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Aquesta tesi doctoral té com a objectiu principal l’estudi de la retenció 

cromatogràfica en RP-HPLC. Per tal d’assolir aquest objectiu, s’han estudiat les 

contribucions a la retenció cromatogràfica tant de la fase estacionària com de la fase 

mòbil, així com algunes de les propietats característiques dels soluts a mesurar 

involucrades en el procés de retenció. 

En aquesta tesi es proposa per una banda establir un procediment sistemàtic i 

eficient per a caracteritzar la fase estacionària de les columnes cromatogràfiques 

centrat en l’equació de van Deemter i en les contribucions que els diferents termes 

d’aquesta equació tenen en l’eixamplament de banda dels pics cromatogràfics. Per 

altra banda, es proposen diversos mètodes de predicció de la retenció d’anàlits per 

predir amb exactitud la retenció d’anàlits ionitzables, àcids i bàsics, en mode gradient. 

Com a part important dins del desenvolupament dels diferents models de predicció, 

s’estudia la influència de la variació d’algunes propietats fisicoquímiques rellevants 

involucrades en la retenció d’anàlits ionitzables com són el pH de la fase mòbil o el pKa 

de l’anàlit que s’elueix amb la composició de la fase mòbil. 

Un altre objectiu d’aquesta tesi és el d’establir millores en el mètode de shake-flask, 

mètode de referència per a la determinació de la lipoficilitat de substàncies (log P o log 

D). Avui en dia, la indústria farmacèutica sintetitza un gran nombre de productes 

candidats a ser nous fàrmacs, compostos que presenten cada cop valors de lipofilicitat 

en un interval més ampli i, a més, en sintetitzen en poca quantitat. Per tant, és 

recomanable optimitzar el mètode de shake-flask per fer-lo apte per a substàncies 

compreses en un interval de lipofilicitat el més ampli possible i per poder-lo posar en 

pràctica utilitzant molt poca quantitat de mostra. 
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Aquesta tesi doctoral es presenta com un recull de publicacions, per la qual cosa 

aquesta memòria està escrita fent referència als articles publicats. Així doncs, la 

memòria comença amb una introducció on s’exposen diversos conceptes teòrics 

d’utilitat, posteriorment es troba una còpia completa dels cinc articles publicats en 

revistes científiques i, per últim, hi ha una discussió conjunta dels resultats obtinguts. 

La introducció està dividida en diferents blocs. En el primer, s’explica com l’elució 

cromatogràfica consisteix en l’equilibri d’un anàlit entre una fase estacionària i una 

fase mòbil i, posteriorment, s’analitzen al detall cadascuna d’aquestes dues fases. En el 

cas de la fase estacionària, el treball es centra en l’equació de van Deemter i en els 

seus diferents termes que expliquen l’eixamplament del pic cromatogràfic, mentre que 

en el cas de la fase mòbil s’incideix en paràmetres fisicoquímics com podrien ser la 

seva polaritat o el seu valor de pH, entre d’altres. Seguidament, s’estudia la retenció 

cromatogràfica de compostos, primer es fa referència a les substàncies neutres i 

posteriorment, a les substàncies ionitzables, és a dir, compostos amb propietats àcid-

base. En ambdós casos, es tracta la retenció en mode isocràtic (la composició de la fase 

mòbil es manté constant durant el procés d’elució) com també la retenció en gradient 

(la composició de la fase mòbil varia durant l’elució). Per últim, en un apartat una mica 

més diferenciat, s’explica de forma bàsica què és la lipofilicitat dels compostos (tant 

neutres com ionitzables) i es descriu el procediment anomenat shake-flask com el 

mètode de referència per a determinar-la. També es fa èmfasi en la necessitat de 

millorar aquest mètode de shake-flask per tal d’adaptar-lo a les noves necessitats de la 

indústria farmacèutica (ampliar l’interval de lipofilicitat on sigui vàlid, fer-lo apte per a 

baixes quantitats de mostra). 

Posteriorment, en aquesta memòria s’adjunta una còpia de les cinc publicacions a 

les quals ha donat lloc la recerca que s’ha portat a terme en el transcurs d’aquesta tesi 

doctoral. En les publicacions adjuntades es poden consultar els detalls experimentals 

específics de cadascun dels estudis realitzats, ja que aquests no han estat explicats en 

cap altre apartat d’aquesta memòria. 

