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Rezumat

In prezenta lucrare aufost examinati uniifactori ce
influenteaza asupra selectivitatii metodei HPLC. S-
au examinat probleme practice de optimizare a rea-
liz&rii de aparat aplicate in analiza cromatografica:
alegerea dimensiunilor geometrice ale coloanei si
particulelor de sorbent, repartizarea optima a modu-
lelor utilajului cromatografic. Aufost studiate efecte-
le precoloanelor la eficienta rezultanta a sistemului
cromatografic. S-apropus o modalitate de excludere
a picurilor-artefacte prin selectarea intervalului op-
tim de injectare a probelor. Infine, aufost propuse
unele recomandaripractice referitor la toate proble-
mele studiate de noi in aceasta lucrare.

Cuvinte cheie: HPLC, optimizarea selectivitatii, op-
timizareaparametrilor coloanei, efecte extracoloane,
efecte precoloane, excluderea artefactelor.

Summary

The series of thefactors which have influence on the
HPLC method selectivity have been explored in the
given work. The practical problems on optimisation
ofapparatus realisation ofchromatographic analysis
are surveyed: a choice ofgeometrical dimensions of
the column and sorbent granules, optimal placement
of modules of chromatographic instrumentation.
The influence of guard-columns parameters on the
resulting efficacy of chromatographic system has
been investigated. A method of artefacts exclusion by
selection of optimum injection interval was offered.
Finally, some practical recommendations on all
investigatedproblems are offered inpresent 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 si munca chel-
tuite le cere optimizarea selectivitatii, elementul
cel mai putin sigur al intregului proces. De ace-
ea, nu-i surprinzator faptul ca sarcina data este
oglinditd Tntr-un numar enorm de publicatii [1;

2, p.289-303; 4, p.8-12; 6 . a.] si doar in unele
lucrari este examinatd de pe o pozitie sistema-
tica. De requld, cercetatorii practicd o abordare
empirica referitor la unele sarcini analitice con-
crete, cauza careia si este studiul incomplet si
complicat de evaluare concomitentd a multiple-
lor mecanisme in cromatografia de lichide.
Scopul lucrarii consta in evidentierea unor fac-
tori principali ce influenteazd selectivitatea me-
todei si in baza lor - a se propune recomandari
mai mult sau mai putin sistematice in optimiza-
rea ei.
Materiale si metode

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

Deseori parametrii utilajului cromatografic
exercitd o influentd decisiva asupra rezultatelor
intregului proces de optimizare, Tnsa posibilita-
tea cromatografistilor de a schimba acesti para-
metrii, de reguld, este foarte limitatd. De obicei
volumul dat de lucru consta doar n selectarea di-
mensiunilor si materialului de umplere a coloa-
nelor cromatografice. O astfel de abordare este
oglinditd pe larg in literatura de specialitate [2, p.
240-250; 3; 4, p. 14], astfel ca ne vom opri doar
la sarcinile pe baza cdrora ne-am format unele
pareri proprii.
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1.1. Alegerea diametrului coloanei cromato-
grafice si particulelor de sorbent.

Teoretic, eficacitatea coloanei la umplerea
uniforma cu material de Tmpachetare n-ar trebui
sd depinda de diametru si, intrucat omogenitatea
umplerii coloanelor inguste este mai usor de asi-
gurat, ele ar trebui sa demonstreze rezultate mai
bune. Tn practicd, la aplicarea utilajului croma-
tografic standard surparea extracoloana devine
factor hotdrator, aportul relativ al céreia la valoa-
rea eficientei sistemului cromatografic creste in
intregime cu diminuarea dimensiunilor geome-
trice ale coloanei. Drept rezultat, cu trecerea la
coloane cu diametru mai mic numdrul de talere
teoretice observate se micsoreaza progresiv. La
aplicarea detectorilor ultraviolet si fluorimetric,
cel mai “critic” nod in sistem 1l prezintd, in spe-
cial, celula cu flux continuu, pe cand surparea
introdusa se determina nu atat de volum, céat de
forma ei. Acest lucru este mult mai perceptibil
la utilizarea detectorului fluorimetric cand forma
paralelipipedului prestabileste volume “moarte”
n celuld si se obtin picuri cu o forma accepta-
bild doar la coloane cu diametru “clasic” (4-4,6
mm). Celula detectorului ultraviolet cu acelasi
volum de lucru (16-20 pl) are o forma mai efi-
cientd (cilindricd sau conica) si in acest caz se
pot folosi coloane cu diametru 3 mm fara micso-
rarea considerabild a randamentului, dar scazand
de 1,5-2,5 ori debitul fazei mobile. De aceea, noi
recomandam sa se aplice in analiza farmacocine-
ticd coloanele cu diametrul dat (3 mm) in calitate
de “cai muncitori” pentru solutionarea sarcinilor
majoritare. Aplicarea semimicrocuvei cu volum
8 pl ne-a dat posibilitatea sa separam substantele
analizate pe coloanele cu diametru 2,1 mm. n ca-
zul dat eficienta lor este mai joasa, dar suficientd
pentru solutionarea unor sarcini necomplicate; in
schimb, debitul fazei mobile se micsoreaza inca
de doua ori.

