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Rezumat

In prezenta lucrare au fost examinaţi unii factori ce 
influenţează asupra selectivităţii metodei HPLC. S- 
au examinat probleme practice de optimizare a rea
lizării de aparat aplicate în analiza cromatografică: 
alegerea dimensiunilor geometrice ale coloanei şi 
particulelor de sorbent, repartizarea optimă a modu
lelor utilajului cromatografic. Au fost studiate efecte
le precoloanelor la eficienţa rezultantă a sistemului 
cromatografic. S-a propus o modalitate de excludere 
a picurilor-artefacte prin selectarea intervalului op
tim de injectare a probelor. In fine, au fost propuse 
unele recomandări practice referitor la toate proble
mele studiate de noi în această lucrare.

Cuvinte cheie: HPLC, optimizarea selectivităţii, op
timizarea parametrilor coloanei, efecte extracoloane, 
efecte precoloane, excluderea artefactelor.

Summary
The series o f the factors which have influence on the 
HPLC method selectivity have been explored in the 
given work. The practical problems on optimisation 
o f apparatus realisation o f chromatographic analysis 
are surveyed: a choice o f geometrical dimensions o f 
the column and sorbent granules, optimal placement 
o f modules o f chromatographic instrumentation. 
The influence o f guard-columns parameters on the 
resulting efficacy o f chromatographic system has 
been investigated. A method o f artefacts exclusion by 
selection o f optimum injection interval was offered. 
Finally, some practical recommendations on all 
investigated problems are offered in present word.

Key words: HPLC, selectivity optimisation, column 
parameters optimisation, extra-column effects, guard- 
column effects, artefacts exclusion.

De obicei, la elaborarea metodelor analitice 
noi, cea mai mare parte de timp şi muncă chel
tuite le cere optimizarea selectivităţii, elementul 
cel mai puţin sigur al întregului proces. De ace
ea, nu-i surprinzător faptul că sarcina dată este 
oglindită într-un număr enorm de publicaţii [1;

2, p.289-303; 4, p.8-12; 6 ş. a.] şi doar în unele 
lucrări este examinată de pe o poziţie sistema
tică. De regulă, cercetătorii practică o abordare 
empirică referitor la unele sarcini analitice con
crete, cauza căreia şi este studiul incomplet şi 
complicat de evaluare concomitentă a multiple
lor mecanisme în cromatografia de lichide. 
Scopul lucrării constă în evidenţierea unor fac
tori principali ce influenţează selectivitatea me
todei şi în baza lor -  a se propune recomandări 
mai mult sau mai puţin sistematice în optimiza
rea ei.
Materiale şi metode

Partea experimentală a fost efectuată pe cro- 
matograful de lichide “Jasco”, seria LC-1500 cu 
detectori UV-VIS şi fluorescent. S-au utilizat co
loane cu faza inversă C-18 (Uptisphere, Zorbax, 
Nucleosil, Hypersil) împachetate cu sorbenţi cu 
particule de diferite dimensiuni (3; 5; 10 pm), cu 
diferite diametre interne (2,1; 3; 4; 4,6 mm) şi 
lungimi ale coloanelor (75 şi 150 mm). Preco- 
loanele au fost umplute cu sorbenţi identici co
loanelor şi cu sorbent pelicular Perisorb RP-18. 
Achiziţia şi prelucrarea datelor s-au efectuat prin 
metode standard şi proprii elaborate de noi. 
Rezultate obţinute şi discuţii
1. Optimizarea realizării de aparat a analizei 
cromatografice

