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Capitolul 2. PARTEA EXPERIMENTALA

2.1. Studiu preliminar privind mecanismul de retengie prin perechi ionice

aplicat la compusi polari

2.1.1. Problematica studiului

Cromatografia de lichide in faza inversa care utilizeaza varianta elutiei ce decurge dupa
un mecanism bazat pe formarea de perechi ionice are un numdr mare de aplicatii in ceea ce
priveste analiza compusilor ionici sau disociabili. Principiul acestui mecanism consta in faptul ca
analitul in formd ionicd va interactiona cu un contraion, formand o pereche de ioni, care se va
distribui intre cele doua faze. Astfel, perechea de ioni este caracterizata de o hidrofobicitate
sporitd, contributia fiind adusa, de regula, de catre contraionul care participa la formarea de
perechii respective de ioni.

Retentia in cromatografia de lichide in faza inversa a analitilor ionici sau disociabili este
un proces complex care depinde de numerosi factori cum ar fi concentratia si hidrofobicitatea
agentului formator de pereche ionica, concentratia modificatorului organic, natura
modificatorului organic, taria ionica, natura fazei stationare, pH-ul fazei mobile.

Dupa cum a fost detaliat in capitolul teoretic, procesul de retentie in RP-IPC este descris
de doud modele principale si, anume, modelul partitiei si cel electrostatic. Cu toate ca aceste
modele teoretice ne oferd o perspectiva diferitd asupra interactiei dintre analit si faza stationara,
ele pot fi utilizate in mod complementar pentru a explica diferite efecte pe care le pot avea
parametrii experimentali asupra procesului de retentie in RP-1PC.

Compusii investigati In studiul de fatd au fost alesi atat datoritd importantei lor
farmaceutice, cat si datoritd capacitatii lor de a forma perechi ionice, capacitate data de caracterul

lor puternic polar. In Fig. 2.1.1. sunt prezentate structurile acestor compusi.

NH NH NH NH NH NH
o )k J\ w
3 I B HZN)J\NXN HN)kN)kN
CH H H * H H
3 CH

Metformin Fenformin Tolilformin



NO,
CH

| 3

R ° H H

Ranitidina
Fig.2.1.1. Structurile compusilor investigati prin RP-IPC : metformin, fenformin, tolilformin si ranitidina.

Conform modelului electrostatic al mecanismului cu formare de perechi ionice descris in
capitolul teoretic, factorul de retentie al unui analit incdrcat electric A™* cu sarcina za, in
prezenta unui API, cu sarcina zap;, prezent in faza mobila intr-o anumitd concentratie, Capi, S€
relationeaza cu factorul sdu de retentie in absenta API, K°, prin ecuatia:

_ 2
Ik’ =Ink® +( ZZAZ'P; yin(ReKeaCoeny In(—RTF )+1] (21.2)

A T K &o&y

unde k’ reprezinta factorul de retentie in prezenta API, k° reprezinta factorul de retentie in
absenta API, za - sarcina analitului A, zapi - sarcina API, « - inversul lungimii Debye (m™), no -
capacitatea monostratului (mol/m®), Capi - concentratia API in faza mobild, Kap - constanta de

adsorbtie, data de ecuatia (1.27); g, este permitivitatea electrica a vidului, &, este constanta

dielectrica a fazei mobile, F — constanta Faraday (C/mol); T — temperatura absoluta (K); R —

constanta gazelor (J/mol K).

2.1.3. Rezultate si discutii
Influenta concentratiei de modificator organic din faza mobila
Dependenta factorului de retentie de concentratia de modificator organic din faza mobila
este descrisa prin ecuatia urmatoare:
2
log(k') = log(k"),, + > & C,, (2.1.7)
i=1
unde o; reprezinta parametrii regresiilor.
Dependenta liniara (i = 1) este valabild pe un interval limitat al compozitiei fazei mobile.
Studierea intregului domeniu aratd cd majoritatea analitilor prezintd un comportament neliniar la
ambele capete ale intervalului. Se presupune faptul cd abaterea de la liniaritate se datoreaza

modificarii solvatarii fazei staionare in prezenta unei faze predominant apoase.



In figurile Fig.2.1.4, 2.1.5 pot fi urmarite dependentele (log k’ vs. C)) pe un interval de
concentratie a modificatorului organic cuprins intre 30 si 55% MeOH, pentru doi dintre cei patru
compusi analizati. Aceste dependente au fost urmarite in cazul utilizarii hexansulfonatului drept

API, la diferite concentratii ale acestuia, cuprinse intre SmM si 50mM, in mediu acid.

I0g(K) Metformin -influenta modificatorului organic « 5mMV HXN
1- = 10mM HXN
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0,8 -
o 20mM HXN
0,6 1
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Fig.2.1.4. Dependentele log (k) vs %MeOH obtinute pentru solutia de metformin analizata prin RP-IPC pe coloana
Zorbax Eclipse XDB C18, F.M. Aq (0,1% HsPO, + x mM C¢H;13SOsNa) + MeOH

Fenformin - influenta modificatorului organic
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1,6 1 = 10mM HXN
14 : 4 15mM HXN
1,2 1 « 20mM HXN

1- « 25mM HXN
05 - o 30mM HXN
06 + 50mM HXN
0,4 -
0.2 -

0 :
0225 30 \so\ 60
04 4 9%MeOH
0,6 -

Fig.2.1.5. Dependentele log (k’) vs %MeOH obtinute pentru solutia de fenformin analizata prin RP-IPC pe coloana
Zorbax Eclipse XDB C18, F.M. Aq (0,1% H3;PO4 + x mM CgH13SO3Na) + MeOH



Se poate observa faptul cd, in intervalul studiat, aceste dependente sunt liniare, timpii de
retentie scazand odata cu cresterea concentratiei de modificator organic din faza mobila.

Utilizdnd ecuatiile descrise anterior, din regresiile obtinute experimental, s-au putut
estima coeficientii de partitie apa — n-octanol din date de retentie cromatografica pentru perechile
ionice formate de analiti cu hexansulfonatul de sodiu. A fost tabelatd, de asemenea, si valoarea
log P calculatd cu ajutorul softului EPI Suite (finand cont de faptul ca valoarea teoretica este
calculata in lipsa oricaror agenti formatori de perechi ionice). Rezultatele pot fi urmarite in

Tabelul 2.1.1.

Tabel 2.1.1. Valori ale coeficientiilor de partitie apa — h-octanol obtinute din date de retentie cromatografica, prin
mecanism cu formare de perechi ionice

API : Hexansulfonat de sodium

Analit 5mM | 10mM | 15mM | 20mM | 25mM | 30mM | 50mM 'OQSUZEEP'
Metformin
log Ky 1.6003 | 1.7947 | 1.9449 | 2.0739 | 2.1441 | 22181 | 2.2742
log P 17953 | 19897 | 21399 | 2.2689 | 2.3391 | 24131 | 24692 | _, 309
R? 0.9996 | 0.9989 | 0.9994 | 0.9992 | 0.9997 | 0.9998 | 0.9999
Fenformin
log Ky 2.0745 | 24128 | 25478 | 2.7019 | 2.7909 | 2.89 | 3.0293
log P 22695 | 26078 | 27428 | 2.8969 | 29859 | 3.085 | 3.2243 | _g502
R? 0.9982 | 0.9965 | 0.9975 | 0.996 | 0.997 | 0.9969 | 0.9972
Tolilformin
log Ky 23913 | 2.8024 | 29445 | 3.1199 | 3.2216 | 3.337 | 3.4929
log P 25863 | 29974 | 3.1395 | 3.3149 | 3.4166 | 3532 | 3.6879 | 10514
R? 0.9969 | 0.9951 | 0.9961 | 0.9948 | 0.9960 | 0.9960 | 0.9967
Ranitidina
log Ky 22041 | 25871 | 27631 | 2934 | 3.0204 | 3.1335 | 3.2563
log P 23991 | 27821 | 29581 | 3.129 | 32154 | 3.3285 | 34513 | (o938
R? 0.9932 | 0.9905 | 0.9929 | 0.9912 | 0.9931 | 0.9930 | 0.9937

Influenta concentratiei API din faza mobila
Pentru observarea efectului pe care il are concentratia API asupra retentiei cromatografice
a compusilor in cauza, s-a adaugat in faza apoasa hexansulfonat de sodiu de diferite concentratii,

cuprinse intre 5 si S0mM.



Mentinand ceilalti parametri ai ecuatiei (2.1.2) constanti, dependenta factorului de retentie

de concentratia API ar trebui sa fie una logaritmica, avand panta de 0,5, pentru cazul in care atat

ZB_E

. - ., Z . .
analitul, cat si API sunt monovalenti ( =5 ). Ecuatia se poate scrie sub forma:

A
22 +1
. 1
Ink =Z+EInCAP, (2.1.8)

unde y este o constantd ce depinde de hidrofobicitatea si sarcina electrica a ionilor analitului si,

respectiv, a ionilor API, de modificatorul organic si de taria ionica.
Parametrii de regresie obtinuti pentru diferite compozitii ale fazei mobile, cuprinse intre

30% s1 55% MeOH, se regasesc in Tabelul 2.1.2.

Tabelul 2.1.2. Parametrii de regresie pentru dependentele In k' vs. In Cipa (APL HXN) pentru diferite compozitii

ale fazei mobile.