Pe cand la iesirea din coloana latimea zonei
de componenti creste cu majorarea timpului de
retentie, aportul relativ al surparii extracoloane
se diminueaza in aceeasi directie. Am Tncercat sa
evaluam cantitativ aceasta relatie pentru coloa-
nele cu diferite diametre si diverse particule de
sorbenti.

Din graficul prezentat in Fig. 1se vede ca nu-
marul de talere teoretice sunt in functie liniara
de logaritmul factorului de capacitate necorectat

Fig. 1. Numarul de talere teoretice infunctie de
factorul de capacitate pe diferite coloane pentru
patru substantefarmaceutice.

(Tn tocmai necorectat, deoarece fortele de difuzie
actioneaza asupra sorbatului Tn tot timpul cét el
se afla in sistemul cromatografic, chiar si in caz
cand nu interactioneaza cu faza stationard). De
fapt, pentru unele substante care chiar difera pu-
ternic dupa parametrii de retentie, aceste functii
sunt apropiate, numai dacd substantele date nu
releva o interactiune puternica cu grupele silano-
lice ale sorbentului. Faptul dat da posibilitatea s&
se calculeze usor timpul de retentie necesar pen-
tru realizarea numarului de talere teoretice dorit.

Numadrul de talere teoretice pentru valori egale
ale factorului de capacitate creste odatd cu mari-
rea diametrului si lungimea coloanei si cu micso-
rarea dimensiunilor particulelor de sorbent, ceea
ce usor de prezis sub aspect teoretic. Cel mai
interesant lucru observat e c& odatd cu cu mic-
sorarea diametrului particulelor creste nu numai
valoarea absolutd a eficientii, dar si dependenta
ei de factorul de capacitate (unghiul de inclinare
a dreptelor pe grafic), ce da sorbentului cu par-
ticule mici un avantaj profitabil in posibilitatea
dirijarii mai flexibile a selectivitatii, schimband
doar concentratia substituitorului in compozitia
fazei mobile. Efect analogic obtinem alegand
lungimea coloanei pentru sorbenti cu granulatie
mare, procedurd cu mult mai costisitore si impo-
sibil de realizat ntotdeauna.

Dacé analizam eficacitatea coloanei Tn functie
de viteza liniara a eluentului (Fig.2), de aseme-
nea se vede prioritatea sorbentilor cu particule
mici (3 pin), pe cand pentru sorbentii cu particule
cu diametrul 5, cu atdt mai mult 10 pm, valorile
optime ale vitezei sunt foarte mici si inacceptabi-
le in practica.
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Uptisphere, 5pm Nucleosil, 10pm

........ K'=0.75 v K-0.76
------- K'=1.0 corK'=1.0
------- n=1.7 K -2.5

Fig. 2. Eficienta coloanelor cu lungimi egale (150 mm), dar cu diametrulparticulelor de sorbenti diferit
infunctie de viteza liniara a eluentului (acetonitril - tamponfosfat, pH-ul 2,3) la diverse valori ale
factorului de capacitate. Compusii determinati - fenobarbital,fenacetinad, carbamazepina.

