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Obiectivele planificate pentru aceasta etapa sunt urmatoarele:
Obiectivul 1 / actiunile 1-2; Obiectivul 8
Obiectivul 1: Studiul unor aspecte fundamentale privitoare la procesul de injectie de volume
mari de proba dizolvata in solventi nemiscibili cu faza mobila in cromatografia de lichide.
- actiunea 1. efectul diversilor solventi utilizati la solubilizarea probei;
- actiunea 2. evaluarea unor amestecuri de solventi nemiscibili cu faza mobila pentru
injectia in cromatografia de lichide.
Obiectivul 8: Crearea unui web-site asociat proiectului.

Rezultate:

Conditii experimentale:
Analitul model considerat in studiul experimental a fost tartratul de metoprolol, cu
structura chimica de mai jos:

Metoprolol base: CAS 51384-51-1
Formula moleculara: C,;H,;NO,

Mw 267.364 g/mol
Log P exp. 1.88 (Hansch C. et al., 1995)
Log P calc. 1.69 (Fragment theory, KOWWIN, Episuite)

Metoprololul este un blocant al receptorilor B1 utilizat in tratamentul diferitelor afectiuni
ale sistemului cardiovascular, in special hipertensiunea arteriald. S-au preparat solutii
echivalente la 1000 ppm metoprolol baza in faza mobila si in metanol. Pentru obtinerea
solutiilor in alti solventi nemiscibili cu apa, o solutie apoasa echivalenta la 1000 ppm
metoprolol baza a fost adusa la pH 12 cu o solutie de NaOH 1N, dupa care s-a procedat la
extractia lichid-lichid, faza extractanta fiind reprezentata chiar de diluentul care urmeaza a fi
studiat. Coloana cromatografica a fost intotdeauna incarcata cu echivalentul la 1 ug
metoprolol baza (in consecinta, solutiile folosite la injectia de volume crescatoare au fost
diluate corespunzator cu solventul evaluat).

Diluentii nemiscibili cu faza mobila care au facut obiectul studiului au fost urmatorii:

-acetatul de butil (CeH1202; CAS: 123-86-4; Mw=116,16 g/mol; log Peyp. = 1,78;
log Pcac. = 1,85; solubilitate in apa = 7 g/1000 mL la 25 °C; densitate 0,883 g/mL; vascozitate
0,72 CP la 20 °C);



- tetraclorura de carbon (CCls; CAS: 56-23-5; Mw=153,82 g/mol; log Pex. = 2,83;
log Pcac. = 2,44; solubilitate in apad = 0,8 g/1000 mL la 20 °C; densitate 1,594 g/mL;
vascozitate 0,91 CP la 27 °C);

- 1-octanol (CgH1sO; CAS: 111-87-5; Mw=130,23 g/mol; log Peyp = 3,00;
log Pcac. = 2,81; solubilitate in apd = 0,54 g/1000 mL la 25 °C, densitate 0,827 g/mL;
vascozitate 10,6 CP la 15 °C));

- ciclohexan (CeHi2; CAS: 110-82-7; Mw=84,16 g/mol; log Peyp = 3,44;
log Pcac. = 3,18; solubilitate Tn apad = 0,06 g/1000 mL la 25 °C, densitate 0,778 g/mL;
vascozitate 1,0 CP la 20 °C );

- n-hexan (CgH14; CAS: 110-54-3; Mw=86,18 g/mol; log Pexp. = 3,90; log Pcaic. = 3,29;
solubilitate in apa = 0,013 g/1000 mL la 20 °C, densitate 0,655 g/mL; vascozitate 0,297 CP la
20 °C);

Au fost considerate 3 coloane cromatografice avand riguros aceeasi geometrie, in
spetd 15 cm lungime, 4,6 mm diametru interior si 5 um diametrul particulelor de umplutura.
Fazele stationare considerate au avut la baza silicagel modificat chimic avand dimensiunile
porilor de 100 A. Modificarea chimica a coloanei a fost reprezentata prin: coloana 1 — faza
stationara octadecil silicagel inertizata chimic (Zorbax XDB C18 — puternic dezactivata pentru
utilizare in mediu bazic); coloana 2 — faza stationara octil silicagel inertizata chimic (Zorbax
XDB C8 — puternic dezactivata pentru utilizare in mediu bazic); coloana 3 — faza stationara
octadecil silicagel cu linker hidrofil incorporat (grupare amidica, cu inertizare, indicator Zorbax
Stable Bond AQ). Pentru toate cele 3 coloane activitatea gruparilor silanol reziduale de pe
suprafata silicagelului a fost minimizata prin inertizare (end-capping).