% MeOH Intersectia ( ) Panta R?
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




Ranitidina
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 dependente pot fi utilizate pentru a estima valoarea extrapolatd a factorului de

retentie al analitului in prezenta API, atunci cdnd API este In concentratie de 1mol/L; pentru

aceasta concentratie, valoarea InCap; devine 0 si valoarea In k’ devine y .

Influenta concentratiei API din componenta apoasa a fazei mobile si formele picurilor

cromatografice pot fi urmarite in figura urmatoare. Cresterea concentratiel hexansulfonatului de

sodiu in componenta apoasd a fazei mobile conduce la o crestere a timpilor de retentie

cromatografica; picurile isi mentin simetria, dar indl{imea lor scade, eluand intr-un interval mai

mare de timp (devin mai late).

mAU ]
800 —

700 —

600 ;
B0MM HXN

500
BOmM HXN J

400 —

£25mM HXN

30 POmM HXN

H5mM HXN J L
200 —

10mM HXN
100 4

A
EoUulie

Fig.2.1.12. Alura cromatogramelor suprapuse obtinute pentru solutiile de biguanidine analizate prin RP-1PC pe
coloana Zorbax Eclipse XDB C18, F.M. 65%Aq (0,1% H3PO4 + x mM CgH13SO3Na) + 35%MeOH

Influenta hidrofobicitatii API din faza mobila

Pentru observarea efectului pe care il are hidrofobicitatea API asupra retentiei

cromatografice a biguanidinelor, in faza apoasa au fost adaugati patru agenti formatori de perechi



ionice : pentan-, hexan-, heptan- si, respectiv, octan- sulfonat de sodiu, de concentratic 10 mM.
Hidrofobicitatea API creste odatd cu cresterea numarului de atomi de C, astfel ca si valorile
factorilor de retentie vor creste n acelasi mod. Dependentele logaritmilor zecimali ai factorilor de
retentie In functie de numarul de atomi de C sunt liniare, cu un factor de corelatie destul de bun,

dupa cum se poate observa in Fig.2.1.13.

log(k") Influenta nr de atm. C din catena API
(la 40% MeOH)
2 —
1,5 _
¢ Metformin R” = 0,9938
1 4 = Ranitidina R*=0,9725
05 - A Fenformin R? = 0,9839
’ < Tolilformin  R? = 0,9968
0 ]
4 9
-0,5 -
Nr.atm.C al API
-1 -

Fig.2.1.13. Dependentele liniare log(k’) vs. numarul de atomi de C din molecula API pentru cei patru compusi
investigati prin RP-1PC

Influenta pH-ului componentei apoase a fazei mobile

Efectul pH-ului componentei apoase a fost studiat intr-un interval cuprins intre 1,2 si 8.
Solutiile au fost realizate utilizand 0.1% solutie de acid fosforic de concentratie 85% si aduse la
pH-ul dorit cu o solutie de 10% KOH.

Au fost obtinute forme sigmoidale ale dependentelor retentiei de valoarea pH-ului pentru
mai multe compozitii ale fazei mobile, mai ales in cazurile in care continutul de modificator
organic din faza mobila a fost scazut (35, 40 si, respectiv, 45% MeOH). Rezultatele obtinute au
fost in acord cu modelul partitiei, procesul putand fi descris prin ecuatia:
K,10P"

API 0
K, =kA+kA+API,—K K10
w b

(2.1.9)

In Fig.2.1.15. este ilustrat un exemplu al formei obtinute pentru metformin. Se poate

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



functiei Boltzmann. Acest comportament de retentie poate fi explicat bine prin modelul partitiel.
Daca intervalul de pH se extinde de la 2 la 8, se poate observa o curba sigmoidala dubla pentru
compusii mentionati, care poate fi explicata prin posibilitatea protonarii a doud grupari =NH ale
moleculei respective, ducand la formarea unei perechi duble, de tipul AH2"(API~),. Aceastd
dubla pereche formata de analit cu anionul alchil-sulfonat este mai hidrofoba decat o pereche

ionica simpla, de tipul AH"API ", si se poate forma la pH-uri foarte acide (intre 1 si 2).
1.7 NS 03-,, 632\/\/\/\

1.6

1.5

<

1.4
X 4

1.3

1.2

1.1

1.0 T v T v T d T T T d T d T

Fig.2.1.15. Dependentele (k”) de pH-ul componentei apoase obtinute pentru metformin prin RP-1PC pe coloana
Zorbax Eclipse XDB C18, F.M. 65%Aq (10 MM C;H;5SOsNa) + 35%MeOH

Cresterea retentiei fenforminului, tolilforminului si ranitidinei la pH > 7 se poate explica
prin deprotonarea gruparilor bazice ale moleculei, nemaiavand loc procesul de formare de perechi
ionice. Pentru pH > 7 aceste molecule participa la procesul de retentie ca molecule libere
conform unui mecanism de faza inversd, avand loc interactii hidrofobe intre structurile
hidrocarbonate din moleculele lor si lanturile hidrocarbonate ale fazei stationare C18. Acest efect
a fost observat si pentru metformin, dar cresterea retentiei sale a fost mai putin semnificativa,

deoarece cele doua grupari metil sunt mai putin implicate in astfel de interactii.

2.1.4. Concluzii asupra studiului
Parametrii studiati pentru cei patru compusi ce contin grupari functionale bazice prin
mecanism cu formare de perechi ionice, pot fi explicati atat prin modelul electrostatic, cat si prin

cel al partitiei. Efectele naturii API si a concentratiei sale in faza mobila sunt bine explicate prin



modelul electrostatic, dependentele prezise de acest model teoretic fiind utilizate cu succes in
analiza compusilor; au fost obtinute corelatii bune pentru dependentele dintre parametri
expermentali §i rezultatele cromatografice prezise de modelul teoretic.

Cu ajutorul modelului partitiei pot fi explicate bine efectele concentratiei modificatorului
organic si pH-ului componentei apoase, obtinandu-se corelatii bune pentru dependentele dintre
parametri experimentali §i rezultatele cromatografice obtinute. Aceste corelatii pot fi utilizate
pentru estimarea unor valori extrapolate ale datelor cromatografice obtinute, care pot fi utilizate
in caracterizarea perechilor ionice formate de analit cu API in ceea ce priveste hidrofobicitatea
acestora. Efectul pH-ului asupra retentiei este un proces complex in cazul moleculelor ce contin
doud sau mai multe grupari bazice si alte grupari functionale cu efecte electronice asupra

moleculei.

2.2. Studiul retentiei unor oxime cationice prin mecanism RP-1PC

2.2.1. Problematica oximelor

Intoxicatiile cu substante neurotoxice organofosforice (OPh) reprezinta un subiect foarte
important atat in context militar, cat si civil. In tarile Lumii a III-a, acest tip de intoxicatii cauzate
de utilizarea pesticidelor este estimat ca atingand 1 milion de cazuri accidentale anual. In context
militar, substantele neurotoxice organofosforice au fost utilizate ca “arme” in razboaiele chimice
(gaze paralizante). Din cauza usurintei cu care aceste substante se pot prepara, a utilizarii lor de
catre grupari teroriste, dar si din cauza numarului mare de otraviri accidentale ale muncitorilor
din agricultura, a fost necesara o dezvoltare cat mai rapida a substantelor folosite drept antidot.

Tratamentul pentru intoxicatiile cu substante OPh se bazeaza pe administrarea

substantelor anticolinergice (ca, de exemplu, atropina), in combinatie cu oximele piridinice si
diazepamul (depresor al sistemului nervos central). Oximele reactiveaza AChE inhibata prin
indepartarea compusilor OPh din structura sa. Deoarece substantele OPh prezintd o toxicitate mai
mare §i actioneaza mai rapid decit majoritatea medicamentelor, este foarte important ca actiunea
oximelor utilizate drept antidot sa fie una foarte rapida si eficienta in procesul de dezintoxicare.

Datorita rolului unor agenti biochimici de a transporta acesti reactivatori printr-un
mecanism bazat pe formarea de perechi ionice, s-a considerat ca posibilitatea unui studiu a
acestui mecanism de separare cromatografica ar putea oferi informatii suplimentare pentru aceste

procese biochimice din organismele vii.



2.2.2. Studiul unor oxime pe o fazai stationara C18 Zorbax Eclipse XDB

2.2.2.1.Problematica studiului

Studiul a avut in vedere urmarirea principalilor parametri care influenteaza timpul de
retentie cromatograficd al unor compusi cationici din clasa oximelor si corelarea valorilor
experimentale obtinute cu modelele teoretice care explica mecanismul de retentie cromatografica
cu formare de perechi ionice (modelul electrostatic sau cel al partitiei).

Structurile celor opt compusi ce apartin clasei oximelor studiati in diferite conditii

cromatografice, prin mecanism cu formare de perechi ionice sunt redate in figura urmatoare.
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Fig.2.2.3. Structurile oximelor studiate prin RP-IPC pe coloana C18 Zorbax Eclipse XDB.