1.2.
surparea picurilor. Optimizarea repartizarii
modulelor utilajului cromatografic.

n orice manual de cromatografie se mentio-
neaza in mod special necesitatea minimizarii vo-
lumelor extracoloane [2, p.252; 4, p.ll; 5, p.8],
totodata despre volumul dat se vorbeste ca despre
un totintreg, fard a se luain seama ca el consta din
doua parti: volumul precoloana (injector, filtru si
capilare de alimentare) si volumul postcoloana
(capilare de evacuare si celula detectorului). Din
punct de vedere teoretic, n-are importantd cum
va fi repartizat intre ele volumul extracoloana to-

Influenta volumelor extracoloane latal. insd, practic faptul dat este just doar cu con-

ditia ca proba este dizolvatd Tn faza mobila sau
in solvent cu capacitate de eluare echivalenta. La
utilizarea solventilor cu capacitatea de eluare mai
mica are loc contractarea zonei de componenti Tn
stratul initial al sorbentului, fapt ce compensea-
za efectiv influenta volumului precoloand, chiar
destul de suficient, ce permite de asemenea in-
jectarea volumelor mari de proba cu scopul de a
majora sensibilitatea analizei. Tn ce priveste vo-
lumul postcoloand, 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) sifactorul de capacitate (K) infunctie de valorile volumelor
extracoloane la injectarea diferitor volume de solutii apoase ale unor substante medicamentoase

Volume extracoloane adaugatoare

Substanta ag;gﬁi- Volumul Fara volume 140pl 140 pl

determinatd  triluluiin probei, /d  addugatoare  pénalacoloand  dupa coloana
F. M. % K' Neoo K Neo K N

5 2,05 2833 235 820 2,30 703

Diazepam 55 20 211 2914 244 1778 2,35 727

100 232 3424 2,70 3142 2,58 868

5 2,03 1728 2,36 630 2,30 639

Cafeina 14 20 218 2068 243 1053 2,36 663

100 235 2387 2,66 2484 259 756

5 1,81 1505 2,04 382 2,37 760

Pirazinamida 3 20 228 2305 2,52 967 2,61 858

100 242 2301 272 1590 2,66 844
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destul de importantd pentru aplicarea in practica,;
la repartizarea modulelor utilajului cromatogra-
fic in primul rand trebuie sa se micsoreze distanta
dintre iesirea din coloana si detector.

Drept confirmare, prezentdm rezultatele stu-
diului experimental al influentei diferitor parti
de volume extracoloane la eficacitatea sistemului
cromatografic in intregime (tabelul 1). Sistemul
cromatografic a inclus o coloana Zorbax SB C-
18 cu dimensiunile 2,IxI50mm, injector cu bu-
cla si detectorul UV cu semimicrocuva (volumul
8 pl), fiind conectate cu capilare de lungimi mini-
me. Marirea volumului extracoloana s-a realizat
punand Tn circuit un capilar adaugator cu volu-
mul de 140 pl pand sau dupa coloana.

Din tabel se vede ca compensarea influentei
volumului precoloana addugatoare poate avea loc
la injectarea volumelor mari de proba (de exem-
plu, 100 pl) cu conditia unei suficiente diferente
a capacitatii de eluare a probei si fazei mobile.

Tn practica se poate recomanda injectarea vo-
lumelor comensurabile cu volumul precoloana
presupus, pentru proba utilizdnd solvent cu con-

centratia acetonitrilului (sau unui alt modificator)
cu 10-20% mai mic decét in faza mobilad.’in caz
ca diferentd este cu mult mai mare, apare pericol
de delict al solubilitatii componentilor analitici

in proba.

1.3.
alegerea constructiei si materialului de um-
plere.

Tn unele surse despre utilizarea cromatografiei
lichide [2, p.245-250; 7; 8] se emite parerea, ca
precoloanele protejeazd coloanele de impurifi-
carea ireversibila cu componenti retinuti foarte
puternic, dar nu se spune nimic despre rolul lor
la separare. Tn alta sursa [5, p.37] se afirma ca
ele prelungesc durata de viata a coloanei anali-
tice si pot participa la procesul de separare, de
aceea sunt implute la fel de calitativ si cu acelasi
sorbent.

