de erori, astfel ca cea mai corecta procedura este
cea de utilizare a unei serii omologe de compusi si aplicarea regresiilor liniare descrise de
ecuatia (2.2.2). Aceasta procedura a fost utilizata in studiile efectuate in cadrul acestei teze,
dedicate variatiei cu temperatura a parametrului ®. Pentru a investiga dependenta
parametrului ® cu temperatura sunt necesare valorile log k’ si log Kow la diverse temperaturi.
Aceste valori introduse in relatii de regresie liniara, descrise de ecuatia (2.2.2), vor conduce la
parametrii de regresie ce vor depinde de temperatura la care sunt exprimate valorile log k’ si
log Kow. Valoarea log k> poate fi masurata experimental, din studii de retentie
cromatograficd, efectuate la o temperaturd aleasa. In schimb, valoarea parametrului log Kow
trebuie estimata la temperatura la care a fost masurat factorul de retentic k’. Aceste date sunt
deja raportate pentru compusii studiati [197] si au fost utilizate in cadrul acestui studiu.

In aceasta parte a studiului a fost investigata variatia potentiald a valorii parametrului
@ cu schimbarea temperaturii. Datele de retentie au fost obtinute pentru trei coloane diferite
care contin fazd stationara de tip silicagel modificat cu grupari C18, aceste coloane fiind
Gemini C18 (Phenomenex), Ultisil XB-C18 (Welch) si BDS Hypersil C18 (Thermo
Scientific). S-au utilizat doua compozitii de faza mobila apa/acetonitril sau apa/metanol
pentru studierea comportamentului de retentie al analitilor in intervalul de temperatura 20°-

50°C.
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Prelucrarea datelor de retentie si interpretarea acestora

Au fost obtinute reprezentari grafice ale valorilor logaritmului factorului de retentie in
functie de log Kow la temperatura corespunzatoare, dependenta liniara intre log k’ si log Kow
fiind verificatd pentru toate cele trei coloane si sapte valori de temperatura.

Reprezentarile grafice de tip van’t Hoff ale acestor valori (log Kow Versus 1/T) sunt
redate in figura 2.14. Dupa cum se poate observa aceste tendinte sunt caracterizate de o
functie polinomiald de gradul doi, cu R? acceptabile, cu un punct de maxim situat pe

intervalul de temperatura utilizat.
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Figura 2.14. Grafice de tip van’t Hoff pentru dependentele log Kow versus 1/T pentru hidrocarburile
analizate pe intervalul de temperatura studiat: A — comparativ benzen si toluen; B — comparativ
etilbenzen si propilbenzen.
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Figura 2.15. Reprezentarea grafica a valorilor log k* in functie de log Kow la diferite temperaturi
(20°C-50°C) pentru coloana Gemini C18 cu faza mobila 50% H>0 / 50%CHsCN.

In continuare a fost studiati dependenta log k’ in functie de log Kow, la diverse

temperaturi ale coloanei cromatografice. Graficele obtinute arata clar o dependenta liniara a
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acestor marimi. Ca un exemplu, graficul corespunzator dependentei log k’ in functie de log
Kow la diferite temperaturi pentru coloana Gemini C18 cu faza mobila 50% H20 / 50%

CH3CN este prezentat in figura 2.15.

2.2.1. Dependenta log @ in functie de T pentru faze mobile cu continut de acetonitril

Conform formulei (2.2.2) prezentatd anterior, interceptul acestor regresii liniare
reprezinta valorile corespunzatoare pentru log @, calculate la diferite temperaturi (tabel 2.32).
Aceasta procedura este aplicatd pentru toate coloanele si compozitiile de faza mobila evaluate
n acest studiu.