Studiul a fost realizat utilizand cromatograful de lichide Agilent Technologies, seria
1100, iar ca faza stationara s-a utilizat o coloana cromatografica C18 Zorbax Eclipse XDB (
dimensiuni lungime 150 mm, diametrul intern 4,6 mm, dimensiunea particulelor 5 um).
2.2.2.3. Rezultate si discufii
Influenta concentratieci modificatorului organic din faza mobild asupra retentiei
cromatografice
Concentratia de metanol din faza mobila influenteaza echilibrul de adsorbtie al API pe
siturile hidrofobe ale fazei stationare. De aceea, factorul de retentie cromatograficd este
dependent de continutul de MeOH din faza mobila.
In cromatografia de lichide in faza inversa, influenta concentratiei modificatorului organic
asupra factorului de retentie este descrisa prin ecuatia urmatoare:
2
log(k") = log(k"),, + > &,C;, (2.2.2)
i=1
unde o; reprezinta parametrii regresiilor, Cr,— concentratia modificatorului organic (in procente
volumetrice).
Aceste dependente au fost verificate atat in cazul unui pH acid (pH=2) utilizdnd 4 agenti
formatori de perechi ionice (pentan-, hexan-, heptan- si, respectiv, octan-sulfonatul de sodiu), cat
si pentru alte valori de pH (3, 4, 5 si, respectiv, 7), utilizand octansulfonatul de sodiu drept API.

» Pentru pH = 2 al componentei apoase, s-au obtinut dependente liniare, de tipul:
log(k') =log(k"),, + &, C,,

pentru toti agentii formatori de perechi ionice utilizati.

Parametrii de regresie se regasesc in Tabelul 2.2.1.a Intersectia acestor regresii liniare
reprezintd valorile extrapolate ale logaritmilor zecimali ai factorilor de retentie pentru o faza
mobila ipoteticd ce contine 100% apa, log(k’)w, aceasta fiind proportionald cu constanta de
partitie a perechii ionice respective intre faza mobild si cea staionara, pentru o anumita

concentratie de API in faza mobila si un anumit pH.



Tabel.2.2.1.a. Parametrii de regresie ai dependentelor liniare log(k”) vs. %MeOH pentru cei 8 compusi analizati prin

RP-IPC la un pH =2 al fazei apoase, utilizand diferiti agenti formatori de perechi ionice
API Intersectia Panta R’ API Intersectia Panta R?

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

OoCT 4,2943 -0,0653 0,9993 OoCT 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

OoCT 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

OoCT 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

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

Dupa cum se poate observa in tabelul de mai sus, au fost obtinute corelatii liniare
nesatisfacatoare in cazul utilizarii pentan-, hexan si, respectiv, heptan- sulfonatului de sodiu drept
agenti formatori de perechi ionice. Din acest motiv, datele experimentale au fost fitate cu ajutorul
unei functii sigmoidale de tip Boltzmann (ecuatia 2.2.3), in acest caz obtinadndu-se factori de

corelatie mult mai mari (R*> 0,99), dupd cum se poate observa in Tabelul 2.2.1.b.
y=p+ D0 (2.2.3)
1+e &

Ecuatia Boltzman pentru x = 0 devine:

y=A, +u (2.2.4)

1+e %



. X . . . ee . . . n
Daca d—o este mare (>3) atunci numitorul acestei ecuatii tinde la 1, iar y tinde la Aj; in
X

acest caz, din punct de vedere cromatografic, A; reprezinta log(k’)y. Se poate observa faptul ca
aceasta conditie este indeplinitd doar in cazul in care agentii formatori de perechi ionice utilizati
sunt pentan-, hexan si, respectiv, heptan- sulfonatul de sodiu, nu si in cazul octansulfonatului de
sodiu.

O alta observatie ce poate fi facutd comparand parametrii obtinuti din dependentele liniare
si, respectiv, de tip Boltzmann, se refera la fapul ca valorile log(k’)w obtinute in cel de-al doilea

caz sunt semnificativ mai scazute.

Tabel.2.2.1.b. Parametrii de regresie ai dependentelor sigmoidale log(k”) vs. %MeOH pentru cei 8 compusi analizati
prin RP-IPC la un pH =2 al fazei apoase, utilizand diferiti agenti formatori de perechi ionice

API A Xo dx XoldX R* API A Xo dx XoldX R*

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 [ 11672 | 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 | 12022 | 60,874 | 11,192 | 5,4391 | 0,9965

OCT | 6,0601 | 111,420 | 60,724 | 1,8349 | 0,9996 | OCT | 4,9546 | 101,800 | 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 | 05312 | 59,972 | 3,983 | 15,0562 | 0,9942 | HPT | 0,7796 | 65,745 | 8,408 | 7,8198 | 0,9997

OCT | 74638 | 146,320 | 82,468 | 1,7743 | 0,9995 | OCT | 2,3232 | 63,005 | 16,569 | 3,8026 | 0,9996

K48 K74

PNT 106,520 | 12,027 | 8.2401 | 09956 | PNT | 0,0639 | 107570 | 14,160 | 7.5919 | 09958

0,0683

HXN | 0,6468 | 65,863 | 11,218 | 5,8712 | 0,9997 | HXN | 10665 | 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 | 56258 | 75,566 | 47,859 | 1,5789 | 0,9980

K75 K203

PNT | 00202 | 106,430 | 13,669 | 7.7862 | 0,9063 | PNT 108,460 | 11,441 | 94799 | 0.9944

0,1564

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 dependentele logaritmilor

zecimali factorilor de retentie in functie de concentratia modificatorului organic. S-a observat



faptul ca acestea au fost liniare, in cazul valorilor de pH = 2, 3, 4 si, respectiv, 5. In cazul pH=7,
au fost obtinute dependente polinomiale. Parametrii de regresie obtinuti pot fi urmariti in Tabelul
2.2.2.

Tabel.2.2.2. Parametrii de regresie obtinuti pentru oximele studiate prin RP-IPC pentru pH= 2, 3, 4 si, respectiv, 5
(a); pentru pH= 7 (b) in cazul utilizarii octansulfonatului de sodiu (10 mM) drept API

SH log ky o R? pH log ky o R?
Obidoxima HI16
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 ky o o R? (Crm)min log(K*)min
OBI 7,3202 -0,2234 0,0016 0,9988 69,8 -0,4779
HI16 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, dependenta polinomiala de ordinul II obtinuta pentru
olog(k")
oC

m

pH= 7 prezinta un minim, log(k’)min, ce se poate obtine din conditia =0. Minimul de pe

curba este caracterizat de o anumita valoare a concentratiei de modificator organic, (Cm)min $1 0

valoare minima a log(k”), obtinute utilizdnd urmatoarele ecuatii:

(Cm )min == - (225)
2at,
o
log(K'),.. = e — 2 (2.2.6)
4o,

Dupa cum se poate observa atat din Tabelul 2.2.2, perechile ionice formate prezinta o
proprietate deosebita a dependentelor logaritmilor zecimali ai factorilor de retentie de
concentratia de modificator organic din faza mobila si anume faptul cd minimul acestora se afla
in intervalul de concentratie (0; 100); pentru majoritatea compusilor organici neionici (log kK’ )min

se situeaza 1n afara acestui interval.

Influenta concentratiei API asupra retentiei cromatografice
Conform modelului electrostatic ce explicd retentia compusilor prin mecanism cu
formare de perechi ionice, pentru cazul de fata in care analitul este divalent, iar APl, monovalent,

dependenta factorului de retentie de concentratia API este de forma:

Ink' =y +Inc,, (2.2.9)

, unde y este o constanta ce depinde de hidrofobicitatea si sarcina electrica a ionilor analitului

si, respectiv, al API, de modificatorul organic si de téria ionica.

Au fost urmarite aceste dependente in cazul utilizarii a trei agenti formatori de perechi
ionice si anume hexan-, heptan si, respectiv, octan-sulfonatul de sodiu, la un pH acid al
componentei apoase. Graficele ce reprezintd aceste dependente au demonstrat o corelatie liniara
buna (cu R? >0,99), avand pantele cu valori cuprinse intre 0,6 si 0,8. Pentru o compozitie a fazei

mobile ce contine 50% modificator organic, parametrii de regresie se regdsesc in Tabelul 2.2.3.



Tabelul 2.2.3 Parametrii de regresie obtinuti pentru dependentele InCap vs. In(k’) pentru compusii

analizati prin RP-IPC

API Intersectia Panta R’ API Intersectia Panta R?
(x) (x)
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
OoCT 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
OoCT 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
OoCT 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
OoCT 0,4304 0,6900 0,9938 OCT 0,3077 0,698 0,9938

Din tabelul de mai sus se poate observa faptul ca pantele regresiilor liniare obtinute

pentru oximele studiate prin RP-IPC se situeaza intre 0,6 si 0,8. Conform Tabelului 2.1. redat in
capitolul teoretic, valoarea pantelor ar fi trebuit sa fie unitara, ceea ce sugereaza faptul ca, in
cazul de fata, exista unele devieri de la modelul electrostatic.

Aceste dependente pot fi utilizate pentru a estima valoarea extrapolata a factorului de
retentie al analitului in prezenta API, atunci cand API este in concentratie de 1 mol/L; pentru

aceasta concentratie, valoarea InCap; devine 0, iar valoarea In kap devine y.

Influenta hidrofobicitatii API din faza mobild asupra retentiei cromatografice
Efectul hidrofobicitatii API din faza mobila a fost studiat urmarind influenta numarului
de atomi de carbon din molecula API asupra timpilor de retentie ai perechilor ionice formate cu

diferiti API, pentru o faza mobild ce contine 55% modificator organic.

Influenta pH-ului asupra retentiei cromatografice
Valoarea pH-ului componentei apoase a fazei mobile este un parametru foarte important

in cromatografia de lichide bazatd pe mecanism cu formare de perechi ionice. A fost studiata



influenta acestui parametru pe un domeniu cuprins ntre 45 si 70 % modificator organic, pentru 5
valori de pH pentru componenta apoasa.
Au fost obtinute forme sigmoidale ale dependentelor factorilor de retentie in functie de valoarea
pH-ul componentei apoase pentru mai multe compozitii ale fazei mobile, mai ales in cazurile in
care continutul de modificator organic din faza mobila a fost sub 60% (45, 50, 55 si, respectiv,
60% MeOH).