Practica arata, in primul rand, ca eventualele
cazuri cand precoloanad nu participa la separare
sunt mai curand exceptii. Astfel de exemplu ofe-
ra precoloanele implute (de obicei manual) cu

Tabelul 2
Influenta precoloanei la eficienta sistemului cromatografic
Nr. Coloana, Precoloana Componentul Parametriipicului
exp. faza mobila determinat

K’ N As

p-nitroanilind 3,10 3059 1,09

Hypersil BDS C-18, lipseste m-nitroanilind 4,10 3622 1,00

3 pm, 4x75 mm,; . R
' ! o-nitroanilina 42 401

1 25% acetonitril Tn o 015 098

tampon fosfat, ODS-1, p-nitroanilina 397 3791 1,07

1,5 ml/min 3 pm, 4x10 m-nitroanilina 5,20 4468 1,09

mm (Cartus) o _nitroaniling 6,87 4974 1,05

Zorbaz SB C-18, Lipseste Chetizal 163 2436 1,22

5 pm, 2,1x150 mm; Carbamazepina 2,23 2978 1,18

2 35% acetonitrilin  ops.1, Chetizal 179 2107 145
tampon fosfat, 10 pm,

0,5 ml/min 2%10 mm Carbamazepina 2,46 2416 1,54

Uptlsphere 5 ODB’ ||pse§te FenObarbltaI 4,65 5131 1,19

5 pm, 3x150 mm,; Carbamazepina 8,01 7430 1,08

3 35%acetonitrilin - gpg.g Fenobarbital 474 5100 1,06
tampon fosfat, 10 pm

0,5 ml/min %10 r;1m Carbamazepina 826 7203 1,04

Notd: K’ - factorul de capacitate, N - numarul de talere teoretice, As - factorul de asimetrie, calculat la

nivelul 0,05 a indltimii picului.

Efectele precoloanei. Recomandari la



sorbenti peliculari. Tntr-adevar, practic ei nu in-

fluenteaza la selectivitate, dar si protejeaza rau

coloana, fiindca capacitatea de sorbtie a sorbenti-
lor peliculari este destul de mica.

n al doilea rénd, la utilizarea sorbentului pre-
coloanei analogic sorbentului coloanei si de ace-
easi calitate de umplere numarul de talere teo-
retice chiar poate sa sporeasca datoritd cresterii
lungimii efective a coloanei.

Rezultatele studiului influentei precoloanei la
eficienta sistemului cromatografic sunt prezenta-
te prin cdteva exemple Tn tabelul 2.

Primul exemplu reprezintd un caz reusit de
selectare a precoloanei, Tn rezultatul careia s-a
obtinut o crestere moderatd a eficientei datorita
maririi lungimii eficace a coloanei aproximativ
cu 13%. in al doilea caz utilizarea precoloanei cu
sorbenti cu particule mai mari a micsorat esential
eficienta si a Tnrautatit asimetria picurilor. in al
treilea experiment aceeasi precoloana s-a utilizat
cu coloand avand diametru mai mare. Aportul re-
lativ al precoloanei Tn surparea totald s-a micso-
rat si practic nu s-a schimbat eficienta sistemului,
dar din cauza caderii de presiune pe precoloana
viteza maxima de lucru a eludrii se micsoreaza
de 1,5-2 ori.

Reiesind din aceste date si din practica expe-
rimentald, putem propune unele recomandari in
alegerea precoloanelor, si anume:

» Este de preferintd a utiliza precoloane de tip
cartus, conectate direct cu coloana analitica,
iar la utilizarea coloanelor de forma clasica sa
se aplice precoloane cu fiting de iesire, com-
plimentar fitingului de intrare al coloanei. in
acest caz volumul extracoloana va fi mini-
mal.

» Este necesar sa se tinda spre umplerea coloa-
nei si precoloanei cu material identic. Dacd nu
e posibil, se accepta folosirea in precoloana
a sorbentului care da o retinere mai slaba a
analitilor comparativ cu sorbentul coloanei;
in caz contrar, poate provoca o scdderea a efi-
cientei. De exemplu, cu coloana Zorbax SB
C-18 poate fi utilizata precoloanda umplutd cu
Zorbax RX C-18; in alte cazuri cu coloanele
umplute cu o oarecare faza C-18 pot functiona
cu succes si precoloanele cu faza C-8.

* Materialele de umplere a coloanei si precoloa-
nei trebuie sa aiba particule de marimi egale
(exceptie - sorbentii peliculari).Unele firme
producdtoare nu respectd conditia datd, pro-
punénd precoloane cu sorbenti de dimensiuni
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mai mari, fapt care duce la pierderea eficien-
tei, Tn deosebi la elutii cu viteze inalte. Um-
plerea precoloanei cu particule de dimensiuni
mai mici nu influenteaza eficienta, dar poate
majora cdderea presiunii pana la o analiza ce
este imposibild la viteza de' eluare anumita.