Rezultatele din tabelul 2.32 indica faptul cd valoarea raportului volumelor de faze
scade odata cu temperatura. Aceastd constatare este in acord cu rezultatele care indica faptul
ca adsorbtia acetonitrilului in faza stationard scade odatd cu cresterea temperaturii [18, 19]. O
constatare suplimentara este ca pentru gama restransa de componente apoase/organice in faza
mobila evaluata in acest studiu, cresterea componentei organice in faza mobila scade valoarea
®. Influenta compozitiei fazelor mobile asupra valorii @ pentru intervale mai largi de
componente apoase/organice a fost evaluata anterior [13-15] si S-a raportat cd raportul
volumelor de faze poate creste sau scade odata cu cresterea componentei organice, in functie
de solvent si intervalul de concentratie.

Tn continuare s-au obtinut reprezentarile grafice de tip van’t Hoff pentru parametrul
@, pentru toate fazele mobile studiate si pentru cele trei coloane cromatografice utilizate in

cadrul acestui studiu.
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Figura 2.17. Reprezentarea grafica a dependentei log ® in functie de 1/T pentru cele trei coloane
cromatografice utilizate cAnd modificatorul organic folosit este acetonitrilul.
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Pentru faza mobila 50% CH3CN / 50% H>O (v/v) am putut realiza o corelatie intre
valoarea parametrului @® si procentul de carbon corespunzator fiecarei coloane
cromatografice utilizate, pe intreg domeniul de temperaturd studiat. Aceastd corelatie este

transpusa sub forma unei reprezentari grafice si este prezentata in figura 2.18.

Figura 2.18. Corelatia intre procentul de carbon corespunzator fiecarei coloane cromatografice
utilizate si valoarea parametrului ®.

Conform acestei reprezentari grafice valoarea parametrului @ creste concomitent cu
cresterea procentului de carbon corespunzator fazei stationare ceea ce se coreleaza cu o
densitate mai mare a gruparilor alchil grefate pe suprafata silicagelului si scade cu cresterea
temperaturii, comportament absolut logic avand in vedere faptul ca odatd cu cresterca
temperaturii procesul de desorbtie al moleculelor de modificator organic adsorbite pe

suprafata gruparilor alchil grefate este incurajat.

2.2.2. Dependenta log @ in functie de T pentru faze mobile cu continut de metanol
Pentru cazul fazelor mobile in care modificatorul organic este metanolul se lucreaza
intr-un mod identic cu cel prezentat in sectiunea 2.2.1. Astfel, conform ecuatiei (2.2.2)
interceptul regresiilor liniare va reprezenta valorile corespunzatoare pentru log @, calculate la
temperaturile aferente. Aceastd procedura este aplicata pentru toate coloanele si compozitiile
de faza mobila evaluate in acest studiu, valorile pentru log ® si, respectiv, pentru parametrul
@ fiind prezentate in tabelul 2.34 atunci cand faza mobila este de tip apa-metanol.
Spre deosebire de valorile obtinute pentru parametrul ,,phase ratio” atunci cand

modificatorul organic din faza mobild a fost acetonitrilul, acestea prezentand o scddere a
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valorii parametrului cu cresterea temperaturii, valorile obtinute pentru acest parametru in
cazul utilizarii metanolului drept modificator organic In compozitia fazei mobile nu pot fi
incadrate ca avand o anumitad tendintd, fie ea crescatoare sau descrescatoare, cu cresterea
valorii temperaturii. Acest lucru se poate explica probabil prin prisma diferentelor existente
intre acetonitril si metanol, 1nsa studii mai aprofundate sunt necesare in acest sens.

Tntr-un mod identic de lucru cu cel pentru fazele mobile de tip apa-acetonitril s-au
obtinut reprezentarile grafice de tip van’t Hoff pentru parametrul @ si pentru fazele mobile de
tip apa-metanol, aceste reprezentdri grafice fiind prezentate in figura 2.19 sub forma unor
regresii liniare.

In cazul utilizarii metanolului drept modificator organic rezultatele obtinute nu pot fi
fitate folosind in toate cazurile o functie liniara, In cazul coloanei Ultisil o fitare folosind o

functie polinomiala de gradul doi fiind mai pretabila pentru aceasta dependenta.
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Figura 2.19. Reprezentarea grafica a dependentei log @ in functie de 1/T pentru cele trei coloane
cromatografice utilizate atunci cand modificatorul organic folosit este metanolul.