Deseori parametrii utilajului cromatografic 
exercită o influenţă decisivă asupra rezultatelor 
întregului proces de optimizare, însă posibilita
tea cromatografiştilor de a schimba aceşti para
metrii, de regulă, este foarte limitată. De obicei 
volumul dat de lucru constă doar în selectarea di
mensiunilor şi materialului de umplere a coloa
nelor cromatografice. O astfel de abordare este 
oglindită pe larg în literatura de specialitate [2, p. 
240-250; 3; 4, p. 14], astfel că ne vom opri doar 
la sarcinile pe baza cărora ne-am format unele 
păreri proprii.
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1.1. Alegerea diametrului coloanei cromato-
grafice şi particulelor de sorbent.
Teoretic, eficacitatea coloanei la umplerea 

uniformă cu material de împachetare n-ar trebui 
să depindă de diametru şi, întrucât omogenitatea 
umplerii coloanelor înguste este mai uşor de asi
gurat, ele ar trebui să demonstreze rezultate mai 
bune. în practică, la aplicarea utilajului croma- 
tografic standard surparea extracoloană devine 
factor hotărâtor, aportul relativ al căreia la valoa
rea eficienţei sistemului cromatografic creşte în 
întregime cu diminuarea dimensiunilor geome
trice ale coloanei. Drept rezultat, cu trecerea la 
coloane cu diametru mai mic numărul de talere 
teoretice observate se micşorează progresiv. La 
aplicarea detectorilor ultraviolet şi fluorimetric, 
cel mai “critic” nod în sistem îl prezintă, în spe
cial, celula cu flux continuu, pe când surparea 
introdusă se determină nu atât de volum, cât de 
forma ei. Acest lucru este mult mai perceptibil 
la utilizarea detectorului fluorimetric când forma 
paralelipipedului prestabileşte volume “moarte” 
în celulă şi se obţin picuri cu o formă accepta
bilă doar la coloane cu diametru “clasic” (4-4,6 
mm). Celula detectorului ultraviolet cu acelaşi 
volum de lucru (16-20 pl) are o formă mai efi
cientă (cilindrică sau conică) şi în acest caz se 
pot folosi coloane cu diametru 3 mm fără micşo
rarea considerabilă a randamentului, dar scăzând 
de 1,5-2,5 ori debitul fazei mobile. De aceea, noi 
recomandăm să se aplice în analiza farmacocine- 
tică coloanele cu diametrul dat (3 mm) în calitate 
de “cai muncitori” pentru soluţionarea sarcinilor 
majoritare. Aplicarea semimicrocuvei cu volum 
8 pl ne-a dat posibilitatea să separăm substanţele 
analizate pe coloanele cu diametru 2,1 mm. în ca
zul dat eficienţa lor este mai joasă, dar suficientă 
pentru soluţionarea unor sarcini necomplicate; în 
schimb, debitul fazei mobile se micşorează încă 
de două ori.

Pe când la ieşirea din coloană lăţimea zonei 
de componenţi creşte cu majorarea timpului de 
retenţie, aportul relativ al surpării extracoloane 
se diminuează în aceeaşi direcţie. Am încercat să 
evaluăm cantitativ această relaţie pentru coloa
nele cu diferite diametre şi diverse particule de 
sorbenţi.

Din graficul prezentat în Fig. 1 se vede că nu
mărul de talere teoretice sunt în funcţie liniară 
de logaritmul factorului de capacitate necorectat

Fig. 1. Numărul de talere teoretice în funcţie de 
factorul de capacitate pe diferite coloane pentru 
patru substanţe farmaceutice.

(în tocmai necorectat, deoarece forţele de difuzie 
acţionează asupra sorbatului în tot timpul cât el 
se află în sistemul cromatografic, chiar şi în caz 
când nu interacţionează cu faza staţionară). De 
fapt, pentru unele substanţe care chiar diferă pu
ternic după parametrii de retenţie, aceste funcţii 
sunt apropiate, numai dacă substanţele date nu 
relevă o interacţiune puternică cu grupele silano- 
lice ale sorbentului. Faptul dat dă posibilitatea să 
se calculeze uşor timpul de retenţie necesar pen
tru realizarea numărului de talere teoretice dorit.

