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Capitolul 2. PARTEA EXPERIMENTALĂ 

 

2.1. Studiu preliminar privind mecanismul de retenţie prin perechi ionice  

aplicat la compuşi polari 

 

2.1.1. Problematica studiului 

Cromatografia de lichide în fază inversă care utilizează varianta eluţiei ce decurge după 

un mecanism bazat pe formarea de perechi ionice are un număr mare de aplicaţii în ceea ce 

priveşte analiza compuşilor ionici sau disociabili. Principiul acestui mecanism constă în faptul că 

analitul în formă ionică va interacţiona cu un contraion, formând o pereche de ioni, care se va 

distribui între cele două faze. Astfel, perechea de ioni este caracterizată de o hidrofobicitate 

sporită, contribuţia fiind adusă, de regulă, de către contraionul care participă la formarea de 

perechii respective de ioni.  

Retenţia în cromatografia de lichide în fază inversă a analiţilor ionici sau disociabili este 

un proces complex care depinde de numeroşi factori cum ar fi concentraţia şi hidrofobicitatea 

agentului formator de pereche ionică, concentraţia modificatorului organic, natura 

modificatorului organic, tăria ionică, natura fazei staţionare, pH-ul fazei mobile. 

După cum a fost detaliat în capitolul teoretic, procesul de retenţie în RP-IPC este descris 

de două modele principale şi, anume, modelul partiţiei şi cel electrostatic. Cu toate că aceste 

modele teoretice ne oferă o perspectivă diferită asupra interacţiei dintre analit şi faza staţionară, 

ele pot fi utilizate în mod complementar pentru a explica diferite efecte pe care le pot avea 

parametrii experimentali asupra procesului de retenţie în RP-IPC. 

Compuşii investigaţi în studiul de faţă au fost aleşi atât datorită importanţei lor 

farmaceutice, cât şi datorită capacităţii lor de a forma perechi ionice, capacitate dată de caracterul 

lor puternic polar. În Fig. 2.1.1. sunt prezentate structurile acestor compuşi.   
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Fig.2.1.1. Structurile compuşilor investigaţi prin RP-IPC : metformin, fenformin, tolilformin şi ranitidină. 

 

Conform modelului electrostatic al mecanismului cu formare de perechi ionice descris în 

capitolul teoretic, factorul de retenţie al unui analit încărcat electric Az
A
  cu sarcina zA, în 

prezenţa unui API, cu sarcina zAPI, prezent în faza mobilă într-o anumită concentraţie, CAPI, se 

relaţionează cu factorul său de retenţie în absenţa API, k
0
, prin ecuaţia: 
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unde k’ reprezintă factorul de retenţie în prezenţa API, k
0
 reprezintă factorul de retenţie în 

absenţa API, zA - sarcina analitului A, zAPI - sarcina API,  κ - inversul lungimii Debye (m
-1

), n0 - 

capacitatea monostratului (mol/m
3
), CAPI - concentraţia API în faza mobilă, KAPI - constanta de 

adsorbţie, dată de ecuaţia (1.27); 0  este permitivitatea electrică a vidului, r  este constanta 

dielectrică a fazei mobile, F – constanta Faraday (C/mol); T – temperatura absolută (K); R – 

constanta gazelor (J/mol K). 

 

2.1.3. Rezultate şi discuţii 

Influenţa concentraţiei de modificator organic din faza mobilă 

Dependenţa factorului de retenţie de concentraţia de modificator organic din faza mobilă 

este descrisă prin ecuaţia următoare: 





2

1

)'log()'log(
i

i

miw Ckk       (2.1.7) 

unde αi reprezintă parametrii regresiilor. 

Dependenţa liniară (i = 1) este valabilă pe un interval limitat al compoziţiei fazei mobile. 

Studierea întregului domeniu arată că majoritatea analiţilor prezintă un comportament neliniar la 

ambele capete ale intervalului. Se presupune faptul că abaterea de la liniaritate se datorează 

modificării solvatării fazei staţionare în prezenţa unei faze predominant apoase. 



  

În figurile Fig.2.1.4, 2.1.5 pot fi urmărite dependenţele (log k’ vs. Cm) pe un interval de 

concentraţie a  modificatorului organic cuprins între 30 şi 55% MeOH, pentru doi dintre cei patru 

compuşi analizaţi. Aceste dependenţe au fost urmărite în cazul utilizării hexansulfonatului drept 

API, la diferite concentraţii ale acestuia, cuprinse între 5mM şi 50mM, în mediu acid. 
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Fig.2.1.4. Dependenţele log (k’) vs %MeOH  obţinute pentru soluţia de metformin analizată prin RP-IPC pe coloana 
Zorbax Eclipse XDB C18, F.M. Aq (0,1% H3PO4 + x mM C6H13SO3Na) + MeOH 

Fenformin - influenta modificatorului organic
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Fig.2.1.5. Dependenţele log (k’) vs %MeOH  obţinute pentru soluţia de fenformin analizată prin RP-IPC pe coloana 

Zorbax Eclipse XDB C18, F.M. Aq (0,1% H3PO4 + x mM C6H13SO3Na) + MeOH 
 

 



  

Se poate observa faptul că, în intervalul studiat, aceste dependenţe sunt liniare, timpii de 

retenţie scăzând odată cu creşterea concentraţiei de modificator organic din faza mobilă. 

 Utilizând ecuaţiile descrise anterior, din regresiile obţinute experimental, s-au putut 

estima coeficienţii de partiţie apă – n-octanol din date de retenţie cromatografică pentru perechile 

ionice formate de analiţi cu hexansulfonatul de sodiu. A fost tabelată, de asemenea, şi valoarea 

log P calculată cu ajutorul softului EPI Suite (ţinând cont de faptul că valoarea teoretică este 

calculată în lipsa oricăror agenţi formatori de perechi ionice). Rezultatele pot fi urmărite în 

Tabelul 2.1.1.  

 

Tabel 2.1.1. Valori ale coeficienţiilor de partiţie apă – n-octanol obţinute din date de retenţie cromatografică, prin 

mecanism cu formare de perechi ionice 

 API : Hexansulfonat de sodium  

Analit 5mM 10mM 15mM 20mM 25mM 30mM 50mM 
log P EPI 

Suite  

Metformin                 

log k'w 1.6003 1.7947 1.9449 2.0739 2.1441 2.2181 2.2742   

log P 1.7953 1.9897 2.1399 2.2689 2.3391 2.4131 2.4692 -2.6399 

R2 0.9996 0.9989 0.9994 0.9992 0.9997 0.9998 0.9999   

Fenformin                 

log k'w 2.0745 2.4128 2.5478 2.7019 2.7909 2.89 3.0293   

log P 2.2695 2.6078 2.7428 2.8969 2.9859 3.085 3.2243 -0.6522 

R2 0.9982 0.9965 0.9975 0.996 0.997 0.9969 0.9972   

Tolilformin                 

log k'w 2.3913 2.8024 2.9445 3.1199 3.2216 3.337 3.4929   

log P 2.5863 2.9974 3.1395 3.3149 3.4166 3.532 3.6879 1.0514 

R2 0.9969 0.9951 0.9961 0.9948 0.9960 0.9960 0.9967   

Ranitidina                 

log k'w 2.2041 2.5871 2.7631 2.934 3.0204 3.1335 3.2563   

log P 2.3991 2.7821 2.9581 3.129 3.2154 3.3285 3.4513 0.2938 

R2 0.9932 0.9905 0.9929 0.9912 0.9931 0.9930 0.9937   

 

 

Influenţa concentraţiei API din faza mobilă 

Pentru observarea efectului pe care îl are concentraţia API asupra retenţiei cromatografice 

a compuşilor în cauză, s-a adăugat în faza apoasă hexansulfonat de sodiu de diferite concentraţii, 

cuprinse între 5 şi 50mM.  



  

Menţinând ceilalţi parametri ai ecuaţiei (2.1.2) constanţi, dependenţa factorului de retenţie 

de concentraţia API ar trebui să fie una logaritmică, având panta de 0,5, pentru cazul în care atât 

analitul, cât şi API sunt monovalenţi (
2

1

12


A

BA

z

zz
). Ecuaţia se poate scrie sub forma: 

APICk ln
2

1
ln '        (2.1.8) 

unde   este o constantă ce depinde de hidrofobicitatea şi sarcina electrică a ionilor analitului şi, 

respectiv, a ionilor API, de modificatorul organic şi de tăria ionică.  

Parametrii de regresie obţinuţi pentru diferite compoziţii ale fazei mobile, cuprinse între 

30% şi 55% MeOH, se regăsesc în Tabelul 2.1.2.  

 

Tabelul 2.1.2. Parametrii de regresie pentru dependenţele 
'ln k  vs. IPACln  (API: HXN) pentru diferite compoziţii 

ale fazei mobile. 

% MeOH Intersecţia (  ) Panta R2 

Metformin 

30 -0.344 0.611 0.9716 

35 -0.862 0.602 0.9801 

40 -1.415 0.601 0.9852 

45 -1.890 0.576 0.9663 

50 -2.301 0.537 0.9557 

55 -2.784 0.530 0.9333 

Fenformin 

30 0.705 0.650 0.9917 

35 0.192 0.590 0.9938 

40 -0.263 0.526 0.9977 

45 -0.672 0.464 0.9961 

50 -1.079 0.414 0.9948 

55 -1.498 0.382 0.9918 

Tolilformin 

30 1.082 0.719 0.9915 

35 0.499 0.652 0.9951 

40 0.003 0.576 0.9987 

45 -0.438 0.502 0.9990 

50 -0.857 0.439 0.9991 

55 -1.275 0.394 0.9980 



  

Ranitidină 

30 0.444 0.720 0.9861 

35 -0.281 0.677 0.9895 

40 -0.853 0.597 0.9966 

45 -1.326 0.524 0.9947 

50 -1.759 0.464 0.9933 

55 -2.220 0.432 0.9868 

 

Aceste dependenţe pot fi utilizate pentru a estima valoarea extrapolată a factorului de 

retenţie al analitului în prezenţa API, atunci când API este în concentraţie de 1mol/L; pentru 

această concentraţie, valoarea lnCAPI devine 0 şi valoarea ln k’ devine  . 

Influenţa concentraţiei API din componenta apoasă a fazei mobile şi formele picurilor 

cromatografice pot fi urmărite în figura următoare. Creşterea concentraţiei hexansulfonatului de 

sodiu în componenta apoasă a fazei mobile conduce la o creştere a timpilor de retenţie 

cromatografică; picurile îşi menţin simetria, dar înălţimea lor scade, eluând într-un interval mai 

mare de timp (devin mai late).  