2.2.3. Dependenta constantei de echilibru a procesului de separare in functie de T

Pe langa evaluarea @, rezultatele obtinute din graficul log k’ in functie de log Kow
permit calcularea lui K, constanta de echilibru a procesului de separare (ecuatiile (2.2.2) si
(2.2.1)). Astfel, s-au obtinut pentru cele trei coloane si, respectiv, cele doud compozitii de
faza mobila apa-acetonitril si apa-metanol valorile constantei de echilibru a procesului de
separare.

Asa cum era de asteptat, K (log K) depinde, de asemenea, de temperatura, valoarea
acesteia urmand o tendintd descrescatoare atunci cand temperatura creste In cazul fazelor
mobile alcatuite din apa si metanol, in timp ce pentru fazele mobile de tip apa-acetonitril nu

se pastreaza acelagi comportament, singura observatie comuna ce se poate atribui fiecarei
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coloane cromatografice utilizate in acest studiu este faptul ca valoarea log K este mai mare
atunci cand faza mobild contine mai multd apa. Exemple ale dependentei log K in functie de

1/T sunt prezentate in figura urméatoare.
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Figura 2.21. Reprezentarea dependentei log K in functie de 1/T pentru seria de hidrocarburi benzen-
propilbenzen studiate pe coloana Gemini cu faza mobila apa-acetonitril 50%H-0 / 50%CH3CN (A) si
cu faza mobila apa-metanol 45%H-0 / 55%CH30H (B).

Concluziile studiului

In acest studiu au fost calculate valorile parametrului ,,phase ratio” @ si ale constantei
corespunzatoare echilibrului de partitie K pentru trei coloane cromatografice cu faza
stationard de tip silicagel modificat cu grupari octadecil si faze mobile binare de tip apa-
modificator organic (acetonitril si metanol) si s-a investigat influenta temperaturii asupra
parametrilor @ si K.

Valorile parametrului @ obfinute utilizand conceptele teoriei solvofobe scad odata cu
cresterea temperaturii, ceea ce se coreleaza cu intensificarea fenomenului de desorbtie al
moleculelor de modificator organic adsorbite pe suprafata gruparilor alchil grefate care este
incurajat de cresterea temperaturii.

S-au obtinut valori mai mari ale parametrului ® atunci cand in faza mobila drept
modificator organic este folosit acetonitrilul comparativ cu cele obtinute pentru metanol,
aceasta observatie fiind explicatd de comportamentul diferit al celor doi solventi in ceea ce
priveste interactia acestora cu faza stationara. Avand in vedere ca acetonitrilul realizeaza pana
la cinci straturi de adsorbtie la suprafata lanturilor hidrocarbonate grefate ale fazei stationare
comparativ cu monostratul realizat de metanol, atunci putem presupune un volum mai mare
al fazei stationare care se obtine in cazul utilizarii acetonitrilului si, deci, o valoare mai mare
a raportului de faze in acest caz.

Dependenta parametrului @ in functie de 1/T nu poate fi fitatd utilizand aceeasi
functie pentru ambii modificatori organici folositi: in cazul utilizarii metanolului drept

solvent organic rezultatele obtinute nu pot fi fitate folosind in toate cazurile o functie liniara,
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in cazul coloanei Ultisil o fitare folosind o functie polinomiald de gradul doi fiind mai
pretabila pentru aceasta dependenta, Tn timp ce in cazul utilizarii acetonitrilului toate datele
obtinute pot fi fitate folosind o functie liniara.

Valorile constantei de echilibru a procesului de partifie depind, de asemenea, de
temperaturd: atunci cand solventul organic este metanolul acestea prezintd o tendinta
descrescatoare odatd cu cresterea temperaturii, iar cand acetonitrilul este utilizat drept

modificator organic valorile nu pot fi incadrate intr-o anumita tendinta.