Numărul de talere teoretice pentru valori egale 
ale factorului de capacitate creşte odată cu mări
rea diametrului şi lungimea coloanei şi cu micşo
rarea dimensiunilor particulelor de sorbent, ceea 
ce uşor de prezis sub aspect teoretic. Cel mai 
interesant lucru observat e că odată cu cu mic
şorarea diametrului particulelor creşte nu numai 
valoarea absolută a eficienţii, dar şi dependenţa 
ei de factorul de capacitate (unghiul de înclinare 
a dreptelor pe grafic), ce dă sorbentului cu par
ticule mici un avantaj profitabil în posibilitatea 
dirijării mai flexibile a selectivităţii, schimbând 
doar concentraţia substituitorului în compoziţia 
fazei mobile. Efect analogic obţinem alegând 
lungimea coloanei pentru sorbenţi cu granulaţie 
mare, procedură cu mult mai costisitore şi impo
sibil de realizat întotdeauna.

Dacă analizăm eficacitatea coloanei în funcţie 
de viteza liniară a eluentului (Fig.2), de aseme
nea se vede prioritatea sorbenţilor cu particule 
mici (3 pin), pe când pentru sorbenţii cu particule 
cu diametrul 5, cu atât mai mult 10 pm, valorile 
optime ale vitezei sunt foarte mici şi inacceptabi
le în practică.
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Uptisphere, 5pm Nucleosil, 10pm
........K'=0.75 ........K-0.76
-------K'=1.0 ........K'=1.0
-------^=1.7 -------K -2.5

Fig. 2. Eficienţa coloanelor cu lungimi egale (150 mm), dar cu diametrul particulelor de sorbenţi diferit 
în funcţie de viteza liniară a eluentului (acetonitril -  tampon fosfat, pH-ul 2,3) la diverse valori ale 
factorului de capacitate. Compuşii determinaţi -  fenobarbital, fenacetină, carbamazepină.

1.2. Influenţa volumelor extracoloane la 
surparea picurilor. Optimizarea repartizării 
modulelor utilajului cromatografic.

în orice manual de cromatografie se menţio
nează în mod special necesitatea minimizării vo
lumelor extracoloane [2, p.252; 4, p . l l ;  5, p.8], 
totodată despre volumul dat se vorbeşte ca despre 
un tot întreg, fără a se lua în seamă că el constă din 
două părţi: volumul precoloană (injector, filtru şi 
capilare de alimentare) şi volumul postcoloană 
(capilare de evacuare şi celula detectorului). Din 
punct de vedere teoretic, n-are importanţă cum 
va fi repartizat între ele volumul extracoloană to

tal. însă, practic faptul dat este just doar cu con
diţia că proba este dizolvată în faza mobilă sau 
în solvent cu capacitate de eluare echivalentă. La 
utilizarea solvenţilor cu capacitatea de eluare mai 
mică are loc contractarea zonei de componenţi în 
stratul iniţial al sorbentului, fapt ce compensea
ză efectiv influenţa volumului precoloană, chiar 
destul de suficient, ce permite de asemenea in
jectarea volumelor mari de probă cu scopul de a 
majora sensibilitatea analizei. în ce priveşte vo
lumul postcoloană, este imposibil de compensat 
aportul lui la surparea zonelor cromatografice. 
Din cele expuse deja se poate de tras o concluie

Tabelul 1
Eficacitatea sistemei cromatografice (N) şi factorul de capacitate (K) în funcţie de valorile volumelor 

extracoloane la injectarea diferitor volume de soluţii apoase ale unor substanţe medicamentoase

Substanţa
determinată

Conc. 
acetoni- 

trilului în 
F. M., %

Volumul 
probei, /d

Volume extracoloane adăugătoare
Fără volume 
adăugătoare

140 pl
până la coloană

140 pl
după coloană

K’ N, t .t . K’ N, t .t . K’ N, t .t .

5 2,05 2833 2,35 820 2,30 703
Diazepam 55 20 2,11 2914 2,44 1778 2,35 727

100 2,32 3424 2,70 3142 2,58 868
5 2,03 1728 2,36 630 2,30 639

Cafeină 14 20 2,18 2068 2,43 1053 2,36 663
100 2,35 2387 2,66 2484 2,59 756
5 1,81 1505 2,04 382 2,37 760

Pirazinamidă 3 20 2,28 2305 2,52 967 2,61 858
100 2,42 2301 2,72 1590 2,66 844
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destul de importantă pentru aplicarea în practică; 
la repartizarea modulelor utilajului cromatogra- 
fic în primul rând trebuie să se micşoreze distanţa 
dintre ieşirea din coloană şi detector.