Elutia s-a realizat in conditii izocratice, utilizand un raport volumetric de 9/1 intre
componentele A si B ale fazei mobile. Componenta A este o solutie apoasa de 50 mM formiat
de amoniu si 0,2% trietilamina adusa la pH 3,5 cu acid formic. Componenta B a fazei mobile
este acetonitrilul. Debitul ales al fazei mobile a fost de 1 mL/min, iar coloanele au fost
termostate la 25 °C. In cazul injectiilor cu solventi nemiscibili cu faza mobila, dupa elutia
picului analitului, a urmat un gradient de tip treapta (100% acetonitrii in 0,01 min si
mentinerea in regim izocratic la aceasta compozitie timp de 5 min.) Revenirea la compozitia
initiala s-a efectuat in 0,1 min. cu o perioada de echilibrare de 3 min. Acest profil de
compozitie a fazei mobile a fost necesar pentru eliminarea din coloana a "dopului” de solvent
de injectie nemiscibil cu faza mobila adsorbit in faza stationara. Detectia a fost spectrometrica
(Tn domeniul UV, la o lungime de unda analitica de 280 nm).

Volumele de proba injectate au fost: 1, 5, 10, 20, 50, 75, respectiv 100 uL, pastrand
constanta cantitatea de analit incarcata in coloana.

Modalitate de lucru:

Datele experimentale "brute" care au fost inregistrate sunt:

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

- timpul absolut corespunzator picului asociat picului de metoprol (ta™);

- factorul de retentie corespunzator picului de metoprolol (k = (tr"-to)/to);

- eficienta procesului cromatografic aferenta elutiei metoprololului, masurata prin
numérul de talere teoretice asociate picului in cauza (N = (tg")%/6%); ¢ este abaterea
standard asociatd populatiei valorilor timpilor de retentie asociate picului
cromatografic si se calculeaza prin masurarea largimii picului cromatografic la
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jumatate din inaltimea sa - wi; ( 8 = W1,2/2,355);

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

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

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

medie ponderata a tuturor valorilor posibile a variabilei, E[X]:Z(xiXpi), Pi
i=1

reprezentand ponderile valorilor concrete x;).

Rezultatele experimentale ar trebui sa conduca la urmatoarele observatii (asa cum
rezulta si din studiile efectuate de echipa noastra publicate anterior in reviste de specialitate
[1,2]):

- sa se inregistreze o reducere liniara a factorului de retentie cu volumul injectat de

proba atunci cand diluentul nu este miscibil cu faza mobila;

- distorsiunea picului cromatografic trebuie sa fie semnificativa in conditiile in care

analitul prezinta un caracter hidrofob mai accentuat decat diluentul;

- eficienta sa descreasca liniar cu volumul injectat;

- toti indicatorii de simetrie ai picului cromatografic trebuie sa se modifice in conditiile

cresterii volumului de injectie in solventi nemiscibili cu faza mobila.

Determinarea valorilor primare in conditiile injectiei de volume crescatoare de proba
dizolvata in faza mobild indica domeniul normal de variatie pentru parametrii in cauza.

Injectia de volume crescatoare de proba dizolvata in metanol (log Pex. = -0,77;
log Pcac. = -0,63) trebuie sa indice volumul maxim dincolo de care distorsiunea picului
cromatografic devine inacceptabila in cazul unor determinari analitice orientate in sensul
dozarii compusului in cauza din diferite matrici.

Discutii:

Corelatiile dintre factorii de retentie corespunzatori picului de metoprolol in conditiile
injectiei de volume crescatoare de proba in diversi solventi, respectiv pe diverse faze
stationare sunt prezentate in Tabelul 1. Pentru ilustrare, Figura 1 indica maniera in care
factorul de retentie variaza cu volumul de injectie in cazul fazei stationare XDB C18.