2.3. Studiul comportirii termodinamice in cromatografia de lichide in faza
inversa cu deviatii de la dependenta van’t Hoff

Introducere privind alegerea compusilor studiati

Acest studiu s-a realizat in vederea observarii comportamentului unor substante
chimice policiclice care fac parte din clasa de principii active denumite inhibitori ai
fosfodiesterazei de tip 5, acestea avand actiune vasodilatatoare [204]. S-a urmarit influenta
anumitor parametrii precum temperatura sau pH-ul fazei mobile asupra retentiei substantelor
investigate si s-au calculat parametrii importanti ai procesului de retentie cromatografica.

Substantele ce au fost luate in lucru sunt sildenafilul (patentat sub numele Viagra de
catre Pfizer), vardenafilul (patentat sub numele Levitra de catre Bayer) si tadalafilul (patentat
sub numele Cialis de catre Eli Lilly) [205], dintre acestea cel mai utilizat si cunoscut fiind
sildenafilul. Aceste formulatii farmaceutice sunt utilizate in principal pentru tratamentul
disfunctiei erectile la persoanele de sex masculin, sildenafilul fiind recomandat si in
hipertensiunea arteriala pulmonara (patentat sub numele Revatio de catre Pfizer) [206], sau in
raul de altitudine avand efect asupra edemului pulmonar de altitudine [207, 208]. De
asemenea, sildenafilul este subiectul mai multor grupuri de cercetare care au drept principal
obiectiv verificarea potentialului acestuia, In mod singular sau in amestec, in tratarea
diferitelor tipuri de cancer si a diabetului de tip 2 sau insulino-independent [206]. Structurile
chimice ale celor trei substante investigate sunt redate in figura 2.22.

Aceste substante sunt specii chimice de interes, fiind unele dintre cele mai
contrafacute si alterate principii active farmaceutice la nivel mondial, valoarea de piata pentru
segmentul corespunzator medicamentelor ce au drept scop tratarea disfunctiei erectile
ajungand la o suma de aproximativ 3-4 bilioane de dolari la momentul actual [209]. Din acest
motiv s-a creat o sfera de interes avand drept subiect principal determinarea acestora, in mod
singular sau in amestec cu alte substante, folosind diverse tehnici printre care tehnici

electrochimice [210, 211], tehnici spectroscopice si spectrofotometrice [205, 212-218],
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tehnici de analiza termica [219], cromatografia de lichide cuplata sau nu cu detectie de masa
[205, 220-223], combinatia de extractie in faza solida si cromatografie de lichide cuplata cu

detectic de masa [224, 225].

Figura 2.22. Structura chimica a substantelor chimice utilizate: (A) sildenafil citrat; (B) vardenafil
clorhidrat; (C) tadalafil.
2.3.1. Influenta temperaturii asupra retentiei pentru faze mobile fara control de pH

Prelucrarea datelor de retentie si interpretarea acestora

Au fost obtinute valorile pentru logaritmul natural al factorului de retentie k* (k' =
(t, —t,)/t,) pentru fiecare substantd investigatd la o temperatura specifica si pentru o
anumita compozitic de faza mobila binara. Valorile calculate ale logaritmului natural al
factorului de retentie au fost reprezentate grafic in functie de inversul valorii absolute a
temperaturii coloanei cromatografice.

Sildenafilul citrat si vardenafilul clorhidrat prezintd o comportare asemanatoare:
atunci cand modificatorul organic folosit este acetonitrilul cele doud principii active au o
comportare de tip anti van’t Hoff, valoarea timpului de retentie si, respectiv, a logaritmului
natural al factorului de retentie crescand concomitent cu cresterea valorii temperaturii
coloanei cromatografice, in timp ce atunci cand metanolul este utilizat drept modificator
organic cele doua substante au o comportare de tip van’t Hoff care se descrie ca o scadere a
timpului de retentie cu cresterea valorii temperaturii. O nota discordantd o face tadalafilul
care este caracterizat de o comportare de tip van’t Hoff indiferent de modificatorul organic
utilizat Tn compozitia fazei mobile.