 
 

Fig.2.1.12. Alura cromatogramelor suprapuse obţinute pentru soluţiile de biguanidine analizate prin RP-IPC pe 

coloana Zorbax Eclipse XDB C18, F.M. 65%Aq (0,1% H3PO4 + x mM C6H13SO3Na) + 35%MeOH 
 

 

Influenţa hidrofobicităţii API din faza mobilă 

Pentru observarea efectului pe care îl are hidrofobicitatea API asupra retenţiei 

cromatografice a biguanidinelor, în faza apoasă au fost adăugaţi patru agenţi formatori de perechi 
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ionice : pentan-, hexan-, heptan- şi, respectiv, octan- sulfonat de sodiu, de concentraţie 10 mM. 

Hidrofobicitatea API creşte odată cu creşterea numărului de atomi de C, astfel că şi valorile 

factorilor de retenţie vor creşte în acelaşi mod. Dependenţele logaritmilor zecimali ai factorilor de 

retenţie în funcţie de numărul de atomi de C sunt liniare, cu un factor de corelaţie destul de bun, 

după cum se poate observa în Fig.2.1.13. 
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Fig.2.1.13. Dependenţele liniare log(k’) vs. numărul de atomi de C din molecula API pentru cei patru compuşi 

investigaţi prin RP-IPC 

 

 

Influenţa pH-ului componentei apoase a fazei mobile 

 Efectul pH-ului componentei apoase a fost studiat într-un interval cuprins între 1,2 şi 8. 

Soluţiile au fost realizate utilizând 0.1% soluţie de acid fosforic de concentraţie 85% şi aduse la 

pH-ul dorit cu o soluţie de 10% KOH. 

Au fost obţinute forme sigmoidale ale dependenţelor retenţiei de valoarea pH-ului pentru 

mai multe compoziţii ale fazei mobile, mai ales în cazurile în care conţinutul de modificator 

organic din faza mobilă a fost scăzut (35, 40 şi, respectiv, 45% MeOH). Rezultatele obţinute au 

fost în acord cu modelul partiţiei, procesul putând fi descris prin ecuaţia: 

pH

bw
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b

APIAA

API
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KK

K
kkk
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
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10

100      (2.1.9) 

În Fig.2.1.15. este ilustrat un exemplu al formei obţinute pentru metformin. Se poate 

observa faptul că valorile experimentale situate în intervalul de pH 3-7 pot fi fitate cu ajutorul 



  

funcţiei Boltzmann. Acest comportament de retenţie poate fi explicat bine prin modelul partiţiei. 

Dacă intervalul de pH se extinde de la 2 la 8, se poate observa o curbă sigmoidală dublă pentru 

compuşii mentionaţi, care poate fi explicată prin posibilitatea protonării a două grupări =NH ale 

moleculei respective, ducând la formarea unei perechi duble, de tipul 2

2

2 )(  APIAH . Această 

dublă pereche formată de analit cu anionul alchil-sulfonat este mai hidrofobă decât o pereche 

ionică simplă, de tipul 
APIAH , şi se poate forma la pH-uri foarte acide (între 1 şi 2). 
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Fig.2.1.15. Dependentele  (k’) de pH-ul componentei apoase obţinute pentru metformin prin RP-IPC pe coloana 

Zorbax Eclipse XDB C18, F.M. 65%Aq (10 mM C7H15SO3Na) + 35%MeOH 
 

 Creşterea retenţiei fenforminului, tolilforminului şi ranitidinei la pH > 7 se poate explica 

prin deprotonarea grupărilor bazice ale moleculei, nemaiavând loc procesul de formare de perechi 

ionice. Pentru pH > 7 aceste molecule participă la procesul de retenţie ca molecule libere 

conform unui mecanism de fază inversă, având loc interacţii hidrofobe între structurile 

hidrocarbonate din moleculele lor şi lanţurile hidrocarbonate ale fazei staţionare C18. Acest efect 

a fost observat şi pentru metformin, dar creşterea retenţiei sale a fost mai puţin semnificativă, 

deoarece cele două grupări metil sunt mai puţin implicate în astfel de interacţii. 

 

2.1.4. Concluzii asupra studiului 

Parametrii studiaţi pentru cei patru compuşi ce conţin grupări funcţionale bazice prin 

mecanism cu formare de perechi ionice, pot fi explicaţi atât prin modelul electrostatic, cât şi prin 

cel al partiţiei. Efectele naturii API şi a concentraţiei sale în faza mobilă sunt bine explicate prin 



  

modelul electrostatic, dependenţele prezise de acest model teoretic fiind utilizate cu succes în 

analiza compuşilor; au fost obţinute corelaţii bune pentru dependenţele dintre parametri 

expermentali şi rezultatele cromatografice prezise de modelul teoretic. 

Cu ajutorul modelului partiţiei pot fi explicate bine efectele concentraţiei modificatorului 

organic şi pH-ului componentei apoase, obţinându-se corelaţii bune pentru dependenţele dintre 

parametri experimentali şi rezultatele cromatografice obţinute. Aceste corelaţii pot fi utilizate 

pentru estimarea unor valori extrapolate ale datelor cromatografice obţinute, care pot fi utilizate 

în caracterizarea perechilor ionice formate de analit cu API în ceea ce priveşte hidrofobicitatea 

acestora. Efectul pH-ului asupra retenţiei este un proces complex în cazul moleculelor ce conţin 

două sau mai multe grupări bazice şi alte grupări funcţionale cu efecte electronice asupra 

moleculei. 

 

2.2. Studiul retenţiei unor oxime cationice prin mecanism RP-IPC 

2.2.1. Problematica oximelor 

Intoxicaţiile cu substanţe neurotoxice organofosforice (OPh) reprezintă un subiect foarte 

important atât în context militar, cât şi civil. În ţările Lumii a III-a, acest tip de intoxicaţii cauzate 

de utilizarea pesticidelor este estimat ca atingând 1 milion de cazuri accidentale anual. În context 

militar, substanţele neurotoxice organofosforice au fost utilizate ca “arme” în razboaiele chimice 

(gaze paralizante). Din cauza uşurinţei cu care aceste substanţe se pot prepara, a utilizării lor de 

către grupări teroriste, dar şi din cauza numărului mare de otrăviri accidentale ale muncitorilor 

din agricultură, a fost necesară o dezvoltare cât mai rapidă a substanţelor folosite drept antidot. 

Tratamentul pentru intoxicaţiile cu substanţe OPh se bazează pe administrarea 

substanţelor anticolinergice (ca, de exemplu, atropina), în combinaţie cu oximele piridinice şi 

diazepamul (depresor al sistemului nervos central). Oximele reactivează AChE inhibată prin 

îndepărtarea compuşilor OPh din structura sa. Deoarece substanţele OPh prezintă o toxicitate mai 

mare şi acţionează mai rapid decât majoritatea medicamentelor, este foarte important ca acţiunea 

oximelor utilizate drept antidot să fie una foarte rapidă şi eficientă în procesul de dezintoxicare. 

Datorită rolului unor agenţi biochimici de a transporta aceşti reactivatori printr-un 

mecanism bazat pe formarea de perechi ionice, s-a considerat că posibilitatea unui studiu a 

acestui mecanism de separare cromatografică ar putea oferi informaţii suplimentare pentru aceste 

procese biochimice din organismele vii.  



  

2.2.2. Studiul unor oxime pe o fază staţionară C18 Zorbax Eclipse XDB 

2.2.2.1.Problematica studiului 

Studiul a avut în vedere urmărirea principalilor parametri care influenţează timpul de 

retenţie cromatografică al unor compuşi cationici din clasa oximelor şi corelarea valorilor 

experimentale obţinute cu modelele teoretice care explică mecanismul de retenţie cromatografică 

cu formare de perechi ionice (modelul electrostatic sau cel al partiţiei). 

Structurile celor opt compuşi ce aparţin clasei oximelor studiaţi în diferite condiţii 

cromatografice, prin mecanism cu formare de perechi ionice sunt redate în figura următoare. 
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Fig.2.2.3. Structurile oximelor studiate prin RP-IPC pe coloana C18 Zorbax Eclipse XDB. 
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Studiul a fost realizat utilizând cromatograful de lichide Agilent Technologies, seria 

1100, iar ca fază staţionară s-a utilizat o coloană cromatografică C18 Zorbax Eclipse XDB ( 

dimensiuni lungime 150 mm, diametrul intern 4,6 mm, dimensiunea particulelor 5 m).  

2.2.2.3. Rezultate şi discuţii 

Influenţa concentraţiei modificatorului organic din faza mobilă asupra retenţiei 

cromatografice 

Concentraţia de metanol din faza mobilă influenţează echilibrul de adsorbţie al API pe 

siturile hidrofobe ale fazei staţionare. De aceea, factorul de retenţie cromatografică este 

dependent de conţinutul de MeOH din faza mobilă. 

În cromatografia de lichide în fază inversă, influenţa concentraţiei modificatorului organic 

asupra factorului de retenţie este descrisă prin ecuaţia următoare: 





2

1

)'log()'log(
i

i

miw Ckk       (2.2.2)  

unde αi reprezintă parametrii regresiilor, Cm – concentraţia modificatorului organic (în procente 

volumetrice).  

 Aceste dependenţe au fost verificate atât în cazul unui pH acid (pH=2) utilizând 4 agenţi 

formatori de perechi ionice (pentan-, hexan-, heptan- şi, respectiv, octan-sulfonatul de sodiu), cât 

şi pentru alte valori de pH (3, 4, 5 şi, respectiv, 7), utilizând octansulfonatul de sodiu drept API.  

 Pentru pH = 2 al componentei apoase, s-au obţinut dependenţe liniare, de tipul: 

 

mw Ckk 1)'log()'log(   

 

pentru toţi agenţii formatori de perechi ionice utilizaţi. 

 

Parametrii de regresie se regăsesc în Tabelul 2.2.1.a Intersecţia acestor regresii liniare 

reprezintă valorile extrapolate ale logaritmilor zecimali ai factorilor de retenţie pentru o fază 

mobilă ipotetică ce conţine 100% apă, log(k’)w, aceasta fiind proporţională cu constanta de 

partiţie a perechii ionice respective între faza mobilă şi cea staţionară, pentru o anumită 

concentraţie de API în faza mobilă şi un anumit pH. 