Drept confirmare, prezentăm rezultatele stu
diului experimental al influenţei diferitor părţi 
de volume extracoloane la eficacitatea sistemului 
cromatografic în întregime (tabelul 1). Sistemul 
cromatografic a inclus o coloană Zorbax SB C- 
18 cu dimensiunile 2,lxl50m m , injector cu bu
clă şi detectorul UV cu semimicrocuvă (volumul 
8 pl), fiind conectate cu capilare de lungimi mini
me. Mărirea volumului extracoloană s-a realizat 
punând în circuit un capilar adăugător cu volu
mul de 140 pl până sau după coloană.

Din tabel se vede că compensarea influenţei 
volumului precoloană adăugătoare poate avea loc 
la injectarea volumelor mari de probă (de exem
plu, 100 pl) cu condiţia unei suficiente diferenţe 
a capacităţii de eluare a probei şi fazei mobile.

în practică se poate recomanda injectarea vo
lumelor comensurabile cu volumul precoloană 
presupus, pentru probă utilizând solvent cu con

centraţia acetonitrilului (sau unui alt modificator) 
cu 10-20% mai mic decât în faza mobilă.’ în caz 
că diferenţă este cu mult mai mare, apare pericol 
de delict al solubilităţii componenţilor analitici 
în probă.

1.3. Efectele precoloanei. Recomandări la 
alegerea construcţiei şi materialului de um
plere.

în unele surse despre utilizarea cromatografiei 
lichide [2, p.245-250; 7; 8] se emite părerea, că 
precoloanele protejează coloanele de impurifi- 
carea ireversibilă cu componenţi reţinuţi foarte 
puternic, dar nu se spune nimic despre rolul lor 
la separare. în altă sursă [5, p.37] se afirmă că 
ele prelungesc durata de viaţă a coloanei anali
tice şi pot participa la procesul de separare, de 
aceea sunt împlute la fel de calitativ şi cu acelaşi 
sorbent.

Practica arată, în primul rând, că eventualele 
cazuri când precoloană nu participă la separare 
sunt mai curând excepţii. Astfel de exemplu ofe
ră precoloanele împlute (de obicei manual) cu

Tabelul 2
Influenţa precoloanei la eficienţa sistemului cromatografic

Nr.
exp.

Coloana, 
faza mobilă

Precoloană Componentul
determinat

Parametrii picului

K ’ N As

1

Hypersil BDS C-18, 
3 pm, 4x75 mm; 
25% acetonitril în 
tampon fosfat,
1,5 ml/min

lipseşte
p-nitroanilină 3,10 3059 1,09
m-nitroanilină 4,10 3622 1,00
o-nitroanilină 5,42 4015 0,98

ODS-1,
3 pm, 4x10 
mm (cartuş)

p-nitroanilină 3,97 3791 1,07
m-nitroanilină 5,20 4468 1,09
o-nitroanilină 6,87 4974 1,05

2

Zorbaz SB C-18,
5 pm, 2,1x150 mm; 
35% acetonitril în 
tampon fosfat,
0,5 ml/min

Lipseşte
Chetizal 1,63 2436 1,22
Carbamazepină 2,23 2978 1,18

ODS-1, 
10 pm, 
2x10 mm

Chetizal 1,79 2107 1,45

Carbamazepină 2,46 2416 1,54

3

Uptisphere 5 ODB, 
5 pm, 3x150 mm; 
35% acetonitril în 
tampon fosfat,
0,5 ml/min

lipseşte
Fenobarbital 4,65 5131 1,19
Carbamazepină 8,01 7430 1,08

ODS-1, 
10 pm, 
2x10 mm

Fenobarbital 4,74 5109 1,06

Carbamazepină 8,26 7203 1,04

Notă: K ’ -  factorul de capacitate, N -  numărul de talere teoretice, As -  factorul de asimetrie, calculat la 
nivelul 0,05 a înălţimii picului.
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sorbenţi peliculari. într-adevăr, practic ei nu in
fluenţează la selectivitate, dar şi protejează rău 
coloana, fiindcă capacitatea de sorbţie a sorbenţi- 
lor peliculari este destul de mică.