Valorile coeficientiilor regresiei polinomiale pot fi folosite pentru a calcula parametrii
termodinamici asociati procesului de retentie cromatografica: variatia entalpiei, respectiv
variatia entropiei asociate procesului de transfer al analitului din faza mobild in faza

stationara, precum si variatia energiei libere Gibbs. Acesti parametrii termodinamici au fost
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calculati In cadrul acestui studiu de comportare al procesului de retentie cu temperatura

folosind urmatoarele ecuatii:
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Figura 2.26. Reprezentarea grafica a dependentei logaritmului natural al factorului de retentie in
functie de 1/T pentru cele trei substante investigate si cei doi modificatori organici folositi in faza
mobila: A-sildenafil citrat; B-vardenafil clorhidrat; C-tadalafil.

Parametrii termodinamici corespunzatori sildenafilului citrat si vardenafilului
clorhidrat urmeaza aceeasi tendinta. Astfel ca, desi in cazul folosirii acetonitrilului drept
modificator organic se poate vedea ca valorile pentru intreg intervalul de temperatura pentru
variatia entalpiei si, respectiv, a entropiei sunt pozitive, procesul de transfer al analitului din
faza mobila in faza stationard are loc, marturie sta valoarea din ce in ce mai negativa a
energiei libere Gibbs. In cazul utilizarii metanolului drept modificator organic valoarea
variatiei de entalpie este negativa pentru intreg intervalul de, iar valoarea variatiei de entropie
este pozitivd pentru primele doud valori din intervalul de temperatura utilizat, apoi devenind
din ce in ce mai negativa. Si de aceasta data procesul de transfer al analitului are loc, valoarea

energiei libere Gibbs fiind negativa pe intreg intervalul de temperatura.
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Si de aceasta datd tadalafilul face notd discordantd comparativ cu celelalte doua
substante analizate: pentru ambii modificatori organici valorile obtinute pentru variatia
entalpiei si, respectiv, variatia entropiei sunt negative pe intreg intervalul de temperatura
studiat. Aceeasi afirmatie este valabild si in cazul valorilor energiei libere Gibbs
corespunzatoare transferului analitului din faza mobild in faza stationara, cu cresterea valorii

temperaturii valoarea energiei libere Gibbs scazand in valoare absoluta.

Concluziile studiului

Acest studiu experimental a aratat faptul ca principiile active studiate prezinta o
comportare diferitd desi fac parte din aceeasi clasd de substante, astfel ca tadalafilul are o
comportare de tip van’t Hoff indiferent de faza mobila utilizatd in procesul de retentie, in
timp ce in cazul sildenafilului citrat si vardenafilului clorhidrat comportarea depinde de
modificatorul organic prezent in compozitia fazei mobile. Pentru toate cele trei substante
dependenta logaritmului natural al factorului de retengie in functie de inversul valorii absolute
a temperaturii coloanei cromatografice prezinta abateri de la liniaritate.

S-au calculat parametrii termodinamici asociati procesului de transfer al analitilor din
faza mobila in faza stationara: variatia entalpiei, variatia entropiei si, respectiv, variatia

energiei libere Gibbs.

2.3.2. Influenta pH-ului fazei mobile asupra retentiei

Structura compusilor cu grupari ionizabile este influentata de valoarea pH-ului fazei
mobile prin componenta sa apoasa. Este posibil ca la anumite valori ale pH-ului compusii
care participa la procesul de elutie cromatografica sa fie prezen{i in mai multe forme, care vor
avea constante diferite de partitie intre faza mobila si faza stationara. Cum acest proces de
partitie interfazica este caracterizat de marimi termodinamice specifice fiecarei specii, este
posibil ca per global liniaritatea dependentei van’t Hoff sa fie afectatd. Aceastd remarca face
obiectul acestui studiu, folosind compusii mentionati pentru care s-a studiat comportarea
cromatografica la diverse compozitii ale fazei mobile si temperaturi ale coloanei

cromatografice.