 

 

 

 

 

 

 



  

Tabel.2.2.1.a. Parametrii de regresie ai dependenţelor liniare log(k’) vs. %MeOH pentru cei 8 compuşi analizaţi prin 

RP-IPC la un pH =2 al fazei apoase, utilizând diferiţi agenţi formatori de perechi ionice 

API Intersecţia Panta R
2
 API Intersecţia Panta R

2
 

Obidoxima HI6 

PNT 2,3256 -0,0559 0,9792 PNT 2,3213 -0,0575 0,9669 

HXN 3,4253 -0,0681 0,9788 HXN 3,0257 -0,0618 0,9879 

HPT 3,3648 -0,0576 0,9843 HPT 3,2370 -0,0561 0,9937 

OCT 4,2943 -0,0653 0,9993 OCT 4,0115 -0,0614 0,9992 

HLo7 K27 

PNT 2,5867 -0,0618 0,9557 PNT 2,3331 -0,0569 0,9732 

HXN 3,5411 -0,0710 0,9526 HXN 3,6358 -0,0728 0,9548 

HPT 3,3737 -0,0578 0,9824 HPT 3,5888 -0,0616 0,9909 

OCT 4,1739 -0,0637 0,9993 OCT -0,0624 4,1165 0,9993 

K48 K74 

PNT 2,7684 -0,0658 0,9376 PNT 2,7407 -0,064 0,9476 

HXN 3,1790 -0,0645 0,9884 HXN 3,2747 -0,0651 0,9823 

HPT 3,1704 -0,0546 0,9760 HPT 3,5419 -0,0609 0,9780 

OCT 4,0602 -0,0620 0,9993 OCT 4,1797 -0,0635 0,9997 

K75 K203 

PNT 2,8053 -0,0656 0,9444 PNT 2,9373 -0,0693 0,9200 

HXN 3,5753 -0,0711 0,9372 HXN 3,3307 -0,0674 0,9622 

HPT 3,6113 -0,0621 0,9927 HPT 3,6699 -0,0640 0,9528 

OCT 4,1274 -0,0629 0,9996 OCT 3,9957 -0,0611 0,9998 

 

După cum se poate observa în tabelul de mai sus, au fost obţinute corelaţii liniare 

nesatisfăcătoare în cazul utilizării pentan-, hexan şi, respectiv, heptan- sulfonatului de sodiu drept 

agenţi formatori de perechi ionice. Din acest motiv, datele experimentale au fost fitate cu ajutorul 

unei funcţii sigmoidale de tip Boltzmann (ecuaţia 2.2.3), în acest caz obţinându-se factori de 

corelaţie mult mai mari (R
2 
> 0,99), după cum se poate observa în Tabelul 2.2.1.b. 
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Ecuaţia Boltzman pentru x = 0 devine: 
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Dacă 
dx

x0  este mare (>3) atunci numitorul acestei ecuaţii tinde la 1, iar y tinde la A1; în 

acest caz, din punct de vedere cromatografic, A1 reprezintă log(k’)w. Se poate observa faptul că 

această condiţie este îndeplinită doar în cazul în care agenţii formatori de perechi ionice utilizaţi 

sunt pentan-, hexan şi, respectiv, heptan- sulfonatul de sodiu, nu şi în cazul octansulfonatului de 

sodiu.  

O altă observaţie ce poate fi făcută comparând parametrii obţinuţi din dependenţele liniare 

şi, respectiv, de tip Boltzmann, se referă la fapul că valorile log(k’)w obţinute în cel de-al doilea 

caz sunt semnificativ mai scăzute.  

 

Tabel.2.2.1.b. Parametrii de regresie ai dependenţelor sigmoidale log(k’) vs. %MeOH pentru cei 8 compuşi analizaţi 

prin RP-IPC la un pH =2 al fazei apoase, utilizând diferiţi agenţi formatori de perechi ionice 

API A1 x0 dx x0/dx R
2
 API A1 x0 dx x0/dx R

2
 

Obidoxima HI6 

PNT 0,4108 107,980 20,599 5,2420 0,9994 PNT 0,0990 103,160 16,784 6,1463 0,9982 

HXN 1,1672 112,460 22,038 5,1030 0,9968 HXN 0,7805 72,025 14,579 4,9403 0,9997 

HPT 0,9467 63,954 9,016 7,0931 0,9995 HPT 1,2022 60,874 11,192 5,4391 0,9965 

OCT 6,0601 111,420 60,724 1,8349 0,9996 OCT 4,9546 101,890 51,894 1,9634 0,9996 

HLo7 K27 

PNT 0,0708 106,620 15,153 7,0362 0,9973 PNT 0,2188 99,312 17,662 5,6229 0,9988 

HXN 0,6647 112,580 15,848 7,1037 0,9900 HXN 0,6577 108,910 15,350 7,0951 0,9949 

HPT 0,5312 59,972 3,983 15,0562 0,9942 HPT 0,7796 65,745 8,408 7,8198 0,9997 

OCT 7,4638 146,320 82,468 1,7743 0,9995 OCT 2,3232 63,005 16,569 3,8026 0,9996 

K48 K74 

PNT -

0,0683 
106,520 12,927 8,2401 0,9956 

PNT 
0,0639 107,570 14,169 7,5919 0,9958 

HXN 0,6468 65,863 11,218 5,8712 0,9997 HXN 1,0665 92,074 19,553 4,7089 0,9984 

HPT 0,8830 102,090 16,060 6,3568 0,9945 HPT 0,4665 60,786 3,419 17,7784 0,9932 

OCT 2,8941 65,995 22,916 2,8799 0,9995 OCT 5,6258 75,566 47,859 1,5789 0,9980 

K75 K203 

PNT 
0,0292 106,430 13,669 7,7862 0,9963 

PNT -

0,1564 
108,460 11,441 9,4799 0,9944 

HXN 0,4826 110,690 12,998 8,5159 0,9917 HXN 0,6285 103,640 15,817 6,5524 0,9980 

HPT 0,9003 66,771 9,872 6,7636 0,9994 HPT 0,6770 123,300 12,098 10,1918 0,9966 

OCT 3,0411 65,586 23,539 2,7863 0,9998 OCT 9,6697 129,460 101,490 1,2756 0,9980 

 

 

 Pentru fiecare pH al componentei apoase s-au verificat dependenţele logaritmilor 

zecimali factorilor de retenţie în funcţie de concentraţia modificatorului organic. S-a observat 



  

faptul că acestea au fost liniare, în cazul valorilor de pH = 2, 3, 4 şi, respectiv, 5. În cazul pH = 7, 

au fost obţinute dependenţe polinomiale. Parametrii de regresie obtinuţi pot fi urmăriţi în Tabelul 

2.2.2. 

 

Tabel.2.2.2. Parametrii de regresie obtinuţi pentru oximele studiate prin RP-IPC pentru pH= 2, 3, 4 şi, respectiv, 5 

(a); pentru pH= 7 (b) în cazul utilizării octansulfonatului de sodiu (10 mM) drept API 

a. 

pH log kw α1 R
2
 pH log kw α1 R

2
 

Obidoxima HI6 

2 4,1259 -0,0641 0,9996 2 3,8788 -0,0608 0,9995 

3 4,0428 -0,065 0,9999 3 3,8638 -0,0632 0,9989 

4 4,1081 -0,0652 0,9977 4 3,8708 -0,0616 0.998 

5 3,3309 -0,0533 0,9935 5 3,2657 -0,0542 0,9971 

HLo7 K27 

2 4,0510 -0,0633 0,9997 2 3,9946 -0,0621 0,9998 

3 4,0464 -0,0658 0,9994 3 4,0119 -0,0649 0,9994 

4 4,0086 -0,0641 0,9973 4 4,0132 -0,0639 0,9979 

5 3,2905 -0,0537 0,9977 5 3,3561 -0,0543 0,9981 

K48 K74 

2 3,9508 -0,0619 0,9998 2 4,0997 -0,0639 0,9999 

3 3,9648 -0,0647 0,9992 3 4,1265 -0,0668 0,999 

4 3,9573 -0,0635 0,9981 4 4,1325 -0,066 0,9981 

5 3,3279 -0,0544 0,9982 5 3,5249 -0,0572 0,9985 

K75 K203 

2 4,0586 -0,0634 0,9998 2 3,9173 -0,0615 0,9998 

3 4,0739 -0,0662 0,9992 3 3,9212 -0,0641 0,9992 

4 4,0869 -0,0654 0,9979 4 3,9345 -0,0633 0,9974 

5 3,4367 -0,0558 0,9982 5 3,1898 -0,052 0,9965 

b. 

pH 7 

Analit log kw α1 α2 R
2
 (Cm)min log(k’)min 

OBI 7,3202 -0,2234 0,0016 0,9988 69,8 -0,4779 

HI6 5,9708 -0,1911 0,0015 0,9993 63,7 -0,1157 

HLo7 6,0495 -0,1916 0,0014 0,9997 68,4 -0,5060 

K27 7,6263 -0,2342 0,0019 0,9994 61,6 0,4092 

K48 7,5766 -0,2325 0,0018 0,9993 64,6 0,0688 

K74 7,1518 -0,2109 0,0016 0,9995 65,9 0,2020 



  

K75 7,0474 -0,2088 0,0015 0,9995 69,6 -0,2188 

K203 7,9774 -0,2473 0,0020 0,9997 61,8 0,3327 

 

Din punct de vedere matematic, dependenţa polinomială de ordinul II obţinută pentru 

pH= 7 prezintă un minim, log(k’)min, ce se poate obţine din condiţia 0
)'log(






mC

k
. Minimul de pe 

curbă este caracterizat de o anumită valoare a concentraţiei de modificator organic, (Cm)min şi o 

valoare minimă a log(k’), obţinute utilizând următoarele ecuaţii: 
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După cum se poate observa atât din Tabelul 2.2.2, perechile ionice formate prezintă o 

proprietate deosebită a dependenţelor logaritmilor zecimali ai factorilor de retenţie de 

concentraţia de modificator organic din faza mobilă şi anume faptul că minimul acestora se află 

în intervalul de concentraţie (0; 100); pentru majoritatea compuşilor organici neionici (log k’)min 

se situează în afara acestui interval. 

 

Influenţa concentraţiei API asupra retenţiei cromatografice 

Conform modelului electrostatic ce explică retenţia compuşilor prin mecanism cu 

formare de perechi ionice, pentru cazul de faţă în care analitul este divalent, iar API, monovalent, 

dependenţa factorului de retenţie de concentraţia API este de forma: 

APIck lnln '        (2.2.9) 

 

, unde   este o constantă ce depinde de hidrofobicitatea şi sarcina electrică a ionilor analitului 

şi, respectiv, al API, de modificatorul organic şi de tăria ionică.  

Au fost urmărite aceste dependenţe în cazul utilizării a trei agenţi formatori de perechi 

ionice şi anume hexan-, heptan şi, respectiv, octan-sulfonatul de sodiu, la un pH acid al 

componentei apoase. Graficele ce reprezintă aceste dependenţe au demonstrat o corelaţie liniară 

bună (cu R
2 
>0,99), având pantele cu valori cuprinse între 0,6 şi 0,8. Pentru o compoziţie a fazei 

mobile ce conţine 50% modificator organic, parametrii de regresie se regăsesc în Tabelul 2.2.3. 