In Fig.2.2.35 este ilustrat un exemplu al formei obtinute pentru K48 (pentru 50% MeOH).
Se poate observa faptul ca valorile experimentale situate in intervalul de pH 3-7 pot fi fitate cu
ajutorul functiei Boltzmann. Acest comportament de retentie poate fi explicat bine prin modelul

partitiei. Daca intervalul de pH se extinde, se poate observa o curba sigmoidald dubla, care poate
fi explicatd prin posibilitatea formirii unei perechi duble (in raport 1:2), de tipul A**(API"),.
Aceastd dubla pereche formatd de analit cu anionul alchil-sulfonat este mai hidrofoba decat o

pereche ionica simpla (in raport 1:1), de tipul A*" APl ", si se poate forma la pH-uri foarte acide.

Kk K48 (50%MeOH)
75 7

Fig.2.2.35. Dependentele (k”) de pH-ul componentei apoase obtinute pentru K48 prin RP-1PC pe coloana Zorbax
Eclipse XDB C18, F.M. 50% Ag (10 mM OCT) + 50% MeOH

Comportamentul de retentie observat se poate explica prin faptul ca pH-ul poate influenta
echilibrul tautomer redat in Fig. 2.2.37, ducand spre stabilizarea uneia dintre structurile ilustrate.
La pH-uri foarte acide obidoxima, avand structura I, are posibilitatea de a forma o pereche dubla
cu ionii agentului formator de perechi ionice. Pe masurd ce pH-ul componentei apoase creste,
echilibrul se deplaseaza spre stabilizarea structurii II, structura ce prezinta o grupare nitrozo- si

+

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

al componentei apoase, structura III se stabilizeaza. In acest caz, analitul nu mai formeaza perechi



ionice, participand la procesul de retentie ca moleculd libera conform unui mecanism de faza
inversa, intre structurile hidrocarbonate din molecula acestuia si lanturile hidrocarbonate ale fazei

stationare C18 au loc interactii hidrofobe, observandu-se o scadere a timpului de retentie

cromatografica.
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Fig.2.2.37 Echilibre tautomere ale obidoximei in functie de pH-ul solutiei.

2.2.2.4. Concluzii asupra studiului

Parametrii de retentie obtinuti pentru oximele studiate prin mecanism cu formare de
perechi ionice pot fi explicati atat prin modelul electrostatic, cat si prin cel al partitiei.

Au fost observate dependente ale logaritmilor zecimali ai factorilor de retentie in functie
de concentratia modificatorului organic liniare, in cazul valorilor de pH 2, 3, 4 si, respectiv, 5; in
cazul pH = 7, au fost obtinute dependente polinomiale. Un rol important in explicarea acestui
comportament de retentie cromatografica observat 1l joaca morfologia fazei stationare, alaturi de
echilibrele tautomere In care pot fi implicati compusii investigati.

In ceea ce priveste efectul pH-ului asupra retentiei cromatografice, rezultatele obtinute au
fost In acord cu modelul partitiei mai ales in cazurile in care continutul de modificator organic

din faza mobila a fost sub 60%, observandu-se o functie sigmoidala dubla.



2.2.3. Studiul oximelor pe o faza stationara C18 Zorbax ODS

2.2.3.1. Problematica studiului

In acest subcapitol a fost studiat comportamentul cromatografic al unor compusi cationici,
utilizati ca reactivatori ai AchE, prin mecanism cu formare de perechi ionice, pe o faza stationara
C18 Zorbax ODS.

Compusii investigati in acest studiu apartin clasei oximelor, bromura de pralidoxima
(PAM) si clorura de obidoxima (OBI); iodura de piridostigmina (PDST) nu apartine acestei clase,
dar a fost studiatad in urma utilizarii sale anterioare ca reactivator al AChE.

Studiul a avut in vedere urmadrirea principalilor parametri care influenteaza timpul de
retentie cromatografica al oximelor si corelarea valorilor experimentale obtinute cu modelele
teoretice care explicd mecanismul de retentie cromatografici cu formare de perechi ionice
(modelul electrostatic sau cel al partitiei). Compusii au fost studiati prin mecanism cu formare de
perechi ionice utilizind drept agenti formatori de perechi ionice substante din clasa alchil-

sulfonatilor.

2.2.2.3. Rezultate si discurii

Influenta concentratiei modificatorului organic din faza mobild asupra retentiei
cromatografice

In cazul de fatd, au fost urmdrite dependentele logaritmilor zecimali ai factorilor de
retentie In functie de concentratia MeOH din faza mobild utilizdnd trei agen{i formatori de
perechi ionice : hexan, heptan- si, respectiv, octan-sulfonatul de sodiu, concentratia acestora in

componenta apoasa a fazei mobile fiind de 15 mM (Fig.2.2.49)
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Fig.2.2.49. Dependentele log (k’) vs %MeOH obtinute pentru solutia de PAM analizata prin RP-IPC pe coloana C18
Zorbax ODS, F.M. Aq (0,1% Hs;PO, + 15mM API) + MeOH.



Dupa cum se poate observa, aceste dependente sunt polinomiale, in forma de U, fapt mai
rar raportat in literatura de specialitate, dar caracteristic in cazul aldoximelor cationice sau
lichidelor ionice. Minimele acestor dependente au fost situate in intervalul studiat de faza mobila,
dupa cum se poate observa in Tabelul 2.2.5.

Aceasta forma caracteristicad mai putin intalnitd este descrisd printr-o ecuatie polinomiala

de ordinul al 11-lea:

log(k') = log(k"),, + &,C,, +,C? (2.2.15)
unde logk, reprezinta intersectia, adica valoarea extrapolatd a log(k’) ce corespunde unei faze

mobile ipotetice ce contine 100% componenta apoasd, ai $i oy sunt parametrii regresiei
polinomiale de ordinul al I1-lea.
Din punct de vedere matematic, aceasta dependentd are un minim ce se poate obtine din
olog(k")
oC

m

conditia =0. Acest minim de pe curba este caracterizat de o anumitda valoare a

concentratiei de modificator organic, (Cy)min $i 0 valoare minima a logaritmului factorului de
retentie, notatd log(k”)min, obtinute utilizand ecuatiile (2.2.5) si (2.2.6).

Dupa cum se poate observa din reprezentarile grafice, perechile ionice formate prezinta o
proprietate deosebitd a dependentelor logaritmilor zecimali ai factorilor de retentie de
concentratia de modificator organic din faza mobila si anume faptul ca minimul acestora se afla
in intervalul de concentratie (0; 100).

Dependentele discutate anterior pot fi utilizate pentru estimarea unor descriptori
moleculari. Unul dintre cei mai discutati parametrii este log(k’)w, parametru relationat cu
caracterul hidrofob atribuit perechii ionice formate intre analit si agentul formator de perechi
ionice.

Forme similare ale dependentelor retentiei de concentratia modificatorului organic din
faza mobila au fost obtinute si In cazul utilizdrii unor concentratii mai scizute ale agentului
formator de perechi ionice din componenta apoasa a fazei mobile. In Tabelul 2.2.5 se pot observa

parametrii acestor regresii, dar si valorile calculate ale (Cm)min si log(k”)min.



Tabelul.2.2.5. Parametrii dependentelor log(k’) vs. Cyeon Obtinuti in cadrul analizei aldoximelor pe coloana Zorbax
ODS prin RP-IPC

Analit Conc.API log K 10g(K)min ay A, R? (Co)min
API: Hexansulfonat de sodiu
15mM 4.655 0.261 -0.1199 8.18x10™ 0.9967 73.3
PAM 10mM 3.854 0.294 -0.1024 7.36 x10™ 0.9946 69.5
5mM 3.349 0.447 -0.0875 6.59 x10™ 0.9968 66.4
15mM 5.447 0.347 -0.1684 1.39 x10°® 0.9961 60.6
OBl 10mM 3.848 0.483 -0.1206 1.08 x10°® 0.9996 55.8
5mM 2.609 0.690 -0.0789 8.10 x10™ 0.9986 48.7
15mM 2.787 0.577 -0.0727 5.98 x10* 0.9973 60.8
PDST 10mM 2.454 0.580 -0.065 5.63 x10™ 0.9995 57.7
5mM 2.118 0.716 -0.0519 4.80 x10™ 0.9965 54.0
API: Heptansulfonat de sodiu
15mM 5.348 0.193 -0.1432 9.94 x10* 0.9978 72.0
PAM 10mM 4,786 0.315 -0.1256 8.81 x10* 0.9979 71.2
5mM 3.937 0.502 -0.1022 7.60 x10™ 0.999 67.3
15mM 6.366 0.526 -0.1841 1.45 x10™ 0.9976 63.5
OBl 10mM 6.044 0.587 -0.1785 1.46 x10™ 0.99197 61.1
5mM 4.403 0.828 -0.1315 1.21 x10* 0.9998 54.4
15mM 3.187 0.548 -0.0845 6.76 x10™ 0.9967 62.5
PDST 10mM 3.184 0.617 -0.0837 6.82 x10™ 0.9973 61.4
5mM 3.047 0.764 -0.0799 6.99 x10™ 0.9916 57.1
API: Octansulfonat de sodiu
15mM 6.327 0.296 -0.1561 1.01x10° 0.9968 77.3
PAM 10mM 5.738 0.337 -0.1464 9.92 x10™ 0.9979 73.8
5mM 5.182 0.497 -0.1331 9.45 x10™ 0.9964 70.4
15mM 12.725 0.657 -0.3439 2.45x10°° 0.9952 70.2
OBl 10mM 9.440 0.746 -0.2598 1.94 x10° 0.9986 66.9
5mM 8.287 0.960 -0.2391 1.95 x10° 0.9979 61.3
15mM 5.089 0.680 -0.1316 9.82 x10™ 0.999 67.0
PDST 10mM 4.218 0.679 -0.1093 8.43 x10™ 0.9995 64.8
5mM 3.595 0.796 -0.0921 7.58 x10™ 0.9955 60.8