Prelucrarea datelor de retentie si interpretarea acestora
Au fost calculate valorile logaritmului natural al factorului de retentie corespunzatoare
celor trei principii farmaceutice active in intervalul de temperatura studiat pentru cele trei

coloane, pentru toate valorile de pH si cei doi modificatori organici folositi. Aceste valori ale
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logaritmului natural al factorului de retentie au fost apoi reprezentate grafic in functie de
inversul valorii temperaturii absolute a coloanei cromatografice (exemplu figura 2.30).

Asa cum se poate observa sildenafilul citrat nu are o comportare universala pentru
toate valorile de pH ale fazei mobile, in special atunci cand modificatorul organic este
acetonitrilul.

Pentru faza mobila cu componenta apoasa avand pH 2,5 sildenafilul are o comportare
de tip van’t Hoff cu abatere de la liniaritate, dependentele In k’ versus 1/T fiind caracterizate
de functii de gradul doi, pentru toate coloanele cromatografice utilizate si cei doi modificatori
organici exceptand cazul coloanei Ultisil XB-C18, coloand cu faza stationara de tip ,.end-
capped”, acesta prezintand o comportare de tip anti van’t Hoff atunci cand modificatorul
organic din faza mobila este acetonitrilul.

Pentru faza mobila cu componenta apoasa avand pH 5,3 sildenafilul se comporta
diferit in functie de coloanele utilizate, acesta avand o anumitd comportare cromatografica pe
coloanele cu faza stationara de tip silicagel modificat cu grupari octadecil si o alta comportare
cromatografica pe coloana cu faza stationara de tip silicagel modificat cu grupari octil. Astfel,
pe coloanele de tip C18 sildenafilul are o comportare de tip anti van’t Hoff atunci cand
modificatorul organic folosit este acetonitrilul si o comportare de tip van’t Hoff in cazul
utilizarii metanolului, in timp ce pentru coloana de tip C8 in cazul utilizarii acetonitrilului
dependenta In k’ in functie de 1/T are o alura convexa, valoarea timpului de retentie scazand
in prima jumatate a intervalului de temperatura si apoi crescand pentru restul intervalului, iar
in cazul utilizarii metanolului dependenta In k’ in functie de 1/T are o alura concava, valoarea
timpului de retentie crescand in prima jumatate a intervalului de temperaturd si apoi
prezentand o scadere pentru restul intervalului de temperatura studiat.

Atunci cand pH-ul componentei apoase din faza mobila are valoarea 6,3 sildenafilul
are o comportare de tip anti van’t Hoff care prezinta abateri de la liniaritate pentru acetonitril
utilizat drept modificator organic in faza mobild existand insa mici discrepante intre cele trei
coloane (in cazul coloanelor Ultisil si Luna valoarea timpului de retentie crescind pe
intervalul de temperatura 25°-40°C si apoi scazand, in timp ce in cazul coloanei Gemini
valoarea timpului de retentie crescand pe intreg intervalul de temperatura studiat), respectiv o
comportare de tip van’t Hoff cand modificatorul organic este metanolul.

Pentru faza mobild cu componenta apoasd avand valoarea pH-ului 7,5 sildenafilul
prezinta o comportare diferita pentru fiecare coloana folosita in cazul utilizarii acetonitrilului
drept modificator organic. Astfel, prezintd o comportare de tip van’t Hoff pe coloana Gemini

C18, prezintd o comportare identicd pe coloana Ultisil C18 ca si in cazul valorii de pH 6,3
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fiind caracterizat de o dependenta cu alurad concava, iar in cazul coloanei Luna C8 dependenta
are o alurd convexa, valoarea timpului de retentie scazand 1n prima jumatate a intervalului de
temperaturda i apoi crescand pentru restul intervalului. Pentru metanol drept modificator
organic comportarea sildenafilului citrat este identica pentru toate coloanele utilizate, aceasta
fiind de tip van’t Hoff.