 



  

 

Tabelul 2.2.3 Parametrii de regresie obţinuţi pentru dependenţele lnCAPI vs. ln(k’) pentru compuşii 

analizaţi prin RP-IPC 

API Intersecţia 

(  ) 

Panta R
2
 API Intersecţia 

(  ) 

Panta R
2
 

Obidoxima HI6 

HXN -1,5116 0,7612 0,9972 HXN -1,6752 0,7414 0,9973 

HPT -1,0319 0,8527 0,9954 HPT -1,1168 0,8109 0,9973 

OCT 0,6710 0,6274 0,9984 OCT 0,3752 0,6684 0,9993 

HLo7 K27 

HXN -1,6055 0,7638 0,9976 HXN -1,6273 0,7718 0,9975 

HPT -1,4062 0,8198 0,9948 HPT -1,0574 0,8311 0,9944 

OCT 0,4110 0,6946 0,9975 OCT 0,3495 0,7315 0,9974 

K48 K74 

HXN -1,6382 0,7561 0,9971 HXN -1,4993 0,7587 0,9970 

HPT -1,0359 0,7929 0,9957 HPT -0,9279 0,7926 0,9968 

OCT 0,2693 0,7254 0,9958 OCT 0,4147 0,7103 0,9927 

K75 K203 

HXN -1,5254 0,7531 0,9973 HXN -1,6314 0,7440 0,9976 

HPT -0,9187 0,7720 0,9977 HPT -0,9833 0,7545 0,9981 

OCT 0,4304 0,6900 0,9938 OCT 0,3077 0,698 0,9938 

 

Din tabelul de mai sus se poate observa faptul că pantele regresiilor liniare obţinute 

pentru oximele studiate prin RP-IPC se situează între 0,6 şi 0,8. Conform Tabelului 2.1. redat în 

capitolul teoretic, valoarea pantelor ar fi trebuit să fie unitară, ceea ce sugerează faptul că, în 

cazul de faţă, există unele devieri de la modelul electrostatic.  

Aceste dependenţe pot fi utilizate pentru a estima valoarea extrapolată a factorului de 

retenţie al analitului în prezenţa API, atunci când API este în concentraţie de 1 mol/L; pentru 

aceasta concentraţie, valoarea lnCAPI devine 0, iar valoarea ln kAPI devine χ. 

 

Influenţa hidrofobicităţii API din faza mobilă asupra retenţiei cromatografice  

Efectul hidrofobicităţii API din faza mobilă a fost studiat urmărind influenţa numărului 

de atomi de carbon din molecula API asupra timpilor de retenţie ai perechilor ionice formate cu 

diferiţi API, pentru o fază mobilă ce conţine 55% modificator organic. 

 

Influenţa pH-ului asupra retenţiei cromatografice 

Valoarea pH-ului componentei apoase a fazei mobile este un parametru foarte important 

în cromatografia de lichide bazată pe mecanism cu formare de perechi ionice. A fost studiată 



  

N
+

influenţa acestui parametru pe un domeniu cuprins între 45 şi 70 % modificator organic, pentru 5 

valori de pH pentru componenta apoasă. 

Au fost obţinute forme sigmoidale ale dependenţelor factorilor de retenţie în funcţie de valoarea 

pH-ul componentei apoase pentru mai multe compoziţii ale fazei mobile, mai ales în cazurile în 

care conţinutul de modificator organic din faza mobilă a fost sub 60% (45, 50, 55 şi, respectiv, 

60% MeOH). 

În Fig.2.2.35 este ilustrat un exemplu al formei obţinute pentru K48 (pentru 50% MeOH). 

Se poate observa faptul că valorile experimentale situate în intervalul de pH 3-7 pot fi fitate cu 

ajutorul funcţiei Boltzmann. Acest comportament de retenţie poate fi explicat bine prin modelul 

partiţiei. Dacă intervalul de pH se extinde, se poate observa o curbă sigmoidală dublă, care poate 

fi explicată prin posibilitatea formării unei perechi duble (în raport 1:2), de tipul 2

2 )(  APIA . 

Această dublă pereche formată de analit cu anionul alchil-sulfonat este mai hidrofobă decât o 

pereche ionică simplă (în raport 1:1), de tipul 
 APIA2
, şi se poate forma la pH-uri foarte acide.  
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Fig.2.2.35. Dependenţele  (k’) de pH-ul componentei apoase obţinute pentru K48 prin RP-IPC pe coloana Zorbax 

Eclipse XDB C18, F.M. 50% Aq (10 mM OCT) + 50% MeOH 

 

Comportamentul de retenţie observat se poate explica prin faptul că pH-ul poate influenţa 

echilibrul tautomer redat în Fig. 2.2.37, ducând spre stabilizarea uneia dintre structurile ilustrate. 

La pH-uri foarte acide obidoxima, având structura I, are posibilitatea de a forma o pereche dublă 

cu ionii agentului formator de perechi ionice. Pe măsură ce pH-ul componentei apoase creşte, 

echilibrul se deplasează spre stabilizarea structurii II, structură ce prezintă o grupare nitrozo- şi 

un cation         care are posibilitatea de a forma o pereche ionică cu ionii API.  La un pH neutru 

al componentei apoase, structura III se stabilizează. În acest caz, analitul nu mai formează perechi 



  

ionice, participând la procesul de retenţie ca moleculă liberă conform unui mecanism de fază 

inversă; între structurile hidrocarbonate din molecula acestuia şi lanţurile hidrocarbonate ale fazei 

staţionare C18 au loc interacţii hidrofobe, observându-se o scădere a timpului de retenţie 

cromatografică. 

 

 
 

Fig.2.2.37 Echilibre tautomere ale obidoximei în funcţie de pH-ul soluţiei. 

 

2.2.2.4. Concluzii asupra studiului 

Parametrii de retenţie obţinuţi pentru oximele studiate prin mecanism cu formare de 

perechi ionice pot fi explicaţi atât prin modelul electrostatic, cât şi prin cel al partiţiei.  

Au fost observate dependenţe ale logaritmilor zecimali ai factorilor de retenţie în funcţie 

de concentraţia modificatorului organic liniare, în cazul valorilor de pH 2, 3, 4 şi, respectiv, 5; în 

cazul pH = 7, au fost obţinute dependenţe polinomiale. Un rol important în explicarea acestui 

comportament de retenţie cromatografică observat îl joacă morfologia fazei staţionare, alături de 

echilibrele tautomere în care pot fi implicaţi compuşii investigaţi.  

În ceea ce priveşte efectul pH-ului asupra retenţiei cromatografice, rezultatele obţinute au 

fost în acord cu modelul partiţiei mai ales în cazurile în care conţinutul de modificator organic 

din faza mobilă a fost sub 60%, observându-se o funcţie sigmoidală dublă. 
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2.2.3. Studiul oximelor pe o fază staţionară C18 Zorbax ODS 

2.2.3.1. Problematica studiului 

În acest subcapitol a fost studiat comportamentul cromatografic al unor compuşi cationici, 

utilizaţi ca reactivatori ai AchE, prin mecanism cu formare de perechi ionice, pe o fază staţionară 

C18 Zorbax ODS.  

Compuşii investigaţi în acest studiu aparţin clasei oximelor, bromura de pralidoximă 

(PAM) şi clorura de obidoximă (OBI); iodura de piridostigmină (PDST) nu aparţine acestei clase, 

dar a fost studiată în urma utilizării sale anterioare ca reactivator al AChE.  

Studiul a avut în vedere urmărirea principalilor parametri care influenţează timpul de 

retenţie cromatografică al oximelor şi corelarea valorilor experimentale obţinute cu modelele 

teoretice care explică mecanismul de retenţie cromatografică cu formare de perechi ionice 

(modelul electrostatic sau cel al partiţiei). Compuşii au fost studiaţi prin mecanism cu formare de 

perechi ionice utilizând drept agenţi formatori de perechi ionice substanţe din clasa alchil-

sulfonaţilor. 

 

2.2.2.3. Rezultate şi discuţii 

Influenţa concentraţiei modificatorului organic din faza mobilă asupra retenţiei 

cromatografice 

În cazul de faţă, au fost urmărite dependenţele logaritmilor zecimali ai factorilor de 

retenţie în funcţie de concentraţia MeOH din faza mobilă utilizând trei agenţi formatori de 

perechi ionice : hexan, heptan- şi, respectiv, octan-sulfonatul de sodiu, concentraţia acestora în 

componenta apoasă a fazei mobile fiind de 15 mM (Fig.2.2.49 ) 
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Fig.2.2.49. Dependenţele  log (k’) vs %MeOH obţinute pentru soluţia de PAM analizată prin RP-IPC pe coloana C18 

Zorbax ODS, F.M. Aq (0,1% H3PO4 + 15mM API) + MeOH. 



  

 

După cum se poate observa, aceste dependenţe sunt polinomiale, în formă de U, fapt mai 

rar raportat în literatura de specialitate, dar caracteristic în cazul aldoximelor cationice sau 

lichidelor ionice. Minimele acestor dependenţe au fost situate în intervalul studiat de fază mobilă, 

după cum se poate observa în Tabelul 2.2.5. 

Aceasta formă caracteristică mai puţin întâlnită este descrisă printr-o ecuaţie polinomială 

de ordinul al II-lea: 

2

21)'log()'log( mmw CCkk       (2.2.15) 

unde wklog  reprezintă intersecţia, adică valoarea extrapolată a log(k’) ce corespunde unei faze 

mobile ipotetice ce conţine 100% componentă apoasă, α1 şi α2 sunt parametrii regresiei 

polinomiale de ordinul al II-lea.  

Din punct de vedere matematic, această dependenţă are un minim ce se poate obţine din 

condiţia 0
)'log(






mC

k
. Acest minim de pe curbă este caracterizat de o anumită valoare a 

concentraţiei de modificator organic, (Cm)min şi o valoare minimă a logaritmului factorului de 

retenţie, notată log(k’)min, obţinute utilizând ecuaţiile (2.2.5) şi (2.2.6).     

După cum se poate observa din reprezentările grafice, perechile ionice formate prezintă o 

proprietate deosebită a dependenţelor logaritmilor zecimali ai factorilor de retenţie de 

concentraţia de modificator organic din faza mobilă şi anume faptul că minimul acestora se află 

în intervalul de concentraţie (0; 100).  

Dependenţele discutate anterior pot fi utilizate pentru estimarea unor descriptori 

moleculari. Unul dintre cei mai discutaţi parametrii este log(k’)w, parametru relaţionat cu 

caracterul hidrofob atribuit perechii ionice formate între analit şi agentul formator de perechi 

ionice.  