O posibild explicatie pentru comportamentul de retentie observat se refera la schimbarea
interactiilor ce pot avea loc intre analitul cationic si faza stationara. In prima parte a intervalului

studiat de fazd mobild (pana la atingerea minimului de pe curba sub forma de U obtinuta) se



poate observa un mecanism de retentie in faza inversa, intre perechile ionice formate de analit cu
agentul formator de perechi ionice si structurile hidrocarbonate ale fazei stationare avand loc
interactii hidrofobe. In faze mobile sirace in componenti apoasi (dupid minimul curbei),
concentratia agentului formator de perechi ionice scade treptat defavorizand astfel formarea de
perechi ionice cu analitul de interes; acesta participa in continuare la procesul de retentie ca
molecula libera putand interactiona puternic cu gruparile silanol reziduale ale fazei stationare,

observandu-se astfel o crestere a timpilor de retentie cromatografica ( Fig.2.2.52).
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Fig.2.2.52. Interactii posibile ce pot avea loc intre analitii cationici si faza stationarda C18 Zorbax ODS, studiati prin
mecanism RP-IPC.

Influenta concentratiei API asupra retentiei cromatografice
Conform modelului electrostatic ce explicd retentia compusilor prin mecanism cu
formare de perechi ionice, dependenta factorului de retentie de concentratia API este de forma:

' ZAF’I ZA
Ink =y —("—%).Incy,
API

Au fost urmarite aceste dependente in cazul utilizarii a trei agenti formatori de perechi
ionice si anume hexan-, heptan si, respectiv, octan-sulfonatul de sodiu, dar nu s-au obtinut

dependente liniare pentru niciunul dintre compusii investigati prin RP-1PC.

Influenta pH-ului asupra retentiei cromatografice
In general, in mecanismul de retentie bazat pe formarea de perechi ionice, pH-ul joaca un
rol foarte important in protonarea grupdrilor amino, crescand astfel capacitatea de interactie a

analitului cu agentul de formare a perechilor ionice.



In cazul de fata, pH-ul poate influenta echilibrul tautomeric redat in Fig. 2.2.61, ducind

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

In ceea ce priveste forma dependentelor functionale ale log k’ versus concentratia
modificatorului organic, s-au dovedit a fi unele obisnuite la pH neutru, fara a ilustra un “minim”,
ca in cazul experimentelor realizate in mediu acid. Acest lucru se poate explica prin faptul ca, in
conditii neutre, este favorizatd disocierea grupdrii sulfonice a agentului formator de perechi
ionice. Caracterul ionic intrinsec al acestuia determina distributia lui spre faza mobila,
reducandu-i considerabil adsorbtia pe faza stationara nepolara. In acest mod, formarea perechii
ionice in faza mobild determina o retentie mai scazuta in mediu neutru decat in cel acid.

Morfologia fazei stationare joaca un rol considerabil in ceea ce priveste comportamentul
de retentie cromatografica, implicand atat partitia in faza inversa, cat si modelele electrostatice
ale mecanismului de formare a perechilor ionice.

2.2.3.4. Concluzii asupra studiului

Acest studiu a evidentiat un comportament de retentie cromatografica neobisnuit al
compusilor studiati prin mecanism RP-IPC la un pH acid al fazei mobile. Au fost obtinute
dependente ale logaritmilor factorilor de retentie in functie de concentratia modificatorului din
faza mobila sub forma de U, cu minimele situate in intervalul (50 — 80)% MeOH. La un pH
neutru al componentei apoase, aceastd forma a dependentelor nu a mai fost observata. Acest
comportament de retentic neobisnuit poate fi explicat dacad se iau in considerare efectele
tautomeriei in care sunt implicati compusii in cauza in functie de pH-ul fazei mobile si in functie
de efectele modificatorului organic, dar si t{indndu-se cont de modificarile suprafetei fazei
stationare aduse de adsorbtia orientatd a agentului formator de perechi ionice; de asemenea, o
influentd asupra retentiei cromatografice o pot avea gruparile silanol reziduale ale fazei

stationare, ce pot interactiona cu analitii de interes.



2.3. Alegerea acizilor biliari ca formatori de perechi ionice in RP-1PC

2.3.3. Rezultate si discutii

In acest capitol a fost studiat comportamentul de retentie al unor aldoxime cationice
utilizate drept reactivatori ai acetilcolinesterazei (AChE) prin mecanism de pereche ionica
utilizdnd acizii biliari, sub forma de saruri de sodiu (cu structurile prezentate in Fig. 2.3.1.) ca

agenti formatori de perechi ionice.
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CH 0 o CH 0 o
HO OH HO
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Taurochenodeoxicolat de sodiu

Fig.2.3.1. Structurile sarurilor biliare utilizate ca API in studiul aldoximelor prin RP-IPC.

Cu toate ca substantele cationice utilizate drept reactivatori ai AChE (pralidoxima,
obidoxima si piridostigmina, cu structurile date in Fig. 2.2.1.) prezinta un caracter polar puternic,
ele sunt caracterizate in RP-LC pe faze stationare uzuale (C8 sau C18) printr-o retentie puternica
datorita unei posibile interactii cu matricea silicica. In mod surprinzitor, retentia lor scade prin
adaugarea in faza mobila a unui agent formator de perechi ionice (alchil-sulfonati cu 5 pana la 8
atomi de C). Acest studiu demonstreaza faptul cd si utilizarea sarurilor biliare drept API are

consecinte similare.

Influenga concentrayiei de modificator organic din faza mobila

Dependentele functionale ale logaritmului zecimal al factorilor de retentie cromatografica
de concentratia de modificator organic din faza mobild obtinute pentru compusii analizati prin
mecanism de pereche ionica la un pH acid al fazei mobile sunt redate in Fig.2.3.2. Datele de

retentie cromatografica au fost obtinute utilizand drept API taurodeoxicolatul de sodiu.
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Fig.2.3.2. Dependentele log(k”) vs. %MeOH obtinute pe o coloana C18 Zorbax ODS utilizand o fazd mobila
compusa din MeOH si Aq (0.1% H3PO4 + 5 mM TDC + 0,9% NaCl)

Dupa cum se poate observa, aceste dependente sunt polinomiale, in forma de U, fapt mai
rar raportat in literatura de specialitate, dar caracteristic in cazul aldoximelor cationice sau
lichidelor ionice. Minimele acestor dependente au fost situate in intervalul studiat de faza mobila.

Dependentele discutate anterior pot fi utilizate pentru estimarea unor descriptori
moleculari. Logaritmul factorului de retentie cromatografica extrapolat la 0% sau 100% solvent
organic poate fi folosit in estimarea a diferiti descriptori de hidrofobicitate ai perechilor ionice
formate de compusii In cauza cu cele trei saruri biliare. Acesti descriptori pot fi utilizati in
modelarea procesului de traversare a membranelor a aldoximelor respective, cu scopul explicarii
utilizarii acestora in terapia intoxicatiilor cu compusi organofosforici inhibitori ai
acetilcolinesterazei. Unul dintre cei mai discutati parametri este log(k’)w, parametru relationat cu
caracterul hidrofob atribuit perechii ionice formate intre analit si acidul biliar respectiv. Valoarea
logaritmului zecimal al factorului de retentie pentru o fazd mobild exclusiv organica, Cyeon =
100%, reprezintd un alt parametru important, intrucit estimeazi afinitatea ionului singur, A",
pentru faza stationara, in absenta agentului formator de perechi ionice.

Parametrii de regresie obtinu{i pentru compusii analizati sunt redati in Tabelul 2.3.1.



Tabelul 2.3.1. Parametrii de regresie si valori de retentie extrapolate obtinute pentru dependentele descrise de

ecuatia (2.3.1.), pentru compusii studiati prin RP- IPC.