în al doilea rând, la utilizarea sorbentului pre- 
coloanei analogic sorbentului coloanei şi de ace
eaşi calitate de umplere numărul de talere teo
retice chiar poate să sporească datorită creşterii 
lungimii efective a coloanei.

Rezultatele studiului influenţei precoloanei la 
eficienţa sistemului cromatografic sunt prezenta
te prin câteva exemple în tabelul 2.

Primul exemplu reprezintă un caz reuşit de 
selectare a precoloanei, în rezultatul căreia s-a 
obţinut o creştere moderată a eficienţei datorită 
măririi lungimii eficace a coloanei aproximativ 
cu 13%. în al doilea caz utilizarea precoloanei cu 
sorbenţi cu particule mai mari a micşorat esenţial 
eficienţa şi a înrăutăţit asimetria picurilor. în al 
treilea experiment aceeaşi precoloană s-a utilizat 
cu coloană având diametru mai mare. Aportul re
lativ al precoloanei în surparea totală s-a micşo
rat şi practic nu s-a schimbat eficienţa sistemului, 
dar din cauza căderii de presiune pe precoloană 
viteza maximă de lucru a eluării se micşorează 
de 1,5-2 ori.

Reieşind din aceste date şi din practica expe
rimentală, putem propune unele recomandări în 
alegerea precoloanelor, şi anume:
• Este de preferinţă a utiliza precoloane de tip 

cartuş, conectate direct cu coloana analitică, 
iar la utilizarea coloanelor de formă clasică să 
se aplice precoloane cu fiting de ieşire, com- 
plimentar fitingului de intrare al coloanei. în 
acest caz volumul extracoloană va fi mini
mal.

• Este necesar să se tindă spre umplerea coloa
nei şi precoloanei cu material identic. Dacă nu 
e posibil, se acceptă folosirea în precoloană 
a sorbentului care dă o reţinere mai slabă a 
analiţilor comparativ cu sorbentul coloanei; 
în caz contrar, poate provoca o scăderea a efi
cienţei. De exemplu, cu coloana Zorbax SB 
C-18 poate fi utilizată precoloană umplută cu 
Zorbax RX C-18; în alte cazuri cu coloanele 
umplute cu o oarecare fază C-18 pot funcţiona 
cu succes şi precoloanele cu fază C-8.

• Materialele de umplere a coloanei şi precoloa
nei trebuie să aibă particule de mărimi egale 
(excepţie -  sorbenţii peliculari).Unele firme 
producătoare nu respectă condiţia dată, pro
punând precoloane cu sorbenţi de dimensiuni

mai mari, fapt care duce la pierderea eficien
ţei, în deosebi la eluţii cu viteze înalte. Um
plerea precoloanei cu particule de dimensiuni 
mai mici nu influenţează eficienţa, dar poate 
majora căderea presiunii până la o analiză ce 
este imposibilă la viteza de' eluare anumită.

• Este necesar să corespundă diametrele inter
ne ale coloanei şi precoloanei. Precoloană cu 
diametrul intern mai mare duce la pierderea 
eficienţei, iar mai mic -  la creşterea presiunii 
la intrare.

• în dependenţă de posibilităţi, se recomandă 
utilizarea precoloanei scurte. Majoritatea pre
coloanelor produse de tip cartuş au lungimea 
10-12 mm, care este suficientă. Utilizarea 
precoloanelor mai lungi n-are sens, deoarece 
poluatorii adsorbiţi ireversibil se concentrează 
în stratul iniţial al sorbentului şi impurificarea 
lui la o adâncime de 1-2 mm scade eficacitatea 
într-atât, încât trebuie schimbată precoloană.