Finalment, la tercera part d’aquesta memòria està dedicada a explicar de forma 

resumida el treball dut a terme en el transcurs de la tesi i a avaluar-ne els resultats 

obtinguts. Dins d’aquesta part de resultats i discussió, el primer apartat explica de 
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forma detallada la caracterització de columnes cromatogràfiques mitançant un arxiu 

Excel dissenyat per a aquest propòsit. En ell, un cop s’han introduït paràmetres 

específics de la columna (com poden ser la seva porositat o el seu diàmetre de 

partícula, entre d’altres), es pot fer una avaluació detallada del rendiment d’una 

columna a partir de les dades d’alçada de plat i de temps de retenció corresponents a 

la clàssica equació de van Deemter. La caracterització mitjançant aquest full Excel no 

només consisteix en donar valor a la qualitat dels pics cromatogràfics sinó que permet 

desgranar les causes que provoquen l’eixamplament de pic, ja que analitza i estima de 

forma quantitativa un per un els diferents termes de l’equació de van Deemter. 

Aquesta part dels resultats fa referència a l’article 1.  

En el següent apartat es desenvolupen tres models capaços de predir la retenció de 

substàncies amb propietats àcid-base en mode gradient. Després de realitzar un 

procés de disseny del treball experimental, també explicat en aquest bloc, els tres 

models es posen a prova per tal de comprovar quin d’ells és millor per a la predicció de 

la retenció en aquestes condicions. Posteriorment, s’avalua la validesa del model més 

adequat per a un conjunt de substàncies més gran, utilitzant dos modificadors orgànics 

de la fase mòbil diferents i, addicionalment, fent servir dues aproximacions diferents 

que permeten saber com varia el valor de pKa dels diferents anàlits en funció de la 

composició de la fase mòbil (una d’elles basada en treball experimental, l’altra 

fonamentada en equacions i coeficients que depenen del grup funcional de l’anàlit que 

s’està estudiant). Aquest apartat fa referència al treball corresponent als articles 2-4.  

En el bloc final d’aquesta part de la memòria, s’explica l’optimització del mètode de 

shake-flask i posterior validació de les millores que s’hi han introduït. En una primera 

secció, es proposen diferents relacions de volum entre les dues fases (particions) i 

diversos procediments que permetin la determinació experimental de la lipofilicitat 

utilitzant aquestes particions. Posteriorment, aquestes particions i procediments es 

validen utilitzant un conjunt de substàncies que inclou fàrmacs de diferent naturalesa i 

compresos en un ampli interval de lipofilicitat. Aquest últim bloc resumeix el treball 

realitzat i descrit a l’article 5. 
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Finalment, després dels tres grans blocs de la memòria mencionats prèviament 

(introducció, publicacions i resultats i discussió), es troben les conclusions més 

rellevants que s’han extret d’aquesta tesi doctoral. 

Aquesta tesi opta a la menció internacional de doctorat, ja que s’ha realitzat una 

estada de recerca de quatre mesos de durada al Departament d’Enginyeria Química 

(CHIS) de la Vrije Universiteit Brussel (VUB). Durant aquesta estada es va realitzar tot el 

treball que fa referència a la caracterització de columnes cromatogràfiques que es 

presenta en aquesta tesi, un estudi que amplia el coneixement adquirit del procés 

d’elució. Addicionalment, està previst que les dades experimentals obtingudes durant 

l’estada donin lloc a, com a mínim, una nova publicació. Ara bé, tenint en compte que 

aquest estudi encara no està finalitzat i que la tesi es presenta en forma de compendi 

de publicacions ja enviades, aquesta part no s’ha pogut emmarcar dins d’aquesta tesi 

doctoral.  

 

 



 

 



 

 

ABSTRACT



 

 



Abstract 

13 

The title of this thesis is Modelization of the chromatographic retention. Hence, its 

main goal is to study in a detailed way the retention of analytes in HPLC and the most 

relevant factors involved in the elution process.  