API: taurodexicolat de sodium

Analit log Ky o oy R? (log K)co=100 (log K)min | C(meoH)min
PAM 6.868 -0.180 1.10-10° 0.9972 -0.201 -0.577 84.6
LuH-6 15.76 -0.432 2.82:10° 0.9966 +0.758 -0.785 76.6
PDST 5.352 -0.154 1.08.10° 0.9979 +0.599 -0.138 71.3
API: taurocolat de sodium
PAM 6.298 -0.176 1.12:10° 0.9967 -0.089 -0.616 78.6
LuH-6 14.73 -0.411 2.72.10° 0.9970 +0.779 -0.795 75.6
PDST 4,921 -0.148 1.06-10° 0.9937 +0.679 -0.245 69.8
API: taurochenodexicolat de sodium
PAM 7.090 -0.182 1.16:10° 0.9978 +0.519 -0.048 78.4
LuH-6 16.06 -0.440 2.94.10° 0.9983 +1.419 -0.402 74.8
PDST 5.301 -0.147 1.02-10° 0.9994 +0.769 +0.005 72.1

Influenta hidrofobicitatii API asupra retentiei cromatografice

Contributia adusa caracterului hidrofob al perechilor ionice formate de catre agentul
formator de perechi ionice poate fi urmarita, comparativ, in Fig. 2.3.3. Se poate observa faptul ca
caracterul hidrofob al perechilor ionice creste in ordinea cresterii hidrofobicitatii API si, anume,
taurocolat < taurodeoxicolat < taurochenodeoxicolat, dar aceasta ordine se poate modifica pentru
compozitii ale fazei mobile apropiate de 0% sau 100% modificator organic, dupd cum reiese si

din calculele inscrise in Tabelul 2.3.1.
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Fig.2.3.3. Dependentele log(k’) vs. %MeOH obtinute prin RP-IPC pentru o solutie de PAM utilizand TC, TDC si,

respectiv, TCDC (5mM in componenta apoasd) drept agenti formatori de perechi ionice.



Influenta pH-ului asupra retentiei cromatografice

Valoarea pH-ului componentei apoase a fazei mobile poate influenta echilibrul tautomer
pentru doua dintre substantele studiate; reprezentarea acestui echilibru, in cazul pralidoximei, este
redata in Fig.2.2.61. Schimbarea pH-ului componentei apoase de la un pH acid la unul neutru a
dus la schimbarea dependentei log k> vs. Cyeon dintr-o dependenta polinomiald de ordinul al II-
lea (pH acid) la o dependenta liniara (pH neutru), dupa cum se poate observa in Fig.2.3.4. La pH
= 7 dependenta liniara poate fi explicata prin faptul ca, la aceasta valoare a pH-ului, nu se mai
formeaza o pereche ionica intre analit si sarea acidului biliar, ceea ce inseamna ca este posibil ca
aceasta sd 1s1 schimbe structura. Dupa cum se poate observa in Fig.2.2.61, structura Il a
pralidoximei nu este capabilda de a forma pereche ionicd cu sarurile biliare existente in
componenta apoasda a fazei mobile, schimbandu-se astfel comportamentul de retentie al

compusilor analizati.
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Fig.2.3.4. Dependentele log (k”) vs. %MeOH obtinute prin RP-IPC pentru o solutie de PAM la pH=2 si,
respectiv, pH =7.

Influenta tariei ionice asupra retentiei cromatografice

Efectul tariei ionice asupra retentiei compusilor analizati este unul destul de neobignuit si
anume, s-a observat faptul ca factorii de retentie pentru cele trei substante studiate, pentru toti cei
trei agenti formatori de perechi ionice utilizati, au crescut in cazul experimentelor in care nu a
fost adaugatd NaCl 0,9% 1n componenta apoasa a fazei mobile. Forma de U a dependentelor log
(k”) vs. Cmeon S-a mentinut atat in cazul utilizarii NaCl in faza mobild, cét si in experimentele in

care sarea nu a fost folositd. Pentru exemplificarea acestui comportament de retentie



cromatografica se poate urmari Fig. 2.3.5., care reda dependentele retentiei cromatografice a

pralidoximei, in cazul utilizarii TDC drept agent formator de perechi ionice.
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Fig.2.3.5. Dependentele log(k”) vs. %MeOH obtinute prin RP-IPC pentru o solutie de PAM, in prezenta si, respectiv,
absenta NaCl din faza mobila.

2.3.4. Concluzii asupra studiului

Studiul a demonstrat faptul ca substantele cationice analizate, utilizate drept reactivatori ai
AChE, pot forma perechi ionice cu sarurile acizilor biliari. Din punct de vedere al
comportamentului de retentie cromatografica a acestor compusi, s-au observat dependente
polinomiale, de gradul al Il-lea, ale logaritmilor zecimali ai factorilor de retentie in functie de
concentratia de metanol din faza mobild, fapt rar intalnit in literatura de specialitate.
Dependentele sub forma de U observate la pH acid al fazei mobile au devenit liniare la pH
neutru. Explicatia pentru un asemenea comportament neobisnuit de retentie trebuie sa {ind seama
atat de echilibrele tautomere in care sunt implicate aldoximele cationice in functie de pH-ul

componentei apoase, cat si de morfologia fazei stationare.

2.4. Aplicarea mecanismului RP-IPC pe alfi compusi cationici

(clasa lichidelor ionice)

2.4.1. Problematica studiului

Studiul de fata a urmarit comportarea cromatografica a sase compusi din clasa lichidelor
ionice (Fig.2.4.4.) prin RP-IPC, utilizdnd drept agenti formatori de perechi ionice compusi din
clasa alchil-sulfonatilor. A fost analizatd influenta compozitiei fazei mobile si, de asemenea,

influenta agentilor formatori asupra retentiei cromatografice.
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Fig.2.4.4. Structurile celor sase compusi din clasa lichidelor ionice studiati prin RP-IPC.

2.4.3. Rezultate si discutii

Influenta concentratiei modificatorului organic asupra retentiei cromatografice

Au fost urmarite dependentele functionale ale factorilor de retentie cromatografica (k’) ale
LI de compozitia fazei mobile, intr-un interval cuprins intre 50% si 80% MeOH (v/v). Aceste
dependente sunt utilizate in studiit QSRR (relatii cantitative intre structura si retentia analitilor),
avand aplicatii in dezvoltarea metodelor cromatografice de analiza a compusilor in cauza.

In cazul LI studiate, reprezentirile grafice ale logaritmilor zecimali ai factorilor de
retentie in functie de concentratia procentuald de modificator organic din faza mobila (in procente
volumetrice) au avut o forma de “U”, cu minimul situat in intervalul studiat de fazd mobila.
Aceasta forma caracteristicd mai putin intalnitd este descrisa printr-o ecuatie polinomiald de

ordinul al 11-lea:

log(k') = ay + ,Cppeon + %Cleon (2.4.1)
, unde ap reprezinta intersectia, adica valoarea extrapolatd a (k’) ce corespunde unei faze mobile
ipotetice ce contine 100% componenta apoasa (pentru Cyeon = 0 — ¢, =l0gk,,), 01 si a2 sunt

parametrii regresiei polinomiale de ordinul al I1-lea.
Valorile parametrilor regresiilor polinomiale si valorile calculate ale log(k’)min Sunt redate

in tabelul urmator.



Tabel 2.4.1. Parametrii regresiilor polinomiale (2.4.1.) si parametrii calculati caracteristici pentru aceste

ecuatii.
Analit a, = log Ky, A a R? (CMeoH Imin log ko
Agent formator de perechi ionice: hexansulfonat de sodiu (HXN)

BuPy 3.161 -0.0782 6.021x10™ 0.9996 64.9 1.362
Bu4MePy 4.458 -0.1086 7.879x10™ 0.9890 68.9 1.477
Bu3MePy 4.627 -0.1113 7.985x10™ 0.9948 69.7 1.482
All3Melm 2.559 -0.0726 5.978x10™ 0.9998 60.7 1.277
Bu3Melm 3.221 -0.0792 5.889x10™ 0.9983 67.2 1.190
Be3Melm 4.359 -0.1118 8.052x10™ 0.9900 69.4 1.231

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

BuPy 3.819 -0.0955 7.138x10™ 0.9996 66.9 1.407
Bu4MePy 4,762 -0.1151 8.199x10™ 0.9995 70.2 1.451
Bu3MePy 4871 -0.1161 8.222x10™ 0.9998 70.6 1.483
All3Melm 3.045 -0.0826 6.483x10™ 0.9971 63.7 1.268
Bu3Melm 4413 -0.1107 8.032x10™ 0.9997 68.9 1.375
Be3Melm 5.118 -0.1305 9.216x10™ 0.9994 70.8 1.284

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

BuPy 4.806 -0.1170 8.248x10™ 0.9992 70.9 1.354
Bu4MePy 5.619 -0.1334 9.115x10™ 0.9997 73.2 1.394
Bu3MePy 5.387 -0.1260 8.623x10™ 0.9994 73.1 1.410
All3Melm 3.977 -0.1022 7.431x10™ 0.9996 68.8 1.188
Bu3Melm 5.367 -0.1316 9.129x10™ 0.9996 72.1 1.336
Be3Melm 5.621 -0.1389 9.457x10™ 0.9993 73.4 1.188

Pentru o fazd mobilda ce contine 100% modificator organic, valoarea extrapolatd a
dependentelor (2.4.1.), notata log(k’),, corespunde adsorbtiei cationului lichidului ionic respectiv
din metanol pe faza stationara hidrofoba C18. Aceastd adsorbtie s-a dovedit a fi semnificativa,
dupa cum se poate observa din valorile log(k’),, fara a depinde de agentul de perechi ionice
utilizat.

Rezultatele demonstreaza faptul ca LI studiate pot fi adsorbite puternic la suprafata fazei
stationare C18. Adsorbtia se datoreazad atat interactiilor puternice intre silanolii reziduali de la
suprafata silicei si lichidele ionice studiate, cat si interactiilor hidrofobe intre structurile hidrofobe
ale cationilor si lanturile hidrocarbonate ale fazei stationare.