• Pentru obţinerea rezultatelor satisfăcătoare, 
precoloanele, analogic coloanelor, trebuiesc 
umplute prin metoda de suspensie. Uneori pro
ducătorii încalcă cerinţă dată. Pe lângă aceas
ta, spre deosebire de coloane precoloanele, nu 
trec testarea totală şi în serii pot nimeri unele 
exemplare umplute necalitativ. De aceea, re
comandăm testarea fiecărei precoloane înainte 
de utilizare, fiind înregistrate cromatogramele 
soluţiilor pure cu precoloană instalată şi fără 
ea, după care să se compare eficacitatea con
form numărului de talere teoretice obţinute.

2. Problema excluderii artefactelor. Alegerea 
intervalului optim de injectare a probelor
în variantele metodei E1PLC, cu excepţia cro- 

matografiei de excludere, există problema că 
timpul eluării tuturor componenţilor la analiza 
probelor cu compoziţie necunoscută în regim 
izocratic rămâne de asemenea necunoscut. Refe
ritor la analiza farmacocinetică, aceasta înseam
nă că după eluarea tuturor componenţilor ana
litici în coloană mai rămâne un număr oarecare 
de componenţi ai matricei. în timpul analizei ei 
eluează probele ulterioare, formând aşa numitele 
artefacte -  picuri cromatografice, ce nu aparţin 
componenţilor din proba dată, pe când timpul 
lor de retenţie aparent (relativ momentului de in
jectare a probei curente) depinde de intervalele 
de timp dintre injectarea probei curente şi acelor 
probe, cărora de fapt le şi aparţin aceste picuri. 
De asemenea, ei depind în mare măsură şi de sta

7



Revista Farmaceutică a Moldovei , Nr. 1-4, 2006

bilitatea parametrilor sistemului cromatografic, 
în pofida faptului că problema dată are un carac
ter general, ea este insuficient studiată, precum 
reiese din publicaţiile accesibile. Particularitatea 
ei tipică constă în faptul că ea se accentuează la 
sorbenţi mai calitativi ce asigură o creştere mai 
mică a lăţimii picurilor în comparaţie cu creşte
rea timpului de retenţie.

Regenerarea coloanei cromatografice după 
fiecare probă analizată este soluţia cea mai 
radicală, dar nicidecum nu-i şi cea mai bună, 
fiindcă cheltuielile de timp şi materiale pentru 
regenerarea şi echilibrarea ulterioară pot depăşi 
de câteva ori cheltuielile necesare efectuării a 
însăşi analizei. La eluarea în gradient, de regulă 
artefactele nu apar, dar cheltuielile de timp şi 
materiale sunt de asemenea majorate. în cazurile 
când componenţii interferenţi se eluează cu 
timpi de retenţie mari, regenerarea periodică 
a coloanei este posibilă după câteva injectări, 
fapt care desigur nu este caracteristic la analiza 
materialului biologic. Procedura cea mai simplă 
şi des aplicată la excluderea artefactelor constă 
în mărirea intervalului de injectare a probelor. 
Astfel, probabilitatea apariţiei picurilor-artefacte 
scade, iar înseşi aceste picuri devin mai largi,

adică corespunzător se micşorează înălţimea lor. 
Cu mărirea intervalului de injectare creşte atât 
eficienţa procedurii date, cât şi costul analizei, 
de aceea întotdeauna trebuie găsit un compromis 
rezonabil.

Noi propunem o altă soluţie a problemei date. 
Dacă componenţa calitativă a probelor analizate 
se reproduce iar parametrii sistemului cromato- 
grafic sunt destul de stabili, atunci artefactele la 
intervale constante de injectare a probelor vor 
apărea pe cromatograme cu timpi de retenţie apa
rent egali. în fond, sarcina de optimizare constă 
în alegerea intervalului de injectare cât mai mic 
posibil în care nici un pic analitic să nu se supra
pună cu picurile-artefacte. în mod practic pro
cedura dată se realizează în felul următor: după 
echilibrarea minuţioasă a coloanei cu faza mobi
lă se înregistrează cromatograma unei probe ce 
conţine vădit în matricea respectivă toţi compo
nenţii analitici. Timpul de înregistrare se ia unul 
destul de mare pentru eluarea în măsura posibili
tăţii a tuturor componenţilor, care ar putea împie
dica prelucrarea datelor pentru cromatogramele 
probelor ulterioare. Selectarea intervalului optim 
de injectare a probelor se efectuează fiind “tăia- - 
tă” cromatograma obţinută în sectoare cu lungimi