 Forme similare ale dependenţelor retenţiei de concentraţia modificatorului organic din 

faza mobilă au fost obţinute şi în cazul utilizării unor concentraţii mai scăzute ale agentului 

formator de perechi ionice din componenta apoasă a fazei mobile. În Tabelul 2.2.5 se pot observa 

parametrii acestor regresii, dar şi valorile calculate ale (Cm)min şi log(k’)min. 

 

 

 

 

 

 

 



  

Tabelul.2.2.5. Parametrii dependenţelor log(k’) vs. CMeOH obţinuţi în cadrul analizei aldoximelor pe coloana Zorbax 

ODS prin RP-IPC 

Analit Conc.API log kw log(k’)min α1 Α2 R
2
 (Cm)min  

API: Hexansulfonat de sodiu  

  15mM 4.655 0.261 -0.1199 8.18x10-4 0.9967 73.3 

PAM 10mM 3.854 0.294 -0.1024 7.36 x10-4 0.9946 69.5 

  5mM 3.349 0.447 -0.0875 6.59 x10-4 0.9968 66.4 

  15mM 5.447 0.347 -0.1684 1.39 x10-3 0.9961 60.6 

OBI 10mM 3.848 0.483 -0.1206 1.08 x10-3 0.9996 55.8 

  5mM 2.609 0.690 -0.0789 8.10 x10-4 0.9986 48.7 

  15mM 2.787 0.577 -0.0727 5.98 x10-4 0.9973 60.8 

PDST 10mM 2.454 0.580 -0.065 5.63 x10-4 0.9995 57.7 

  5mM 2.118 0.716 -0.0519 4.80 x10-4 0.9965 54.0 

API: Heptansulfonat de sodiu  

  15mM 5.348 0.193 -0.1432 9.94 x10-4 0.9978 72.0 

PAM 10mM 4.786 0.315 -0.1256 8.81 x10-4 0.9979 71.2 

  5mM 3.937 0.502 -0.1022 7.60 x10-4 0.999 67.3 

  15mM 6.366 0.526 -0.1841 1.45 x10-4 0.9976 63.5 

OBI 10mM 6.044 0.587 -0.1785 1.46 x10-4 0.99197 61.1 

  5mM 4.403 0.828 -0.1315 1.21 x10-4 0.9998 54.4 

  15mM 3.187 0.548 -0.0845 6.76 x10-4 0.9967 62.5 

PDST 10mM 3.184 0.617 -0.0837 6.82 x10-4 0.9973 61.4 

  5mM 3.047 0.764 -0.0799 6.99 x10-4 0.9916 57.1 

API: Octansulfonat de sodiu  

  15mM 6.327 0.296 -0.1561 1.01 x10-3 0.9968 77.3 

PAM 10mM 5.738 0.337 -0.1464 9.92 x10-4 0.9979 73.8 

  5mM 5.182 0.497 -0.1331 9.45 x10-4 0.9964 70.4 

  15mM 12.725 0.657 -0.3439 2.45x10-3 0.9952 70.2 

OBI 10mM 9.440 0.746 -0.2598 1.94 x10-3 0.9986 66.9 

  5mM 8.287 0.960 -0.2391 1.95 x10-3 0.9979 61.3 

  15mM 5.089 0.680 -0.1316 9.82 x10-4 0.999 67.0 

PDST 10mM 4.218 0.679 -0.1093 8.43 x10-4 0.9995 64.8 

  5mM 3.595 0.796 -0.0921 7.58 x10-4 0.9955 60.8 

 

 

O posibilă explicaţie pentru comportamentul de retenţie observat se referă la schimbarea 

interacţiilor ce pot avea loc între analitul cationic şi faza staţionară. În prima parte a intervalului 

studiat de fază mobilă (până la atingerea minimului de pe curba sub formă de U obţinută) se 
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poate observa un mecanism de retenţie în fază inversă, între perechile ionice formate de analit cu 

agentul formator de perechi ionice şi structurile hidrocarbonate ale fazei staţionare având loc 

interacţii hidrofobe. În faze mobile sărace în componentă apoasă (după minimul curbei), 

concentraţia agentului formator de perechi ionice scade treptat defavorizând astfel formarea de 

perechi ionice cu analitul de interes; acesta participă în continuare la procesul de retenţie ca 

moleculă liberă putând interacţiona puternic cu grupările silanol reziduale ale fazei staţionare, 

observându-se astfel o creştere a timpilor de retenţie cromatografică ( Fig.2.2.52). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.2.2.52. Interacţii posibile ce pot avea loc între analiţii cationici şi faza staţionară C18 Zorbax ODS, studiaţi prin 

mecanism RP-IPC. 
 

 

Influenţa concentraţiei API asupra retenţiei cromatografice 

Conform modelului electrostatic ce explică retenţia compuşilor prin mecanism cu 

formare de perechi ionice, dependenţa factorului de retenţie de concentraţia API este de forma: 
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Au fost urmărite aceste dependenţe în cazul utilizării a trei agenţi formatori de perechi 

ionice şi anume hexan-, heptan şi, respectiv, octan-sulfonatul de sodiu, dar nu s-au obţinut 

dependenţe liniare pentru niciunul dintre compuşii investigaţi prin RP-IPC. 

 

Influenţa pH-ului asupra retenţiei cromatografice 

În general, în mecanismul de retenţie bazat pe formarea de perechi ionice, pH-ul joacă un 

rol foarte important în protonarea grupărilor amino, crescând astfel capacitatea de interacţie a 

analitului cu agentul de formare a perechilor ionice.  
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 În cazul de faţă, pH-ul poate influenţa echilibrul tautomeric redat în Fig. 2.2.61, ducând 

spre stabilizarea uneia dintre structurile ilustrate. 
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Fig.2.2.61. Structuri de rezonanţă ale pralidoximei. 
 

 

 În ceea ce priveşte forma dependenţelor funcţionale ale log k’ versus concentraţia 

modificatorului organic, s-au dovedit a fi unele obişnuite la pH neutru, fără a ilustra un “minim”, 

ca în cazul experimentelor realizate în mediu acid. Acest lucru se poate explica prin faptul că, în 

condiţii neutre, este favorizată disocierea grupării sulfonice a agentului formator de perechi 

ionice. Caracterul ionic intrinsec al acestuia determină distribuţia lui spre faza mobilă, 

reducându-i considerabil adsorbţia pe faza staţionară nepolară. În acest mod, formarea perechii 

ionice în faza mobilă determină o retenţie mai scăzută în mediu neutru decât în cel acid.  

 Morfologia fazei staţionare joacă un rol considerabil în ceea ce priveşte comportamentul 

de retenţie cromatografică, implicând atât partiţia în fază inversă, cât şi modelele electrostatice 

ale mecanismului de formare a perechilor ionice. 

2.2.3.4. Concluzii asupra studiului 

 Acest studiu a evidenţiat un comportament de retenţie cromatografică neobişnuit al 

compuşilor studiaţi prin mecanism RP-IPC la un pH acid al fazei mobile. Au fost obţinute 

dependenţe ale logaritmilor factorilor de retenţie în funcţie de concentraţia modificatorului din 

faza mobilă sub forma de U, cu minimele situate în intervalul (50 – 80)% MeOH. La un pH 

neutru al componentei apoase, această formă a dependenţelor nu a mai fost observată. Acest 

comportament de retenţie neobişnuit poate fi explicat dacă se iau în considerare efectele 

tautomeriei în care sunt implicaţi compuşii în cauză în funcţie de pH-ul fazei mobile şi în funcţie 

de efectele modificatorului organic, dar şi ţinându-se cont de modificările suprafeţei fazei 

staţionare aduse de adsorbţia orientată a agentului formator de perechi ionice; de asemenea, o 

influenţă asupra retenţiei cromatografice o pot avea grupările silanol reziduale ale fazei 

staţionare, ce pot interacţiona cu analiţii de interes. 

 



  

2.3. Alegerea acizilor biliari ca formatori de perechi ionice în RP-IPC 

2.3.3. Rezultate şi discuţii 

În acest capitol a fost studiat comportamentul de retenţie al unor aldoxime cationice 

utilizate drept reactivatori ai acetilcolinesterazei (AChE) prin mecanism de pereche ionică 

utilizând acizii biliari, sub formă de săruri de sodiu (cu structurile prezentate în Fig. 2.3.1.) ca 

agenţi formatori de perechi ionice. 
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Fig.2.3.1. Structurile sărurilor biliare utilizate ca API în studiul aldoximelor prin RP-IPC. 

 

Cu toate că substanţele cationice utilizate drept reactivatori ai AChE (pralidoxima, 

obidoxima şi piridostigmina, cu structurile date în Fig. 2.2.1.) prezintă un caracter polar puternic, 

ele sunt caracterizate în RP-LC pe faze staţionare uzuale (C8 sau C18) printr-o retenţie puternică 

datorită unei posibile interacţii cu matricea silicică. În mod surprinzător, retenţia lor scade prin 

adăugarea în faza mobilă a unui agent formator de perechi ionice (alchil-sulfonaţi cu 5 până la 8 

atomi de C). Acest studiu demonstrează faptul că şi utilizarea sărurilor biliare drept API are 

consecinţe similare. 

 

Influenţa concentraţiei de modificator organic din faza mobilă 

Dependenţele funcţionale ale logaritmului zecimal al factorilor de retenţie cromatografică 

de concentraţia de modificator organic din faza mobilă obţinute pentru compuşii analizaţi prin 

mecanism de pereche ionică la un pH acid al fazei mobile sunt redate în Fig.2.3.2. Datele de 

retenţie cromatografică au fost obţinute utilizând drept API taurodeoxicolatul de sodiu. 
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Fig.2.3.2. Dependenţele log(k’) vs. %MeOH obţinute pe o coloană C18 Zorbax ODS utilizând o fază mobilă 

compusă din MeOH şi Aq (0.1% H3PO4 + 5 mM TDC + 0,9% NaCl) 

 

După cum se poate observa, aceste dependenţe sunt polinomiale, în formă de U, fapt mai 

rar raportat în literatura de specialitate, dar caracteristic în cazul aldoximelor cationice sau 

lichidelor ionice. Minimele acestor dependenţe au fost situate în intervalul studiat de fază mobilă. 