One of the most important applications of HPLC is its ability to separate the 

different compounds of a mixture thanks to the different interactions of the analytes 

with the stationary phase in the chromatographic column. Therefore, understanding 

how the retention of analytes works is an issue of utmost importance because, if the 

behavior of analytes inside the chromatographic column is known, one can try to 

predict their retention time, which would make the design of the experimental 

separation a lot easier. Besides, to achieve good separations in HPLC the 

chromatographic peaks must be totally resolved (completely separated one from the 

other) and, in order to do that, peaks must be as narrow as possible. Therefore, 

understanding the reasons for band broadening and trying to reduce the different 

terms that contribute to the peak width are also key issues when trying to achieve full 

chromatographic separations. Thus, the work performed in this thesis, which is mainly 

directed to address these topics, becomes fairly interesting in the field of separation 

science. 

Chromatographic retention is usually defined as the equilibrium of an analyte 

between a stationary phase and a mobile phase so, in order to understand how the 

retention of analytes works, one must first understand the role of both the stationary 

phase and the mobile phase in the elution process. Since the chromatographic column 

is usually responsible of the peak width, a thorough characterization of the stationary 

phase has been carried out in this work. In it, the classic van Deemter equation has 

been split into its different terms (eddy-dispersion, diffusion and resistance to mass 

transfer) and their contributions to band broadening have been estimated. Several 

experimental procedures, like the peak parking method or the total pore blocking 

method, have been successfully employed in order to obtain a full stationary phase 

characterization. Article 1, besides focusing on these topics, provides an Excel file that 

allows a quick stationary phase characterization that takes into account all the 

different terms of the van Deemter equation and the procedures previously 

mentioned. 
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On the other hand, although the retention time depends strongly on both phases, 

modifying the mobile phase properties such as the composition or the pH will have a 

large effect on the retention of analytes. Therefore, understanding how the different 

analytes behave depending on the mobile phase composition is very important in 

order to estimate their retention. This can be especially tricky in gradient mode 

because properties like the mobile phase pH or the analyte pKa strongly depend on the 

organic fraction of the mobile phase. Therefore, since gradient runs are measurements 

where the mobile phase composition is not constant, these properties change their 

value during the elution process and that makes them difficult to evaluate. Several 

predicting models were tested in acetonitrile in article 2 and a model depending on 

two variable parameters was decided to be the one that worked best. This predicting 

model was later used in articles 3 and 4 to predict the retention of ionizable analytes in 

gradient mode. In these two articles, a new approach to estimate the pKa variation 

during the gradient was used; this approach was based on equations and empirical 

coefficients that depend on the functional group of the analyte. Additionally, in article 

4 the organic modifier employed changed from acetonitrile to methanol and, besides, 

it also features some relevant pharmaceutical analytes (with a complex structure) that 

were included in the set of tested compounds. Since the predictions performed under 

all these conditions were considered to be accurate, the model was considered as 

robust and able to successfully predict the retention of acid-base analytes under 

gradient elution. 

As a separate section, this thesis also includes a study on drug lipophilicity and the 

best way to determine it. The reference method to obtain log D values is the 

traditional shake-flask method but, despite its high reliability because of its 

resemblance to the actual biological partitioning (in cell membranes, for example), the 

new needs of the pharmaceutical industry requires an optimization to the method that 

widens its applicability log D range and that works using an amount of compound as 

small as possible. Several different partitions (ratios of volumes of each phase) and 

procedures, designed to make the shake-flask method able to determine lipophilicites 

(log D7.4 values) between -2 and 4.5, were proposed and later tested. The results were 

quite satisfactory, falling into the reasonable limits of overall accuracy and precision. 
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The optimization to the method was later successfully validated in an external 

company. 

The research carried out in this doctoral thesis has led to the publication of five 

articles in peer-reviewed journals of significant impact factor. Since this thesis is 

presented as a compilation of publications, the five articles which compose it have 

been attached in the dissertation. Thus, although the actual dissertation is written in 

Catalan, English readers should be able to follow the thesis through the different 

publications. Additionally, this brief abstract and the conclusions that have been 

reached at the end of the work are also written in English to facilitate the 

comprehension and evaluation of the thesis for English readers. 
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1.1. CROMATOGRAFIA DE LÍQUIDS D’ALTA 

RESOLUCIÓ (HPLC) 

La cromatografia és avui una de les tècniques analítiques més importants tant en els 

laboratoris de la indústria química com en els de la indústria farmacèutica. 