T, min

Fig. 3. Dozarea homocisteinei în plasma sanguină: a -  cromatograma completă (timpul analizei 36 
min); b -  cromatograma după “tăiere” şi suprapunerea fragmentelor (intervalul de injectare a probelor 
10,7 min); c -  aceeaşi cromatogramă, intervalul de injectare 5,4 min. Săgeţile indică poziţia picului 
analitic -  derivata homocisteinei obţinută cu l-fluor-2,4-dinitrobenzen.
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egale. Aceste sectoare se suprapun pe un singur 
grafic, cum este prezintat în fig. 3. Cu regret, un 
astfel de algoritm simplu şi util nu este inclus în 
soft-urile comerciale de prelucrare a informaţiei 
cromatografice.

Procedura dată noi am aplicat-o la dozarea 
glibenclamidei şi izoturonului în plasma sangui
nă, precum şi a metaboliţilor naturali -  homo- 
cisteinei pentru diagnosticul ictusului ischemic, 
fenilalaninei şi tirozinei pentru screening-ul fe- 
nilcetonuriei.

Concluzii.
S-au examinat probleme practice de optimizare 

a realizării de aparat în analiza cromatografică:
• S-a demonstrat avantajul sorbenţilor cu 

diametrul mic al particulelor (3 pm);
• La utilajul cromatografic standard putem 

recomanda utilizarea coloanelor cu diametru 
3 mm pentru majoritatea sarcinilor practice 
şi cu diametrul 4-4,6 mm -  când apare 
necesitatea de o selectivitate maximă;

• S-a demonstrat posibilitatea compensării 
volumului precoloană prin micşorarea 
concentraţiei modificatorului organic în 
proba de injectat;

• Au fost propuse recomandări referitor la 
selectarea tipului precoloanei;

• S-a propus o metodă de excludere a picurilor- 
artefacte prin selectarea intervalului optim de 
injectare a probelor.
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UTILIZAREA METODELOR MODEL LA OPTIMIZAREA 
SELECTIVITĂŢII ÎN HPLC
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Rezumat
In lucrarea dată s-au examinat unele probleme de 

optimizare a compoziţiei fazei mobile, în particular a 
concentraţiei substituitorului ca unul din factorii de 
dirijare a selectivităţii în cromatografia lichidă, utili
zând metodele model matematice.

S-a demonstrat o relaţie lineară în coordonatele 
logaritmice dintre concentraţia substituitorului şi pa
rametrii modelelor algebrice ale picurilor cromato
grafice, ce permite de a calcula concentraţia optimă 
a substituitorului din volumul minim al datelor ex
perimentale. S-a efectuat examinarea comparativă a 
unor solvenţi organici în calitatea lor de substituito- 
ri, care sunt mai des utilizaţi în cromatografia lichidă 
cu faza inversă.

S-a propus utilizarea produsului coeficienţilor

suprapunerii parţiale a tuturor picurilor analitice 
ca măsură a aprecierii calităţii cromatogramelor. 
Această măsură oglindeşte mai adecvat eroarea ana
lizei cantitative a cromatogramelor.

S-a studiat dependenţa retenţiei cromatografice a 
substanţelor ionogene de pH-ul fazei mobile în cro
matografia cu faza inversă. S-a propus un model ma
tematic simplu, aplicabil pentru optimizarea pH-ului 
fazei mobile în analiza compuşilor cu număr arbitrar 
de grupe ionizabile.

Cuvinte cheie: HPLC, optimizarea selectivităţii, 
metode model matematice.

Summary
In this work are surveyed some problems o f 

optimisation o f mobile phase composition, in
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