Dependenţele discutate anterior pot fi utilizate pentru estimarea unor descriptori 

moleculari. Logaritmul factorului de retenţie cromatografică extrapolat la 0% sau 100% solvent 

organic poate fi folosit în estimarea a diferiţi descriptori de hidrofobicitate ai perechilor ionice 

formate de compuşii în cauză cu cele trei săruri biliare. Aceşti descriptori pot fi utilizaţi în 

modelarea procesului de traversare a membranelor a aldoximelor respective, cu scopul explicării 

utilizării acestora în terapia intoxicaţiilor cu compuşi organofosforici inhibitori ai 

acetilcolinesterazei. Unul dintre cei mai discutaţi parametri este log(k’)w, parametru relaţionat cu 

caracterul hidrofob atribuit perechii ionice formate între analit şi acidul biliar respectiv. Valoarea 

logaritmului zecimal al factorului de retenţie pentru o fază mobilă exclusiv organică, CMeOH = 

100%, reprezintă un alt parametru important, întrucât estimează afinitatea ionului singur, A
+
, 

pentru faza staţionară, în absenţa agentului formator de perechi ionice. 

Parametrii de regresie obţinuţi pentru compuşii analizaţi sunt redaţi în Tabelul 2.3.1.  

 

 

 



  

Tabelul 2.3.1. Parametrii de regresie şi valori de retenţie extrapolate obţinute pentru dependenţele descrise de 

ecuaţia (2.3.1.), pentru compuşii studiaţi prin RP- IPC. 

API: taurodexicolat de sodium 

Analit log kw α1 α2 R
2
 (log k)Co= 100 (log k)min C(MeOH)min 

PAM 6.868 -0.180 1.1010-3 0.9972 -0.201 -0.577 84.6 

LuH-6 15.76 -0.432 2.8210-3 0.9966 +0.758 -0.785 76.6 

PDST 5.352 -0.154 1.0810-3 0.9979 +0.599 -0.138 71.3 

API: taurocolat de sodium 

PAM 6.298 -0.176 1.1210-3 0.9967 -0.089 -0.616 78.6 

LuH-6 14.73 -0.411 2.7210-3 0.9970 +0.779 -0.795 75.6 

PDST 4.921 -0.148 1.0610-3 0.9937 +0.679 -0.245 69.8 

API: taurochenodexicolat de sodium 

PAM 7.090 -0.182 1.1610-3 0.9978 +0.519 -0.048 78.4 

LuH-6 16.06 -0.440 2.9410-3 0.9983 +1.419 -0.402 74.8 

PDST 5.301 -0.147 1.0210-3 0.9994 +0.769 +0.005 72.1 

 

Influenţa hidrofobicităţii API asupra retenţiei cromatografice 

Contribuţia adusă caracterului hidrofob al perechilor ionice formate de către agentul 

formator de perechi ionice poate fi urmarită, comparativ, în Fig. 2.3.3. Se poate observa faptul că 

caracterul hidrofob al perechilor ionice creşte în ordinea creşterii hidrofobicităţii API şi, anume, 

taurocolat < taurodeoxicolat < taurochenodeoxicolat, dar această ordine se poate modifica pentru 

compoziţii ale fazei mobile apropiate de 0% sau 100% modificator organic, după cum reiese şi 

din calculele înscrise în Tabelul 2.3.1. 
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Fig.2.3.3. Dependenţele log(k’) vs. %MeOH obţinute prin RP-IPC pentru o soluţie de PAM utilizând TC, TDC şi, 

respectiv, TCDC (5mM în componenta apoasă) drept agenţi formatori de perechi ionice. 



  

 

Influenta pH-ului asupra retenţiei cromatografice 

Valoarea pH-ului componentei apoase a fazei mobile poate influenţa echilibrul tautomer 

pentru două dintre substanţele studiate; reprezentarea acestui echilibru, în cazul pralidoximei, este 

redată în Fig.2.2.61. Schimbarea pH-ului componentei apoase de la un pH acid la unul neutru a 

dus la schimbarea dependenţei log k’ vs. CMeOH dintr-o dependenţă polinomială de ordinul al II-

lea (pH acid) la o dependenţă liniară (pH neutru), după cum se poate observa în Fig.2.3.4. La pH 

= 7 dependenţa liniară poate fi explicată prin faptul că, la această valoare a pH-ului, nu se mai 

formează o pereche ionică între analit şi sarea acidului biliar, ceea ce înseamnă că este posibil ca 

aceasta să îşi schimbe structura. După cum se poate observa în Fig.2.2.61, structura II a 

pralidoximei nu este capabilă de a forma pereche ionică cu sărurile biliare existente în 

componenta apoasă a fazei mobile, schimbându-se astfel comportamentul de retenţie al 

compusilor analizaţi.  
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Fig.2.3.4. Dependentele log (k’) vs. %MeOH obţinute prin RP-IPC pentru o soluţie de PAM la pH=2 şi, 

respectiv, pH = 7. 

 

Influenţa tăriei ionice asupra retenţiei cromatografice 

Efectul tăriei ionice asupra retenţiei compuşilor analizaţi este unul destul de neobişnuit şi 

anume, s-a observat faptul că factorii de retenţie pentru cele trei substanţe studiate, pentru toţi cei 

trei agenţi formatori de perechi ionice utilizaţi, au crescut în cazul experimentelor în care nu a 

fost adaugată NaCl 0,9% în componenta apoasă a fazei mobile. Forma de U a dependenţelor log 

(k’) vs. CMeOH s-a menţinut atât în cazul utilizării NaCl în faza mobilă, cât şi în experimentele în 

care sarea nu a fost folosită. Pentru exemplificarea acestui comportament de retenţie 



  

cromatografică se poate urmări Fig. 2.3.5., care redă dependenţele retenţiei cromatografice a 

pralidoximei, în cazul utilizării TDC drept agent formator de perechi ionice.  
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Fig.2.3.5. Dependenţele log(k’) vs. %MeOH obţinute prin RP-IPC pentru o soluţie de PAM, în prezenţa şi, respectiv, 

absenţa NaCl din faza mobilă. 

 

2.3.4. Concluzii asupra studiului 

Studiul a demonstrat faptul că substanţele cationice analizate, utilizate drept reactivatori ai 

AChE, pot forma perechi ionice cu sărurile acizilor biliari. Din punct de vedere al 

comportamentului de retenţie cromatografică a acestor compuşi, s-au observat dependenţe 

polinomiale, de gradul al II-lea, ale logaritmilor zecimali ai factorilor de retenţie în funcţie de 

concentraţia de metanol din faza mobilă, fapt rar întâlnit în literatura de specialitate. 

Dependenţele sub forma de U observate la pH acid al fazei mobile au devenit liniare la pH 

neutru. Explicaţia pentru un asemenea comportament neobişnuit de retenţie trebuie să ţină seama 

atât de echilibrele tautomere în care sunt implicate aldoximele cationice în funcţie de pH-ul 

componentei apoase, cât şi de morfologia fazei staţionare. 

 

2.4. Aplicarea mecanismului RP-IPC pe alţi compuşi cationici 

(clasa lichidelor ionice) 

2.4.1. Problematica studiului 

Studiul de faţă a urmărit comportarea cromatografică a şase compuşi din clasa lichidelor 

ionice (Fig.2.4.4.) prin RP-IPC, utilizând drept agenţi formatori de perechi ionice compuşi din 

clasa alchil-sulfonaţilor. A fost analizată influenţa compoziţiei fazei mobile şi, de asemenea, 

influenţa agenţilor formatori asupra retenţiei cromatografice.   



  

 

 
 
 

Fig.2.4.4. Structurile celor şase compuşi din clasa lichidelor ionice studiaţi prin RP-IPC. 

 

2.4.3. Rezultate şi discuţii 

Influenţa concentraţiei modificatorului organic  asupra retenţiei cromatografice 

Au fost urmărite dependenţele funcţionale ale factorilor de retenţie cromatografică (k’) ale 

LI de compoziţia fazei mobile, într-un interval cuprins între 50% şi 80% MeOH (v/v). Aceste 

dependenţe sunt utilizate în studii QSRR (relaţii cantitative între structura şi retenţia analiţilor), 

având aplicaţii în dezvoltarea metodelor cromatografice de analiză a compuşilor în cauză. 

În cazul LI studiate, reprezentările grafice ale logaritmilor zecimali ai factorilor de 

retenţie în funcţie de concentraţia procentuală de modificator organic din faza mobilă (în procente 

volumetrice) au avut o formă de “U”, cu minimul situat în intervalul studiat de fază mobilă. 

Aceasta formă caracteristică mai puţin întâlnită este descrisă printr-o ecuaţie polinomială de 

ordinul al II-lea: 

2

210)'log( MeOHMeOH CCk         (2.4.1)  

, unde α0 reprezintă intersecţia, adică valoarea extrapolată a (k’) ce corespunde unei faze mobile 

ipotetice ce conţine 100% componentă apoasă (pentru CMeOH = 0 → wklog0  ), α1 şi α2 sunt 

parametrii regresiei polinomiale de ordinul al II-lea. 

Valorile parametrilor regresiilor polinomiale şi valorile calculate ale log(k’)min sunt redate 

în tabelul următor.  
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Tabel 2.4.1. Parametrii regresiilor polinomiale (2.4.1.) şi parametrii calculaţi caracteristici pentru aceste 

ecuaţii. 

Analit 0 = log kw α1 α2 R
2
 (CMeOH )min 

log ko 

 

Agent formator de perechi ionice: hexansulfonat de sodiu (HXN) 

BuPy 3.161 -0.0782 6.02110-4 0.9996 64.9 1.362 

Bu4MePy 4.458 -0.1086 7.87910-4 0.9890 68.9 1.477 

Bu3MePy 4.627 -0.1113 7.98510-4 0.9948 69.7 1.482 

All3MeIm 2.559 -0.0726 5.97810-4 0.9998 60.7 1.277 

Bu3MeIm 3.221 -0.0792 5.88910-4 0.9983 67.2 1.190 

Be3MeIm 4.359 -0.1118 8.05210-4 0.9900 69.4 1.231 

Agent formator de perechi ionice: heptansulfonat de sodiu (HPT) 

BuPy 3.819 -0.0955 7.13810-4 0.9996 66.9 1.407 

Bu4MePy 4.762 -0.1151 8.19910-4 0.9995 70.2 1.451 

Bu3MePy 4.871 -0.1161 8.22210-4 0.9998 70.6 1.483 

All3MeIm 3.045 -0.0826 6.48310-4 0.9971 63.7 1.268 

Bu3MeIm 4.413 -0.1107 8.03210-4 0.9997 68.9 1.375 

Be3MeIm 5.118 -0.1305 9.21610-4 0.9994 70.8 1.284 

Agent formator de perechi ionice: octansulfonat de sodiu (OCT) 

BuPy 4.806 -0.1170 8.24810-4 0.9992 70.9 1.354 

Bu4MePy 5.619 -0.1334 9.11510-4 0.9997 73.2 1.394 

Bu3MePy 5.387 -0.1260 8.62310-4 0.9994 73.1 1.410 

All3MeIm 3.977 -0.1022 7.43110-4 0.9996 68.8 1.188 

Bu3MeIm 5.367 -0.1316 9.12910-4 0.9996 72.1 1.336 

Be3MeIm 5.621 -0.1389 9.45710-4 0.9993 73.4 1.188 

 

Pentru o fază mobilă ce conţine 100% modificator organic, valoarea extrapolată a 

dependenţelor (2.4.1.), notată log(k’)o, corespunde adsorbţiei cationului lichidului ionic respectiv  

din metanol pe faza staţionară hidrofobă C18. Această adsorbţie s-a dovedit a fi semnificativă, 

după cum se poate observa din valorile log(k’)o, fără a depinde de agentul de perechi ionice 

utilizat. 