Discrepantele de comportare cromatografica ale sildenafilului citrat la diferitele valori
de pH ale fazei mobile pot fi puse pe seama unui mecanism complex de retentie, bazat pe mai
multe tipuri de interactii sau pot fi puse pe seama unor schimbari conformationale ale fazei
stationare sau ale substantei care prezinta comportamente de retentie diferite asa cum este
sugerat si in literatura de specialitate [147, 194]. In figura care urmeazi sunt prezentate
posibile forme ale sildenafilului citrat in functie de valoarea pH-ului.
¢

|

O0=5=0

%% Compozitie

Figura 2.31. Variatia cu pH-ul a diferitelor forme pentru molecula de sildenafil in solutie apoasa.
Adaptare referinta [201].

Asa cum am mai precizat, sildenafilul poate adopta mai multe forme in functie de pH-
ul fazei mobile, forme care interactioneaza diferit cu cele doua faze aflate in contact, iar
parametrii termodinamici calculati in acest caz sunt o rezultanta a acestor interactii diferite.

Un exemplu al acestor afirmatii se regaseste in figura figura 2.32.
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Figura 2.30. Dependentele In k’ versus 1/T pentru sildenafil citrat obtinute pe cele trei coloane

uTE D

cromatografice utilizate si pentru toate valorile de pH ale fazelor mobile studiate.
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Figura 2.32. Exemple de deviatii de la comportarea de tip van’t Hoff pe coloana Ultisil XB-C18 (A)
si pe coloana Luna C8 (B) cand modificatorul organic este acetonitrilul.

De asemenea, sildenafilul poate prezenta mai multe forme tautomere (figura 2.34)
care la randul lor interactioneaza intr-un mod specific cu cele doua faze si care pot fi asociate
cu motivul deviatiei de la o comportare de tip van’t Hoff si, respectiv, cu prezenta a unor

mecanisme multiple de retentie.
CH
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Figura 2.34. Forme tautomere ale sildenafilului conform programului ChemAxon 5.4.0.0.

Studii asemanatoare s-au realizat si pentru celelalte principii active din clasa

inhibitorilor fosfodiesterazei: vardenafil clorhidrat, tadalafil si papaverina.

Concluziile studiului

Acest studiu experimental a aratat faptul ca principiile active studiate prezinta o
comportare diferita desi fac parte din aceeasi clasa de substante, astfel cd tadalafilul are o
comportare de tip van’t Hoff indiferent de pH-ul fazei mobile utilizate in procesul de retentie

sau de modificatorul organic, in timp ce in cazul sildenafilului citrat si vardenafilului
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clorhidrat comportarea depinde atat de modificatorul organic prezent In compozifia fazei
mobile, cat si de valoarea pH-ului componentei apoase.

Pentru toate cele trei substante dependenta logaritmului natural al factorului de
retentie in functie de inversul valorii absolute a temperaturii coloanei cromatografice prezinta
abateri de la liniaritate, aceste dependente fiind prelucrate cu ajutorul unor functii
polinomiale ale caror variabile au fost folosite in calculul parametrilor termodinamici asociati
procesului de transfer al analitilor din faza mobild in faza stationard (variatia entalpiei,
variatia entropiei si, respectiv, variatia energiei libere Gibbs).

In literatura de specialitate identificarea cauzelor deviatiei de la comportarea de tip
van’t Hoff a substantelor reprezinta un subiect incd neelucidat, existand diferite teorii care
incearcd sd explice acest comportament prin prezenta unor echilibre secundare, a unor
interconversii tautomerice sau a prezentei unor mecanisme multiple de retentie [147, 161,

194, 201, 231-238].

2.4. Concluzii generale

Partifia cromatografica in HPLC prin mecanism de fazd inversa este, in general,
influentatd de temperaturd, variagia factorului de retenfie masurat experimental in functie de
temperatura coloanei fiind descrisd de ecuatia van’t Hoff. Aceasta arata o dependenta liniara
intre In k> pentru un analit si inversul temperaturii absolute a coloanei cromatografice (1/T),
aceastd dependentd liniara observandu-se in majoritatea situatiilor in care mecanismul de
partitie este unic si nu au loc alte echilibre secundare cum ar fi disocieri sau izomerizari.