In cazul unei faze mobile ipotetice ce contine 100% componenti apoasi (log(k’)w = 0 ),

adsorbtia corespunde perechii ionice formate intre LI si anionii alchil-sulfonat. Hidrofobicitatea



acestor perechi ionice depinde de lungimea catenei hidrocarbonate a API, dupd cum se poate
observa si din valorile log(k’)y obtinute in Tabelul 2.4.1. In acelasi timp, rezultatele sunt in
concordanta cu predictiile teoretice ale hidrofobicitatii cationilor metil-imidazolici : benzil > butil

> alil.

Influenta tariei ionice asupra retentiei cromatografice

Experimentele realizate la o concentratie constanta de API in intreaga compozitie a fazei
mobile (15 mmoli/ L) au demonstrat curbe cu forma similara, de U, dar cu ,,minime” decalate
spre o concentratie mai mare de MeOH 1n faza mobila. Un astfel de exemplu se poate observa in
Fig.2.4.7., unde a fost studiat comportamentul de retentie cromatografica al All3Melm la o

concentratie constanta de HXN in intreaga compozitie a fazei mobile.

@ HXN const.in faza mobila
log(k')

0,8 - B HXN const.in componenta
apoasa

0,7 A
/

d

0,6 -
0,5 A
0,4 A
0,3 A
0,2 A
0,1 A
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Fig.2.4.7. Dependente functionale comparative in cazul All3Melm pentru o fazd mobila ce contine : 15 mmoli/L
HXN in componenta apoasa, respectiv, 15 mmoli/L HXN 1in intreaga fazd mobila

2.4.4. Concluzii asupra studiului

Acest studiul a aratat faptul ca lichidele ionice piridinice si imidazolice analizate pot fi
adsorbite la suprafata fazei stationare C18 datorita interactiilor ion-dipol cu silanolii reziduali ai
acestei faze, dar si datorita interactiilor hidrofobe dintre structurile hidrofobe ale acestor cationi si
lanturile hidrocarbonate ale suprafetei fazei stationare. Interactiile polare pot fi diminuate de
prezenta unui agent formator de perechi ionice addugat in faza mobila.

Dependentele functionale ale retentiei cromatografice a acestor compusi de compozifia
fazei mobile utilizate au urmat o ecuatie polinomiala de ordinul al II-lea, reprezentarile grafice

avand o forma caracteristica de U, cu minimul pozitionat in intervalul 60- 75% MeOH.



2.5. Aplicatii analitice ale mecanismului de separare prin perechi ionice

2.5.1. Separarea si determinarea cantitativd a substantelor active din Algifen,

solutie injectabila

2.5.1.1. Problematica studiului

Acest studiu a urmarit dezvoltarea unei metode de analiza cromatografica RP-LC pentru
separarea si determinarea cantitativa simultand a metamizolului, pitofenonei si fenpipramidei si a
unei impuritati de degradare a metamizolului dintr-o combinatie antialgica — Algifen -
medicament injectabil produs si Comercializat la scard larga in industria farmaceutica din
Romania.

2.5.1.3. Rezultate si discufii

Separarea metamizolului, fenpipramidei, pitofenonei si impuritatii C a metamizolului, si
determinarea cantitativd a fenpipramidei la nivelul scazut de concentratie la care se regaseste in
Algifen s-au dovedit a fi deziderate provocatoare din punct de vedere analitic. Toti cei patru
analiti prezintd o polaritate considerabild, deci o retentie scizutd in RP-LC. In ceea ce priveste
structurile compusilor, MZ contine atat o grupare acida, sulfonica, cat si una bazica, amino, in

timp ce IC, FPP si PT contin grupari bazice de tip amino sau amoniu cuaternar (Fig.2.5.2).
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Fig 2.5.2. Structurile moleculare ale celor patru compusi analizati in studiul de fatd

Pentru a creste retenfia si a obgine o separare bund a impuritagii C, fenpipramidei si
pitofenonei, a fost adaugat in faza mobild un agent formator de perechi ionice, hexansulfonatul de
sodiu (10 mM). Cu toate ca si metamizolul contine o grupare amino in structura sa, acesta nu a
format perechi ionice cu hexansulfonatul de sodiu deoarece se creaza repulsii electrostatice cu
gruparea sulfonicd din molecula proprie. Pentru cresterea retentiei metamizolului si pentru a
imbunatati simetria de pic a fost, de asemenea, adaugat in componenta apoasa un lichid ionic

(tetrafloroboratul de 1-butil-1-metil-pirolidind). Lichidul ionic a intervenit in procesul de formare



de perechi ionice al impuritatii C, fenpipramidei si pitofenonei cu hexansulfonatul de sodiu
scazand retentia perechilor ionice respective, dar nu a avut un efect semnificativ asupra separarii

sau eficientei cromatografice, dupa cum se poate observa in figura urmatoare.
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Fig 2.5.3. Cromatograme comparative ale compusilor analizati pentru cazul in care componenta apoasa a fazei
mobile contine: (a) hexansulfonat de sodiu (10mM) si lichid ionic (10 mM); (b) 10 mM hexansulfonat de sodiu

Optimizarea metodei HPLC a necesitat anumite studii de retentie utilizand diferite faze
mobile. In acest sens a fost studiat efectul concentratiei lichidului ionic si agentului formator de
perechi ionice adaugati in componenta apoasa a fazei mobile asupra retentiei cromatografice si
asupra formelor de pic ale analitilor de interes. Concentratia optima a lichidului ionic si cea
agentului formator de perechi din faza mobila au fost stabilite in urma unui studiu de retentie a
analitilor cu variatia concentratiei acestor aditivi.

S-a observat faptul ca o crestere a concentratici agentului formator de perechi ionice
(HXN) duce la o crestere polinomiala a retentiei IC, FP si PT, acestea formand perechi ionice cu
anionul API, dar si o scadere polinomiald a retenfiei metamizolului din cauza repulsiilor

electrostatice dintre API si gruparile sulfonice disociate din molecula acestuia (Fig.2.5.4)
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Fig 2.5.4. Dependentele functionale k’ vs. Conc. API din faza mobila obtinute prin RP-IPC pentru compusii de
interes. Componenta apoasa (pH 3) contine, de asemenea, 0,2% TEA si 10 mM 1BulMePirr.

O alta observatie facuta este aceea ca lipsa agentului formator de perechi ionice duce la
schimbarea ordinii de elutie intre MZ si IC, iar picurile celor doi analifi nu se mai separa

(Fig.2.5.5)

PT
FP

AN
|l

L e o T o L e e S L I e e e B e T B S S e e
0] 1 2 3 4 5 6 7 8 i

Fig.2.5.5. Cromatograme obtinute pentru diferite concentratii de HXN: (a) 0 mM, (b) 5 mM, (c) 10 mM, (d) 15 mM.
Componenta apoasa a fazei mobile (pH 3) contine, de asemenea, 10 mM 1BulMePirr. si 0,2% TEA.
De asemenea, a fost studiat efectul lichidului ionic adaugat in componenta apoasa a fazei
mobile asupra retentiei cromatografice si simetriei de pic a MZ. Au fost realizate componente
apoase ce contin 0, 5, 10 si, respectiv, 15 mM 1BulMePirr., fard a adauga agent formator de

perechi ionice in faza mobild. Simetria de pic a MZ a crescut semnificativ odata cu cresterea



concentratiei lichidului ionic. Factorul de retentie a ramas, practic, neschimbat odata cu cresterea
concentratiei L.I., ceea ce sugereaza faptul ca MZ nu formeaza perechi ionice cu acest aditiv.
Lichidul ionic genereaza o crestere a retentiei MZ doar daca se adauga 1n faza mobila si un agent
formator de perechi ionice.

Extractia lichid-lichid in 1-octanol a fost necesara pentru a inlatura excesul de metamizol
din solutie si pentru a permite o buna sensibilitate a analizei fenpipramidei, care se gaseste intr-0
concentratie foarte scazutd comparativ cu ceilalf{i compusi din solutia injectabilda de Algifen.
Utilizand acidul picric drept agent formator de perechi ionice s-au extras, odata cu fenpipramida,
atat pitofenona, cat si impuritatea C a metamizolului, ambele continand in structurile lor grupari
amino. In urma acestei extractii selective, 48% din cantitatea de fenpipramidi si doar 0,4% din
cea de metamizol s-au regasit in 1-octanol. Cu toate ca doar jumatate din cantitatea de FP se
extrage in solventul organic, problemele de selectivitate si sensibilitate au fost inldturate datorita
extractiei slabe a metamizolului (acest procent Insemnand, practic, o dilutie de 250 ori a acestui
compus). Un exemplu de cromatograma obtinuta dupa extractia in 1-octanol, pentru o proba reala
de Algifen, este ilustrata in Fig.2.5.6. Se poate observa si aparitia picului corespunzator acidului

picric, dar acesta nu interfera cu semnalul obtinut pentru fenpipramida.

a)

Acid picric
200 MZ

Fig.2.5.6. Cromatograma la scald normala (a) / detaliatd (b) obtinuta in urma injectiei a 20pL solutie extrasi in 1-
octanol pentru o proba reald de Algifen



2.5.1.4. Concluzii asupra studiului

A fost dezvoltatd o metodd RP-LC rapida, sensibila, selectivd si precisd pentru
determinarea simultand a MZ, FP, PT si IC din solutia injectabila de Algifen®. Pentru cresterea
sensibilitatii si selectivitatii metodei pentru determinarea FP, prezenta intr-o concentratie foarte
scazuta in acest medicament, s-a realizat o extractie lichid-lichid in 1-octanol. FP a fost extrasa
sub forma de pereche ionica, cu acid picric in 1-octanol, iar stratul organic a fost injectat direct in
coloana cromatografica (20 uL) fara alte etape de pregatire a probei. Aceasta extractie dureaza 15
minute si ofera rezultate precise, evitand posibile erori datorate unor etape ca evaporarea
solventului sau redizolvarea reziduului uscat. Metoda a fost validata si este aplicabild celor patru

compusi investigati regasiti in solufia injectabila de Algifen®.