Rezultatele demonstrează faptul că LI studiate pot fi adsorbite puternic la suprafaţa fazei 

staţionare C18. Adsorbţia se datorează atât interacţiilor puternice între silanolii reziduali de la 

suprafaţa silicei şi lichidele ionice studiate, cât şi interacţiilor hidrofobe între structurile hidrofobe 

ale cationilor şi lanţurile hidrocarbonate ale fazei staţionare. 

În cazul unei faze mobile ipotetice ce conţine 100% componentă apoasă (log(k’)w = α0 ), 

adsorbţia corespunde perechii ionice formate între LI şi anionii alchil-sulfonat. Hidrofobicitatea 



  

acestor perechi ionice depinde de lungimea catenei hidrocarbonate a API, după cum se poate 

observa şi din valorile log(k’)w obţinute în Tabelul 2.4.1. În acelaşi timp, rezultatele sunt în 

concordanţă cu predicţiile teoretice ale hidrofobicităţii cationilor metil-imidazolici : benzil > butil 

> alil.  

 

Influenţa tăriei ionice asupra retenţiei cromatografice 

Experimentele realizate la o concentraţie constantă de API în întreaga compoziţie a fazei 

mobile (15 mmoli/ L) au demonstrat curbe cu formă similară, de U, dar cu „minime” decalate 

spre o concentraţie mai mare de MeOH în faza mobilă. Un astfel de exemplu se poate observa în 

Fig.2.4.7., unde a fost studiat comportamentul de retenţie cromatografică al All3MeIm la o 

concentraţie constantă de HXN în întreaga compoziţie a fazei mobile. 
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Fig.2.4.7. Dependenţe funcţionale comparative în cazul All3MeIm pentru o fază mobilă ce conţine : 15 mmoli/L 

HXN în componenta apoasă, respectiv, 15 mmoli/L HXN în întreaga fază mobilă  

 

2.4.4. Concluzii asupra studiului 

Acest studiul a arătat faptul că lichidele ionice piridinice şi imidazolice analizate pot fi 

adsorbite la suprafaţa fazei staţionare C18 datorită interacţiilor ion-dipol cu silanolii reziduali ai 

acestei faze, dar şi datorită interacţiilor hidrofobe dintre structurile hidrofobe ale acestor cationi şi 

lanţurile hidrocarbonate ale suprafeţei fazei staţionare. Interacţiile polare pot fi diminuate de 

prezenţa unui agent formator de perechi ionice adăugat în faza mobilă. 

Dependenţele funcţionale ale retenţiei cromatografice a acestor compuşi de compoziţia 

fazei mobile utilizate au urmat o ecuaţie polinomială de ordinul al II-lea, reprezentările grafice 

având o formă caracteristică de U, cu minimul poziţionat în intervalul 60- 75% MeOH.  

 



  

2.5. Aplicaţii analitice ale mecanismului de separare prin perechi ionice  

2.5.1. Separarea şi determinarea cantitativă a substanţelor active din Algifen, 

soluţie injectabilă 

2.5.1.1. Problematica studiului 

Acest studiu a urmărit dezvoltarea unei metode de analiză cromatografică RP-LC pentru 

separarea şi determinarea cantitativă simultană a metamizolului, pitofenonei şi fenpipramidei şi a 

unei impurităţi de degradare a metamizolului dintr-o combinaţie antialgică – Algifen - 

medicament injectabil produs şi comercializat la scară largă în industria farmaceutică din 

România.  

2.5.1.3. Rezultate şi discuţii 

Separarea metamizolului, fenpipramidei, pitofenonei şi impurităţii C a metamizolului, şi 

determinarea cantitativă a fenpipramidei la nivelul scăzut de concentraţie la care se regăseşte în 

Algifen s-au dovedit a fi deziderate provocatoare din punct de vedere analitic. Toţi cei patru 

analiţi prezintă o polaritate considerabilă, deci o retenţie scăzută în RP-LC. În ceea ce priveşte 

structurile compuşilor, MZ conţine atât o grupare acidă, sulfonică, cât şi una bazică, amino, în 

timp ce IC, FPP şi PT conţin grupări bazice de tip amino sau amoniu cuaternar (Fig.2.5.2). 

 

Fig 2.5.2. Structurile moleculare ale celor patru compuşi analizaţi în studiul de faţă 

 

Pentru a creşte retenţia şi a obţine o separare bună a impurităţii C, fenpipramidei şi 

pitofenonei, a fost adăugat în faza mobilă un agent formator de perechi ionice, hexansulfonatul de 

sodiu (10 mM). Cu toate că şi metamizolul conţine o grupare amino în structura sa, acesta nu a 

format perechi ionice cu hexansulfonatul de sodiu deoarece se crează repulsii electrostatice cu 

gruparea sulfonică din molecula proprie. Pentru creşterea retenţiei metamizolului şi pentru a 

îmbunătăţi simetria de pic a fost, de asemenea, adăugat în componenta apoasă un lichid ionic 

(tetrafloroboratul de 1-butil-1-metil-pirolidină). Lichidul ionic a intervenit în procesul de formare 
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de perechi ionice al impurităţii C, fenpipramidei şi pitofenonei cu hexansulfonatul de sodiu  

scăzând retenţia perechilor ionice respective, dar nu a avut un efect semnificativ asupra separării 

sau eficienţei cromatografice, după cum se poate observa în figura următoare. 

 

 
Fig 2.5.3. Cromatograme comparative ale compuşilor analizaţi pentru cazul în care componenta apoasă a fazei 

mobile conţine: (a) hexansulfonat de sodiu (10mM) şi lichid ionic (10 mM); (b) 10 mM hexansulfonat de sodiu 
 

 Optimizarea metodei HPLC a necesitat anumite studii de retenţie utilizând diferite faze 

mobile. În acest sens a fost studiat efectul concentraţiei lichidului ionic şi agentului formator de 

perechi ionice adaugaţi în componenta apoasă a fazei mobile asupra retenţiei cromatografice şi 

asupra formelor de pic ale analiţilor de interes. Concentraţia optimă a lichidului ionic şi cea 

agentului formator de perechi din faza mobilă au fost stabilite în urma unui studiu de retenţie a 

analiţilor cu variaţia concentraţiei acestor aditivi.  

 S-a observat faptul că o creştere a concentraţiei agentului formator de perechi ionice 

(HXN) duce la o creştere polinomială a retenţiei IC, FP şi PT, acestea formând perechi ionice cu 

anionul API, dar şi o scădere polinomială a retenţiei metamizolului din cauza repulsiilor 

electrostatice dintre API şi grupările sulfonice disociate din molecula acestuia (Fig.2.5.4) 
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Fig 2.5.4. Dependenţele funcţionale k’ vs. Conc. API din faza mobilă obţinute prin RP-IPC pentru compuşii de 

interes. Componenta apoasă (pH 3) conţine, de asemenea, 0,2% TEA şi 10 mM 1Bu1MePirr. 

 

 O altă observaţie făcută este aceea că lipsa agentului formator de perechi ionice duce la 

schimbarea ordinii de eluţie între MZ şi IC, iar picurile celor doi analiţi nu se mai separă 

(Fig.2.5.5) 

 
 
Fig.2.5.5. Cromatograme obţinute pentru diferite concentraţii de HXN: (a) 0 mM, (b) 5 mM, (c) 10 mM, (d) 15 mM. 

Componenta apoasă a fazei mobile (pH 3) conţine, de asemenea, 10 mM 1Bu1MePirr. şi 0,2% TEA. 

 

 De asemenea, a fost studiat efectul lichidului ionic adăugat în componenta apoasă a fazei 

mobile asupra retenţiei cromatografice şi simetriei de pic a MZ. Au fost realizate componente 

apoase ce conţin 0, 5, 10 şi, respectiv, 15 mM 1Bu1MePirr., fără a adăuga agent formator de 

perechi ionice în faza mobilă. Simetria de pic a MZ a crescut semnificativ odată cu creşterea 
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concentraţiei lichidului ionic. Factorul de retenţie a rămas, practic, neschimbat odată cu creşterea 

concentraţiei L.I., ceea ce sugerează faptul că MZ nu formează perechi ionice cu acest aditiv. 

Lichidul ionic generează o creştere a retenţiei MZ doar dacă se adaugă în faza mobilă şi un agent 

formator de perechi ionice. 

 Extracţia lichid-lichid în 1-octanol a fost necesară pentru a înlătura excesul de metamizol 

din soluţie şi pentru a permite o bună sensibilitate a analizei fenpipramidei, care se găseşte într-o 

concentraţie foarte scăzută comparativ cu ceilalţi compuşi din soluţia injectabilă de Algifen. 

Utilizând acidul picric drept agent formator de perechi ionice s-au extras, odată cu fenpipramida, 

atât pitofenona, cât şi impuritatea C a metamizolului, ambele conţinând în structurile lor grupări 

amino. În urma acestei extracţii selective, 48% din cantitatea de fenpipramidă şi doar 0,4% din 

cea de metamizol s-au regăsit în 1-octanol. Cu toate că doar jumatate din cantitatea de FP se 

extrage în solventul organic, problemele de selectivitate şi sensibilitate au fost înlăturate datorită 

extracţiei slabe a metamizolului (acest procent însemnând, practic, o diluţie de 250 ori a acestui 

compus). Un exemplu de cromatogramă obţinută după extracţia în 1-octanol, pentru o probă reală 

de Algifen, este ilustrată în Fig.2.5.6. Se poate observa şi apariţia picului corespunzător acidului 

picric, dar acesta nu interferă cu semnalul obţinut pentru fenpipramidă. 
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Fig.2.5.6. Cromatograma la scală normală (a) / detaliată (b) obţinută în urma injecţiei a 20μL soluţie extrasă în 1-

octanol pentru o probă reală de Algifen 
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2.5.1.4. Concluzii asupra studiului 

 A fost dezvoltată o metodă RP-LC rapidă, sensibilă, selectivă şi precisă pentru 

determinarea simultană a MZ, FP, PT şi IC din soluţia injectabilă de Algifen®. Pentru creşterea 

sensibilităţii şi selectivităţii metodei pentru determinarea FP, prezentă într-o concentraţie foarte 

scăzută în acest medicament, s-a realizat o extracţie lichid-lichid în 1-octanol. FP a fost extrasă 

sub formă de pereche ionică, cu acid picric în 1-octanol, iar stratul organic a fost injectat direct în 

coloana cromatografică (20 μL) fără alte etape de pregătire a probei. Această extracţie durează 15 

minute şi oferă rezultate precise, evitând posibile erori datorate unor etape ca evaporarea 

solventului sau redizolvarea reziduului uscat. Metoda a fost validată şi este aplicabilă celor patru 

compuşi investigaţi regăsiti în soluţia injectabilă de Algifen®. 