Valoarea Vv,,“*” reprezinta volumul de injectie extrapolat la retentie nula si corespunde,
din punct de vedere fenomenologic, cu volumul de diluent care satureaza intreaga faza
stationara din coloana cromatografica. Acest parametru este cu atat mai mare cu céat diluentul
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are o mai mare capacitate de adsorbtie multistrat, deci "consuma
stationara. Acest parametru ar trebui sa fie independent de natura analitului folosit ca marker
de retentie, si ar trebui sa fie determinat doar de natura diluentului, a tipului de faza stationara
si de compozitia fazei mobile. Independenta parametrului v,,“* in raport cu natura analitului

va trebui verificata in experimente ulterioare.

Tabel 1. Parametrii de regresie liniaré pentru variatia factorului de retentie in raport cu

volumul de proba injectat.

~N"

un volum mai mic de faza

Coef. de
Coloana Diluent Panta Intercept corelatie Vin = (uL)
(rxv)

Faza mobila -0.0002 23.814 0.2668 -

MeOH -0.0081 23.543 0.8623 -
AcOBu -0.0547 23.699 0.9984 433
C18 CCly -0.0397 23.851 0.9986 601
1-Octanol -0.0407 23.782 0.9976 584
Ciclohexan -0.0370 23.983 0.9979 648
Hexan -0.0410 23.864 0.9987 582

Faza mobila 0.0004 14.418 0.7438 -

MeOH -0,0072 14,412 0,8021 -
AcOBu -0.0238 14.410 0.9970 606
C18 AQ CCly -0.0185 14.401 0.9965 778
1-Octanol -0.0182 14.439 0.9992 793
Ciclohexan -0.0183 14.415 0.9989 788
Hexan -0.0198 14.332 0.9984 724

Faza mobila 0.0010 20.222 0.7595 -

MeOH -0,0062 20,189 0,8324 -
AcOBu -0.0464 20.142 0.9991 434
C8 CCly -0.0306 20.277 0.9997 663
1-Octanol -0.0331 20.378 0.9994 616
Ciclohexan -0.0305 20.292 0.9986 665
Hexan -0.0313 20.302 0.9981 649

Figura 1. Variatia factorului de retentie cu volumul injectat
(diversi diluenti pe coloana C18).
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Intervalele normale de variatie pentru parametrii calculati ai separarilor cromatografice,
asa cum rezultd acestea din injectile de volume crescatoare de proba dizolvata in faza
mobila, sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 2. Intervale normale de variatie pentru factorul de retentie, eficienta si descriptori de
asimetrie a picului cromatografic, aga cum rezulta ele din injectia de volume crescatoare de
proba dizolvata in faza mobila.

“ T Parametru
Coloana Caracteristica K N EA TE oK
c 0,027 197 0,035 0,019 0,029
c18 RSD (%) 0,11 1,7 2,1 1,5 6,8
Interval Normal variatie + 0,06 + 400 +0,07 + 0,04 + 0,06
c 0,021 178 0,039 0,016 0,026
C18 AQ RSD (%) 0,10 1,6 2,6 1,3 7,1
Interval Normal variatie +0,04 + 360 + 0,08 + 0,04 + 0,06
c 0,050 277 0,069 0,038 0,039
cs8 RSD (%) 0,26 2,3 4,5 2,9 10,5
Interval Normal variatie +0,1 + 560 +0,14 + 0,08 + 0,08

Se poate lesne observa ca factorul de retentie este parametrul cel mai sensibil, el
ramanand practic constant odata cu variatia volumului de injectie, atunci cand solventul
probei este chiar faza mobila (abatere relativa standard sub 0,25%). Variatii ale numarului de
talere teoretice in intervalul de * 500 nu indica de fapt o modificare semnificativa a eficientei
globale a separarii (abaterea relativa standard situandu-se sub 2,5%). Dintre toti indicatorii de
simetrie pentru picul cromatografic, factorul de trena USP pare sa fie cel mai putin afectat de
erorile experimentale, variind cu cel mult o unitate la prima zecimala semnificativa,
corespunzator unei abateri relative standard sub 3%.