» Este necesar sa corespunda diametrele inter-
ne ale coloanei si precoloanei. Precoloana cu
diametrul intern mai mare duce la pierderea
eficientei, iar mai mic - la cresterea presiunii
la intrare.
utilizarea precoloanei scurte. Majoritatea pre-
coloanelor produse de tip cartus au lungimea
10-12 mm, care este suficientd. Utilizarea
precoloanelor mai lungi n-are sens, deoarece
poluatorii adsorbiti ireversibil se concentreaza
n stratul initial al sorbentului si impurificarea
lui la 0 adancime de 1-2 mm scade eficacitatea
intr-atat, incat trebuie schimbata precoloana.

» Pentru obtinerea rezultatelor satisfacatoare,
precoloanele, analogic coloanelor, trebuiesc
umplute prin metoda de suspensie. Uneori pro-
ducatorii incalca cerinta datd. Pe langa aceas-
ta, spre deosebire de coloane precoloanele, nu
trec testarea totald si in serii pot nimeri unele
exemplare umplute necalitativ. De aceea, re-
comandam testarea fiecarei precoloane inainte
de utilizare, fiind inregistrate cromatogramele
solutiilor pure cu precoloand instalata si fara
ea, dupa care sa se compare eficacitatea con-
form numarului de talere teoretice obtinute.

2. Problema excluderii artefactelor. Alegerea
intervalului optim de injectare a probelor
n variantele metodei EIPLC, cu exceptia cro-
matografiei de excludere, exista problema c&
timpul eludrii tuturor componentilor la analiza
probelor cu compozitie necunoscuta Tn regim
izocratic rdméne de asemenea necunoscut. Refe-
ritor la analiza farmacocinetica, aceasta Tnseam-
nd cd dupa eluarea tuturor componentilor ana-
litici Tn coloand@ mai raméane un numar oarecare
de componenti ai matricei. Tn timpul analizei ei
elueaza probele ulterioare, formand asa numitele
artefacte - picuri cromatografice, ce nu apartin
componentilor din proba datd, pe cand timpul
lor de retentie aparent (relativ momentului de in-
jectare a probei curente) depinde de intervalele
de timp dintre injectarea probei curente si acelor
probe, cdrora de fapt le si apartin aceste picuri.
De asemenea, ei depind Tn mare masura si de sta-
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bilitatea parametrilor sistemului cromatografic,
in pofida faptului ca problema data are un carac-
ter general, ea este insuficient studiata, precum
reiese din publicatiile accesibile. Particularitatea
ei tipica constd n faptul ca ea se accentueaza la
sorbenti mai calitativi ce asigura o crestere mai
mica a latimii picurilor Tn comparatie cu creste-
rea timpului de retentie.

Regenerarea coloanei cromatografice dupa
fiecare proba analizatd este solutia cea mai
radicald, dar nicidecum nu-i si cea mai buna,
fiindcd cheltuielile de timp si materiale pentru
regenerarea si echilibrarea ulterioard pot depasi
de céteva ori cheltuielile necesare efectudrii a
insasi analizei. La eluarea in gradient, de regula
artefactele nu apar, dar cheltuielile de timp si
materiale sunt de asemenea majorate. in cazurile
cand componentii interferenti se elueaza cu
timpi de retentie mari, regenerarea periodica
a coloanei este posibild dupa cateva injectari,
fapt care desigur nu este caracteristic la analiza
materialului biologic. Procedura cea mai simpla
si des aplicatd la excluderea artefactelor consta
in marirea intervalului de injectare a probelor.
Astfel, probabilitatea aparitiei picurilor-artefacte
scade, iar insesi aceste picuri devin mai largi,

T, min

adica corespunzator se micsoreaza Tnaltimea lor.
Cu marirea intervalului de injectare creste atat
eficienta procedurii date, cat si costul analizei,
de aceea Tntotdeauna trebuie gasit un compromis
rezonabil.