Studiul comportarii cromatografice a unei serii de hidrocarburi aromatice de la benzen
la propilbenzen au aratat ca liniaritatea van’t Hoff este respectata indiferent de fazele mobile
sau stationare utilizate. Din reprezentarile de tip van’t Hoff s-au putut calcula marimile
termodinamice fundamentale ce caracterizeaza partifia cromatografica a compusilor
mentionati, estimandu-se totodata un interval de variatie de [-16,7; -5,8] kJ/mol pentru
valorile entalpiei standard AH° si de [-18,7; 5] J/mol-K pentru cele ale entropiei standard AS°.
Aceste valori sunt in concordantd cu datele de literaturd din studiile HPLC pentru compusii
analizati, de asemenea, fiind concordante cu valorile considerate normale pentru interactiile
van der Waals intre doud lanturi hidrocarbonate ale proteinelor.

De asemenea, folosind aceeasi serie de hidrocarburi s-a determinat influenta
compozitiei fazei mobile asupra retentiei, obtinandu-se regresii liniare folosind setul de valori
experimentale (k’, @) si respectiv valorile extrapolate ale log k’ pentru faza mobila care

constd doar in apa si anume log ky,. Si aceste valori extrapolate depind de temperatura
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coloanei conform ecuatiei van’t Hoff, valorile corespunzatoare parametrilor termodinamici
AH® si AS° obtinute pentru partitia ipotetica a hidrocarburilor studiate intre apa si silicagelul
modificat cu grupari octadecil fiind semnificativ mai mari decat cele obtinute pe aceleasi
coloane in cadrul studiilor anterioare.

O intrebare fundamentala la care s-a incercat sa se raspunda in cadrul acestei teze este
daca raportul volumelor de faze (cunoscut in literatura sub denumirea de ,,phase ratio”, @) ce
caracterizeaza o coloand cromatograficd depinde de temperatura acesteia. Pand in prezent
literatura de specialitate nu raporteaza studii privind dependenta de temperaturda a
parametrului ,,phase ratio”, ci doar estimari ale acestui parametru pentru diverse compozitii
de faza mobila. In general, majoritatea studiilor termodinamice privind partitia in HPLC prin
mecanism in fazd inversd iau in considerare un ® constant, indiferent de temperatura la care
are loc Separarea.

Studiul de fatd aratd ca aceastd dependentd poate fi stabilitd pentru modificatori
organici uzuali ai fazei mobile, cum ar fi metanolul si acetonitrilul. Pentru aceasta s-au
utilizat aceeasi compusi cu structura stabila si date de literaturd privind dependenta de
temperatura a constantei de partitie apa-octanol Kow utilizatd in modelarea distributiei
cromatografice a unui compus intre faza mobila hidrofila si faza stationara hidrofoba.

Tn ultima parte a tezei s-au studiat cateva situatii de comportare cromatografica in care
variatia dintre In k’ si 1/T prezinta deviatii de la liniaritatea van’t Hoff. Compusii model alesi
au fost sildenafilul, vardenafilul, tadalafilul si papaverina, principii active farmaceutice de
interes, care pot fi implicati in echilibre secundare de disociere sau izomerizare care complica
procesul global de partitie, echilibre prezentate prin diagramele ce descriu dependenta
structurilor de pH-ul mediului solvatant. Studiul acestor variatii de la liniaritate a fost efectuat
in diverse conditii de elutie, variind pH-ul componentei apoase utilizate in compozitia fazei
mobile. S-au observat atit deviatii de la liniaritate, cat si o comportare anormala, prin
cresterea retentiei cromatografice cu cresterea temperaturii. Studiul a aratat cd pentru situatii
de liniaritate sau neliniaritate retenfia este controlatd de entalpia procesului, iar in situatii in
care comportarea este anormala retentia este controlata aparent de entropie.
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