Spre deosebire de rezultatele experimentale comunicate anterior in [2], obtinute pentru
analiti mai polari, in cazul metoprololului, pentru toate cele trei faze stationare si toti diluentii
studiati, eficienta scade in mod exponential cu volumul injectat, dupa o relatie generala de
forma y = Ao + Asxexp[-(x-Bo)/B+]. Coeficientii de corelatie determinati pentru regresiile
neliniare (exponentiale descrescatoare) se incadreaza in intervalul 0,9232 — 0,9978. Pentru
exemplificare, in Figura 2 sunt ilustrate variatiile eficientei in raport cu volumul injectat pe
coloana XDB C18 si pentru diluentii utilizati in studiu.

In ceea ce priveste variatia descriptorilor de simetrie a picului cromatografic,
dependentele functionale sunt mai complexe. Considerand factorul de asimetrie la 0,1 din
inaltimea picului cromatografic, pentru fazele stationare de tip silicagel functionalizat cu
radicali alchil (XDB C8 si XDB C18), octanolul folosit ca diluent genereaza o tendinta de
fronting, pe cand ciclohexanul si hexanul o tendintd de tailing (in aceasta ordine
descrescatoare). Singura diferentd este indusd de acetatul de butil, care in cazul fazei
stationare XDB C18 produce o tendinta de tailing odata cu cresterea volumului injectat, pe
cand in cazul XDB C8, tendinta este de fronting. In ambele cazuri, tetraclorura de carbon nu
produce modificari ale simetriei picului odata cu cresterea volumului injectat. In cazul fazei
stationare de tip C18 AQ, ciclohexanul este cel care nu produce modificari de simetrie la
cresterea volumului injectat. In acest caz octanolul, hexanul si acetatul de butil (in aceasta
ordine descrescatoare) genereaza fronting pe cand tetraclorura de carbon genereaza tailing.
Explicatia efectului de fronting in cazul octanolului (pe toate fazele stationare) poate fi legata
de fenomenul de canelare véascoasa [3,4], avand in vedere diferenta foarte mare intre




vascozitatea "dopului" de solvent si faza mobila. In virtutea aceleeasi logici, tetraclorura de
carbon si ciclohexanul, cu vascozitati cvasiidentice cu faza mobila, ar trebui sa nu contribuie
in mod semnificativ la deformarea picului cromatografic, cel putin din punctul de vedere al
contributiei prin canelare vascoasa. Procesul de deformare a picului cromatografic este
determinat, fara indoiald, nu numai de contributia efectului de canelare vascoasa (care apare
preferential in zona de gradient descrescator de vascozitate intre frontul de diluent si faza
mobild) dar si de solubilitatea diluentilor in faza mobila. Pentru exemplificare, in Figura 3 este
prezentata variatia factorului de asimetrie cu volumul injectat in cazul coloanei de tip C18 AQ.

Figura 2. Variatia eficientei cu volumul injectat pentru coloana
XDB C18 si diluentii considerati in studiu.
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Figura 3. Variatia factorului de asimetrie cu volumul injectat
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Privitor la modul in care variaza v,,“® in raport cu hidrofobicitatea diluentului
(exprimata ca log P) si hidrofobicitatea fazei stationare (aproximata prin log P echivalent al
radicalului care functionalizeaza silicagelul), se obtine variatia tridimensionala din Figura 4.

Figura 4. Variatia v,,“ prin raportare la hidrofobicitatea diluentului si a fazei stationare.
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Rezultatele experimentale pot parea la prima vedere discutabile, atata vreme cat
formarea multistratului de adsorbtie a diluentului la nivelul suprafetei fazei stationare se
observa cu precadere in cazul fazei C18 AQ (asta chiar gi in cazul diluentilor puternic
hidrofobi). O posibila explicatie a acestui fenomen aduc in discutie efectele sterice.

Experimentele au fost toate realizate in conditiile utilizarii unei faze mobile foarte
bogata in componenta apoasa (90%) tocmai pentru a forta adsorbtia diluentului in faza
stationara. in aceste conditii, radicalii alchil legati de suprafata S|I|cageIU| (la randu-i inertizata)
au tendlnta de colapsare sterica datorita efectului de tensiune superficiala. In cazul fazei
stationare cu linker hidrofil tendinta de colapsare practic nu se manifesta tocmai datorita
gruparii amidice, care leaga radicalul alchil de silicagel. In acest mod centrii de adsorbtie sunt
mai bine expusi interactiilor cu moleculele diluentului (oricare ar fi acesta, cu pronun’;at
caracter apolar, sau oarecum polar), ceea ce creste probabilitatea formarii multistratului.