Noi propunem o altad solutie a problemei date.
Daca componenta calitativda a probelor analizate
se reproduce iar parametrii sistemului cromato-
grafic sunt destul de stabili, atunci artefactele la
intervale constante de injectare a probelor vor
aparea pe cromatograme cu timpi de retentie apa-
rent egali. in fond, sarcina de optimizare consta
in alegerea intervalului de injectare cat mai mic
posibil In care nici un pic analitic sa nu se supra-
puna cu picurile-artefacte. Tn mod practic pro-
cedura data se realizeaza n felul urmator: dupa
echilibrarea minutioasa a coloanei cu faza mobi-
I& se inregistreaza cromatograma unei probe ce
contine vadit in matricea respectiva toti compo-
nentii analitici. Timpul de inregistrare se ia unul
destul de mare pentru eluarea Tn masura posibili-
tatii a tuturor componentilor, care ar putea impie-
dica prelucrarea datelor pentru cromatogramele
probelor ulterioare. Selectarea intervalului optim
de injectare a probelor se efectueaza fiind “taia-
td” cromatograma obtinutd in sectoare cu lungimi

Fig. 3. Dozarea homocisteinei in plasma sanguina: a - cromatograma completa (timpul analizei 36
min); b - cromatograma dupad “taiere” si suprapunereafragmentelor (intervalul de injectare aprobelor
10,7 min); ¢ - aceeasi cromatograma, intervalul de injectare 5,4 min. Sagetile indica pozitia picului
analitic - derivata homocisteinei obtinuta cu I-fluor-2,4-dinitrobenzen.

8



egale. Aceste sectoare se suprapun pe un singur
grafic, cum este prezintat in fig. 3. Cu regret, un
astfel de algoritm simplu si util nu este inclus in
soft-urile comerciale de prelucrare a informatiei
cromatografice.

Procedura data noi am aplicat-o la dozarea
glibenclamidei si izoturonului Tn plasma sangui-
nd, precum si a metabolitilor naturali - homo-
cisteinei pentru diagnosticul ictusului ischemic,
fenilalaninei si tirozinei pentru screening-ul fe-
nilcetonuriei.

Concluzii.

S-au examinatprobleme practice de optimizare
a realizarii de aparat in analiza cromatografica:

* S-a demonstrat avantajul sorbentilor cu
diametrul mic al particulelor (3 pm);

e La utilajul cromatografic standard putem
recomanda utilizarea coloanelor cu diametru

3 mm pentru majoritatea sarcinilor practice

si cu diametrul 4-46 mm - cand apare

necesitatea de o selectivitate maxima;

 S-a demonstrat posibilitatea compensarii
volumului  precoloand prin  micsorarea
concentratiei modificatorului organic in
proba de injectat;

* Au fost propuse recomandari referitor la
selectarea tipului precoloanei;

» S-apropus o metoda de excludere a picurilor-
artefacte prin selectarea intervalului optim de
injectare a probelor.
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UTILIZAREA METODELOR MODEL LA OPTIMIZAREA
SELECTIVITATII IN HPLC
Igor Casian, Ana Casian

Institutul National de Farmacie, Chisindu

Rezumat

In lucrarea data s-au examinat unele probleme de
optimizare a compozitieifazei mobile, inparticular a
concentratiei substituitorului ca unul din factorii de
dirijare a selectivitatii in cromatografia lichida, utili-
zand metodele model matematice.

S-a demonstrat o relatie lineara in coordonatele
logaritmice dintre concentratia substituitorului si pa-
rametrii modelelor algebrice ale picurilor cromato-
grafice, ce permite de a calcula concentratia optima
a substituitorului din volumul minim al datelor ex-
perimentale. S-a efectuat examinarea comparativa a
unor solventi organici in calitatea lor de substituito-
ri, care sunt mai des utilizati in cromatografia lichida
cufaza inversa.

S-a propus utilizarea produsului coeficientilor

suprapunerii partiale a tuturor picurilor analitice
ca masurd a aprecierii calitdtii cromatogramelor.
Aceasta masura oglindeste mai adecvat eroarea ana-
lizei cantitative a cromatogramelor.

S-a studiat dependenta retentiei cromatografice a
substantelor ionogene de pH-ulfazei mobile n cro-
matografia cufaza inversa. S-apropus un model ma-
tematic simplu, aplicabil pentru optimizarea pH-ului
fazei mobile in analiza compusilor cu numar arbitrar
de grupe ionizabile.

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

Summary
In this work are surveyed some problems of
optimisation of mobile phase composition, in