 

2.5.2. Determinarea unor derivaţi ai 4,4’-bipiridilului prin RP-IPC 

Scopul acestui studiu a fost acela de a dezvolta o metodă pentru a modifica suprafaţa 

electrodului de carbon vitros utilizând un compus alchil-monoaminat derivat al 4,4’-bipiridilului, 

pentru determinarea Ag(I) prin voltametrie cu puls diferenţial (DPV). Pentru aceasta a fost 

modificat 4,4’-bipiridilul (BiPy) introducând o grupare amino în scopul ataşării acesteia de 

suprafaţa electrodului prin legarea încrucişată cu glutaraldehida. În prima fază, grupările 4-

nitrobenzen au fost grefate pe electrod prin reducerea electrochimică a sării diazonice 

corespunzătoare; apoi grupările nitro de la suprafaţa electrodului au fost reduse la grupări aminice 

prin aplicarea unui potenţial catodic. Ulterior, grupările aminice de la suprafaţa electrodului au 

fost activate cu glutaraldehidă  şi, în final, N-(2-aminoetil)-4,4’-bipiridina (ABP) a fost legată de 

siturile active ale glutaraldehidei. Electrodul astfel obţinut a fost utilizat pentru preconcentrarea şi 

determinarea Ag(I) prin DPV din diferite probe de apă. 

 

Studiul RP-IPC al ABP sintetizate 

Sinteza ABP (cu structura prezentată în Fig.2.5.7) a inclus un studiu al acestui compus 

prin cromatografie în fază inversă cu formare de perechi ionice. Acest studiu a constat în analiza 

compusului rezultat din reacţia BiPy cu cloretilamina (CEA) în diferite condiţii de reacţie. 

N N
+ NH

2

 

Fig. 2.5.7. Structura N-(2-aminoetil)-4,4’-bipiridinei 

 



  

O primă etapă a analizei a constat în urmărirea dependenţelor factorilor de retenţie ai 

amestecului obţinut în funcţie de concentraţia modificatorului organic din faza mobilă. S-a 

observat faptul că amestecul conţine atât BiPy nereacţionată, cât şi compusul de sinteză, ABP; în 

ceea ce priveşte acest compus de sinteză dependenţa urmărită indică faptul că timpii de retenţie 

şi, respectiv, factorii de retenţie corespunzători, cresc odată cu creşterea concentraţiei ACN din 

faza mobilă (Fig.2.5.8). 
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Fig2.5.8. Dependenţele funcţionale k’ vs. %ACN obţinute în analiza amestecului BiPy cu CEA prin RP-

IPC 

 

 ABP a fost sintetizată cu scopul de a introduce o grupare amino în structura BiPy. Această 

grupare a fost utilizată pentru a lega compusul de suprafaţa electrodului de carbon vitros. Acest 

electrod modificat obţinut s-a dovedit a fi un electrod stabil ce poate fi regenerat pentru cel puţin 

30 de analize succesive) 

 Concluzii 

 Compusul sintetizat, N-(2-aminoetil)-4,4’-bipiridina, este un compus cationic care a fost 

analizat prin RP-IPC, utilizând hexansulfonatul de sodiu drept agent formator de perechi ionice.  

În urma studiului s-a observat faptul că ABP are o retenţie largă şi o eficienţă scăzuta pe 

faza staţionară C18 utilizată. Pe intervalul studiat de concentraţie a modificatorului organic din 

faza mobilă (55%– 70%) s-a observat o creştere a retenţiei compusului odată cu creşterea 

concentraţiei de acetonitril, o posibilă explicaţie pentru acest comportament de retenţie fiind 

faptul că modificatorul organic utilizat este un solvent slab pentru compusul în cauză. 

 

 



  

2.6. Concluzii generale 

În cadrul acestei teze au fost studiate comportamentele de retenţie ale unor compuşi polari 

sau cationici prin cromatografie de lichide în fază inversă, prin mecanism cu formare de perechi 

ionice (RP-IPC). Această tehnică de analiză este una foarte utilizată în special pentru separarea 

amestecurilor de compuşi ionici sau disociabili găsiţi adesea în prezenţa unor analiţi neutri. 

Tehnica se bazează pe adăugarea unor agenţi formatori de perechi ionice în faza mobilă cu scopul 

de a creşte retenţia componenţilor ionici ai probei de analizat. 

Studiile au cuprins analiza unor compuşi puternic polari, ca cei din clasa biguanidinelor, 

sau a unora cationici, aparţinând clasei oximelor sau lichidelor ionice, urmărindu-se explicarea 

comportamentelor de retenţie pe baza unor modele teoretice de retenţie RP-IPC propuse şi 

dezvoltate de-a lungul timpului de cercetătorii în domeniu. În încercarea de a explica modul în 

care agenţii formatori de perechi ionice influenţează separările cromatografice, au fost utilizate 

mai multe modele, dintre care cele mai importante sunt cel al partiţiei şi modelul electrostatic. În 

cazul modelului partiţiei, faza staţionară este privită ca o peliculă de lichid hidrocarbonat peste 

suportul de silicagel, mecanismul de retenţie constând în partiţia moleculelor de analit între faza 

organică (stratul de lichid hidrocarbonat din faza staţionară) şi faza mobilă, parţial apoasă; în 

acest caz, procesul cromatografic este asemănat cu un proces de partiţie lichid-lichid. Modelul 

electrostatic de retenţie presupune formarea unui potenţial la suprafaţa dintre faza mobilă şi faza 

staţionară hidrofobă, rezultat din adsorbţia selectivă a ionilor amfifili ai agentului formator de 

perechi ionice. Retenţia analiţilor ionici depinde atât de hidrofobicitatea acestora, cât şi de 

potenţialul electric al suprafeţei. Avantajul major al acestei teorii de retenţie electrostatică pentru 

cromatografia cu formare de perechi ionice îl constituie faptul că se regăseşte în chimia fizică şi 

oferă ecuaţii pentru testarea practică şi predicţia/ estimarea retenţiei. Fiecare dintre aceste modele 

poate explica comportamentul analiţilor de interes în anumite condiţii experimentale şi este 

posibil ca mecanismul de retenţie să fie o combinaţie între aceste propuneri. 

Comportamentul de retenţie al analiţilor ionici sau disociabili în RP-IPC este un proces 

complex care depinde de numeroşi parametri experimentali cum ar fi concentraţia şi 

hidrofobicitatea agentului formator de pereche ionică, concentraţia modificatorului organic din 

faza mobilă, natura modificatorului organic, tăria ionică, natura fazei staţionare, pH-ul 

componentei apoase a fazei mobile, temperatura sistemului. În cadrul tezei au fost urmărite 

influenţele acestor parametri asupra retenţiei cromatografice şi s-a încercat explicarea 

comportamentelor de retenţie pe baza modelelor teoretice menţionate anterior. Cu toate că aceste 



  

modele teoretice ne oferă o perspectivă diferită asupra interacţiei dintre analit şi faza staţionară, 

ele pot fi utilizate în mod complementar pentru a explica diferite efecte pe care le pot avea 

parametrii experimentali asupra procesului de retenţie în RP-IPC. În general, a fost observat 

faptul că efectele naturii agentului formator de perechi ionice şi a concentraţiei sale în faza 

mobilă sunt bine explicate prin modelul electrostatic, dependenţele prezise de acest model 

teoretic fiind utilizate cu succes în analiza compuşilor. Cu ajutorul modelului partiţiei pot fi 

explicate bine efectele concentraţiei modificatorului organic şi pH-ului componentei apoase, 

obţinându-se corelaţii bune pentru dependenţele dintre parametrii experimentali şi rezultatele 

cromatografice obţinute. 

În ceea ce priveşte oximele studiate prin RP-IPC, acestea au prezentat un comportament 

de retenţie neobişnuit, puternic influenţat de natura fazei staţionare utilizate şi de pH-ul 

componentei apoase a fazei mobile. În acest sens, s-au observat dependenţe polinomiale, sub 

forma de U, ale logaritmilor factorilor de retenţie în funcţie de concentraţia modificatorului 

organic din faza mobilă în cazul în care acestea au fost studiate pe o fază staţionară neinertizată, 

Zorbax ODS, la un pH acid al fazei mobile. Acest comportament de retenţie nu a mai fost 

observat în cazul utilizării fazei staţionare Eclipse XDB, la un pH acid, dar s-au regăsit în cazul 

desfăşurării experimentelor la pH neutru al fazei mobile. Comportamentul de retenţie neobişnuit 

observat în studiile efectuate poate fi explicat dacă se iau în considerare efectele tautomeriei în 

care sunt implicaţi compuşii în cauză în funcţie de pH-ul fazei mobile şi în funcţie de efectele 

modificatorului organic, dar şi ţinându-se cont de modificările suprafeţei fazei staţionare aduse de 

adsorbţia orientată a agentului formator de perechi ionice; de asemenea, o influenţă asupra 

retenţiei cromatografice o pot avea grupările silanol reziduale ale fazei staţionare, ce pot 

interacţiona cu analiţii de interes. 

O altă observaţie ce poate fi facută în urma studiilor întreprinse în cadrul acestei teze este 

aceea că, în cazul analiţilor care prezintă dependenţe liniare ale logaritmilor factorilor de retenţie 

în funcţie de concentraţia modificatorului organic din faza mobilă (compuşii aparţinând clasei 

biguanidinelor şi oximele studiate pe coloana Eclipse XDB), comportamentul de retenţie se poate 

explica pe baza modelelor teoretice menţionate; în cazul analiţilor pentru care s-au obţinut 

dependenţe sub forma neobişnuită, de U (oximele şi lichidele ionice studiate pe faza staţionară 

Zorbax ODS), comportamentul de retenţie nu s-a încadrat în aceste modele teoretice. 
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