Concluzii:

1. Injectia de volume mari de proba dizolvata in solventi nemiscibili cu faza mobila
este posibila doar in cazul in care diluentul are afinitate mai mare pentru faza
stationara prin raportare la analitul de interes. Din acest motiv, injectiile in acetat de
butil au aproape aceleasi limitari ca si injectia in metanol pur (max. 20 uL). Faza
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stationara C18 AQ este cea mai permisiva, acceptand un volum de injectie in
acetat de butil de 50 plL.

2. Intotdeauna injectia de volume mari in diluenti nemiscibili cu faza mobila produce o
scadere exponentiala a eficientei asociate picului cromatografic. Acest efect nedorit
poate fi compensat prin aplicarea unui profil de elutie in gradient liniar (plecand de
la o compozitie a fazei mobile bogata in component apos si ajungand la final la o
compozitie mai bogata in solvent organic). Profilul in gradient este absolut necesar
pentru eliminarea diluentului adsorbit in faza stationara, deci o astfel de abordare
rezolva simultan ambele aspecte.

3. In functie de vascozitatea si solubilitatea in apa a diluentului, la injectia de volume
mari se pot observa efecte de deformare a picului cromatografic. Aceste corelatii
functionale complexe trebuie analizate de la caz la caz. Atunci cand diluentul
prezintd o vascozitate asemanatoare cu a fazei mobile (la inceputul separarii) si
solubilitatea sa in aceasta este redusa, exista sanse seminificative ca volumele
mari de injectie sa& nu induca deformari ale picului cromatografic. Diluentii cu
vascozitate mare in raport cu cea a fazei mobile pot fi folositi cu succes in cazul
analitilor care au tendinta de a genera un ugor tailing in conditiile normale de elutie,
deoarece prin efectele de canelare vascoasa, efectul de fronting contrabalanseaza
tendinta initiala.

4. Datorita stereochimiei centrilor de adsorbtie de la suprafata fazei stationare (in
conditiile utilizaérii unor faze mobile foarte bogate in componenta apoasa),
incarcarea cea mai mare cu diluent nemiscibil se poate realiza in cazul utilizarii
linkerilor hidrofili (cu favorizarea adsorbtiei multistrat).

5. Injectia de volume mari in diluenti nemiscibili cu faza mobila este un procedeu
accesibil in cazul utilizarii mecanismului de separare in faza inversa, care poate fi
optimizat usor si rapid.
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Web site-ul asociat proiectului a fost realizat si poate fi consultat la adresa:

X http://www.chimie.unibuc.ro/cercetare/analitica/web%20Med.pdf

In baza prezentarii domeniului de cercetare prin conferinta plenara sustinuta de directorul
de proiect in cadrul celui de-al XVll-lea Simpozion International de S$tiinte ale Separarii
desfasurat la Cluj-Napoca, Romaénia, in perioada 5-9 Septembrie 2011 (respectiv al
rezumatului publicat in volumul simpozionului) a fost solicitata indexarea proiectului in baza




internationald de date IndustryGateWay. in consecintd, informatii preliminare asupra

proiectului pot fi gasite si la adresa:
http://industrygateway.org/db/viewProject.do?projectlD=5319&source=1&action=fetch

sub codul 004175. Certificatul inregistrarii in baza internationala de date se ataseaza in copie

prezentului raport stiintific (vezi Anexa 1).

Deoarece a existat oportunitatea obtinerii unor probe reale provenite dintr-un studiu
clinic de bioechivalenta intre doua formulari farmaceutice pentru administrare orala continand
simvastatin si metabolitul sau asociat acidul simvastatic (prin bunavointa S.C. Labormed
Pharma S.A.) a putut fi dezvoltat si Obiectivul 4 (programat pentru anul 2012) legat de
identificarea si utilizarea unor solventi "verzi" in tehnicile bioanalitice care sa permita
aplicarea principiului injectiei de volume mari de diluenti nemiscibili cu faza mobila.
Rezultatele experimentale obtinute s-au constituit intr-un manuscris care a fost deja inaintat
pentru publicare.
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