2.5.2. Determinarea unor derivati ai 4,4°-bipiridilului prin RP-1PC

Scopul acestui studiu a fost acela de a dezvolta o metoda pentru a modifica suprafata
electrodului de carbon vitros utilizind un compus alchil-monoaminat derivat al 4,4’-bipiridilului,
pentru determinarea Ag(I) prin voltametrie cu puls diferential (DPV). Pentru aceasta a fost
modificat 4,4’-bipiridilul (BiPy) introducand o grupare amino in scopul atasirii acesteia de
suprafata electrodului prin legarea incrucisatd cu glutaraldehida. In prima faza, gruparile 4-
nitrobenzen au fost grefate pe electrod prin reducerea electrochimica a sarii diazonice
corespunzatoare; apoi gruparile nitro de la suprafata electrodului au fost reduse la grupari aminice
prin aplicarea unui potential catodic. Ulterior, gruparile aminice de la suprafata electrodului au
fost activate cu glutaraldehida si, in final, N-(2-aminoetil)-4,4’-bipiridina (ABP) a fost legata de
siturile active ale glutaraldehidei. Electrodul astfel obtinut a fost utilizat pentru preconcentrarea si

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

Studiul RP-IPC al ABP sintetizate
Sinteza ABP (cu structura prezentata in Fig.2.5.7) a inclus un studiu al acestui compus
prin cromatografie in faza inversd cu formare de perechi ionice. Acest studiu a constat in analiza

compusului rezultat din reactia BiPy cu cloretilamina (CEA) in diferite conditii de reactie.

7\ —\ i~ _NH,

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



O prima etapa a analizei a constat in urmarirea dependentelor factorilor de retentie ai
amestecului obtinut in functie de concentratia modificatorului organic din faza mobila. S-a
observat faptul cd amestecul contine atat BiPy nereactionata, cat si compusul de sinteza, ABP; in
ceea ce priveste acest compus de sintezad dependenta urmarita indica faptul ca timpii de retentie
si, respectiv, factorii de retentie corespunzatori, cresc odata cu cresterea concentratiei ACN din

faza mobila (Fig.2.5.8).
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Fig2.5.8. Dependentele functionale k’ vs. %ACN obtinute in analiza amestecului BiPy cu CEA prin RP-
IPC

ABP a fost sintetizata cu scopul de a introduce o grupare amino in structura BiPy. Aceasta
grupare a fost utilizata pentru a lega compusul de suprafata electrodului de carbon vitros. Acest
electrod modificat obtinut s-a dovedit a fi un electrod stabil ce poate fi regenerat pentru cel putin
30 de analize succesive)

Concluzii

Compusul sintetizat, N-(2-aminoetil)-4,4’-bipiridina, este un compus cationic care a fost
analizat prin RP-IPC, utilizand hexansulfonatul de sodiu drept agent formator de perechi ionice.

In urma studiului s-a observat faptul ca ABP are o retentie larga si o eficientd scizuta pe
faza stationard C18 utilizata. Pe intervalul studiat de concentratie a modificatorului organic din
faza mobila (55%— 70%) s-a observat o crestere a retentiei compusului odata cu cresterea
concentratiei de acetonitril, o posibild explicatie pentru acest comportament de retentie fiind

faptul ca modificatorul organic utilizat este un solvent slab pentru compusul in cauza.



2.6. Concluzii generale

In cadrul acestei teze au fost studiate comportamentele de retentie ale unor compusi polari
sau cationici prin cromatografie de lichide in faza inversa, prin mecanism cu formare de perechi
ionice (RP-IPC). Aceasta tehnica de analiza este una foarte utilizata in special pentru separarea
amestecurilor de compusi ionici sau disociabili gasiti adesea 1n prezenta unor analifi neutri.
Tehnica se bazeaza pe adaugarea unor agenti formatori de perechi ionice in faza mobila cu scopul
de a creste retentia componentilor ionici ai probei de analizat.

Studiile au cuprins analiza unor compusi puternic polari, ca cei din clasa biguanidinelor,
sau a unora cationici, apartinand clasei oximelor sau lichidelor ionice, urmarindu-se explicarea
comportamentelor de retenfie pe baza unor modele teoretice de retentie RP-IPC propuse si
dezvoltate de-a lungul timpului de cercetitorii in domeniu. in incercarea de a explica modul in
care agentii formatori de perechi ionice influenteaza separarile cromatografice, au fost utilizate
mai multe modele, dintre care cele mai importante sunt cel al partitiei si modelul electrostatic. In
cazul modelului partitiei, faza stationara este privita ca o pelicula de lichid hidrocarbonat peste
suportul de silicagel, mecanismul de retentie constand in partitia moleculelor de analit intre faza
organica (stratul de lichid hidrocarbonat din faza stationard) si faza mobila, partial apoasi; in
acest caz, procesul cromatografic este asemanat cu un proces de partitie lichid-lichid. Modelul
electrostatic de retentie presupune formarea unui potential la suprafata dintre faza mobila si faza
stationara hidrofoba, rezultat din adsorbtia selectivd a ionilor amfifili ai agentului formator de
perechi ionice. Retentia analitilor ionici depinde atat de hidrofobicitatea acestora, cat si de
potentialul electric al suprafetei. Avantajul major al acestei teorii de retentie electrostatica pentru
cromatografia cu formare de perechi ionice il constituie faptul ca se regaseste in chimia fizica si
ofera ecuatii pentru testarea practica si predictia/ estimarea retentiei. Fiecare dintre aceste modele
poate explica comportamentul analitilor de interes in anumite conditii experimentale si este
posibil ca mecanismul de retentie sa fie o combinatie intre aceste propuneri.

Comportamentul de retentie al analitilor ionici sau disociabili in RP-IPC este un proces
complex care depinde de numerosi parametri experimentali cum ar fi concentratia si
hidrofobicitatea agentului formator de pereche ionica, concentratia modificatorului organic din
faza mobild, natura modificatorului organic, taria ionicd, natura fazei stationare, pH-ul
componentei apoase a fazei mobile, temperatura sistemului. In cadrul tezei au fost urmarite
influentele acestor parametri asupra retentiei cromatografice si s-a 1incercat explicarea

comportamentelor de retentie pe baza modelelor teoretice mentionate anterior. Cu toate ca aceste



modele teoretice ne oferd o perspectiva diferitd asupra interactiei dintre analit si faza stationara,
ele pot fi utilizate In mod complementar pentru a explica diferite efecte pe care le pot avea
parametrii experimentali asupra procesului de retentie in RP-IPC. In general, a fost observat
faptul ca efectele naturii agentului formator de perechi ionice si a concentratiei sale in faza
mobild sunt bine explicate prin modelul electrostatic, dependentele prezise de acest model
teoretic fiind utilizate cu succes in analiza compusilor. Cu ajutorul modelului partitiei pot fi
explicate bine efectele concentratiei modificatorului organic si pH-ului componentei apoase,
obtinandu-se corelatii bune pentru dependentele dintre parametrii experimentali si rezultatele
cromatografice obtinute.

In ceea ce priveste oximele studiate prin RP-IPC, acestea au prezentat un comportament
de retentie neobisnuit, puternic influentat de natura fazei stationare utilizate si de pH-ul
componentei apoase a fazei mobile. In acest sens, s-au observat dependente polinomiale, sub
forma de U, ale logaritmilor factorilor de retentie in functie de concentratia modificatorului
organic din faza mobild in cazul in care acestea au fost studiate pe o fazd stationara neinertizata,
Zorbax ODS, la un pH acid al fazei mobile. Acest comportament de retenfie nu a mai fost
observat in cazul utilizarii fazei stationare Eclipse XDB, la un pH acid, dar s-au regasit in cazul
desfasurarii experimentelor la pH neutru al fazei mobile. Comportamentul de retentie neobisnuit
observat in studiile efectuate poate fi explicat dacad se iau in considerare efectele tautomeriei in
care sunt implicati compusii in cauza in functie de pH-ul fazei mobile si in functie de efectele
modificatorului organic, dar si finandu-se cont de modificarile suprafetei fazei stationare aduse de
adsorbtia orientata a agentului formator de perechi ionice; de asemenea, o influentd asupra
retentiel cromatografice o pot avea gruparile silanol reziduale ale fazei stationare, ce pot
interactiona cu analitii de interes.

O alta observatie ce poate fi facuta in urma studiilor intreprinse in cadrul acestei teze este
aceea cd, 1n cazul analitilor care prezintd dependente liniare ale logaritmilor factorilor de retentie
in functie de concentratia modificatorului organic din faza mobild (compusii apartinand clasei
biguanidinelor si oximele studiate pe coloana Eclipse XDB), comportamentul de retentie se poate
explica pe baza modelelor teoretice mentionate; in cazul analifilor pentru care s-au obtinut
dependente sub forma neobisnuitd, de U (oximele si lichidele ionice studiate pe faza stationara

Zorbax ODS), comportamentul de retentie nu s-a incadrat in aceste modele teoretice.
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