Essencialment, la cromatografia és un mètode físic de separació en el que els anàlits es 

distribueixen entre una fase estacionària (que es manté quieta) i una fase mòbil (que 

travessa la primera en una direcció definida) d’acord amb la interacció d’aquests 

anàlits amb cadascuna de les fases esmentades [1]. En funció de la naturalesa dels 

components del sistema cromatogràfic, es coneixen diferents tipus de cromatografia: 

de líquids, de gasos, de fluids supercrítics, etc. En el cas de la cromatografia de líquids 

d’alta resolució (HPLC), en fer passar les substàncies a través de la fase estacionària 

arrossegades per un cabal de fase mòbil, aquells compostos que interaccionin més 

amb la primera els costarà més d’avançar per la columna i, per tant, d’eluir. Com que 

les substàncies interaccionen amb les dues fases d’acord amb la seva pròpia polaritat, 

és aquesta polaritat la que condicionarà els temps de retenció de cadascuna d’elles i 

facilitarà la separació física dels diferents compostos d’una mescla en solució. S’ha 

convingut que quan la fase estacionària és més polar que la fase mòbil es tracta de 

cromatografia en fase normal mentre que, si és la fase mòbil la més polar, de 

cromatografia en fase reversa (RP-HPLC), essent aquest últim el mètode de treball més 

habitual. Per tant, per entendre com funciona la retenció cromatogràfica de 

substàncies i poder desenvolupar models per predir-la, és necessari entendre el paper 

que juguen tant la fase estacionària com la fase mòbil. 

1.1.1. Fase estacionària 

En un sistema de HPLC, la fase estacionària sol estar constituïda per un material que 

permet la separació dels anàlits i que està situat dins d’un tub metàl·lic, el que es 

coneix convencionalment com a columna cromatogràfica. En funció del material de 

rebliment de la columna (sòlid, líquid, resina, etc.) s’establirà un procés de naturalesa 
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específica dins de la mateixa (adsorció, distribució, bescanvi iònic, etc.) i, per tant, la 

columna tindrà una o altra utilitat a l’hora de realitzar mesures o separacions. El tipus 

de columnes més comú en l’actualitat són les columnes empaquetades amb una fase 

estacionària composada per partícules esfèriques poroses a les quals s’enllacen 

cadenes hidrocarbonades de caràcter apolar per mitjà de grups silanol, essent C18 la 

cadena més habitual donada la seva marcada apolaritat (Figura 1).  

 

Figura 1.  Exemple de fase estacionària en RP-HPLC 

Tot i que les columnes més utilitzades al llarg del temps tenen suports sòlids 

formats per partícules totalment poroses, en els últims anys s’han desenvolupat 

partícules que tenen un nucli dur i una capa porosa a l’exterior (tecnologia core-shell), 

un tipus de partícules que dóna lloc a mesures de més qualitat. Per últim, també 

existeixen columnes monolítiques, on la columna està formada per una única barra de 

fase estacionària (en comptes de partícules esfèriques empaquetades). En aquest 

treball, aquestes últimes no seran tractades. 

Suport porós 
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1.1.2. Fase mòbil 

La fase mòbil es defineix com un líquid que circula pel sistema cromatogràfic i 

provoca l’elució de l’anàlit. Tenint en compte que en RP-HPLC la fase mòbil ha de tenir 

caràcter polar, aquesta sol estar formada per un o per una mescla de més d’un solvent 

de polaritat elevada. El més habitual en HPLC és utilitzar una mescla hidroorgànica 

com a fase mòbil, és a dir, una mescla d’aigua i un altre solvent de tipus orgànic (també 

conegut com a modificador orgànic); la proporció entre aquests dos solvents 

condicionarà la polaritat de la fase mòbil. En RP-HPLC, com menys percentatge de 

solvent orgànic hi hagi a la fase mòbil més polar serà i, per tant, més retinguts estaran 

els anàlits.  

Els modificadors orgànics més habituals en HPLC són l’acetonitril (MeCN) i el 

metanol (MeOH). Tot i que existeix una àmplia varietat de solvents orgànics que poden 

ser emprats, es considera que aquests dos són els més adequats ja que, entre d’altres 

factors, presenten una baixa viscositat, no absorbeixen en un ampli interval de 

longitud d’ona (i per tant no interfereixen en la detecció per espectroscòpia UV-Vis) i 

presenten un punt d’ebullició relativament elevat (82°C i 65°C a pressió atmosfèrica, 

respectivament), fet que garanteix la composició constant de la fase mòbil. A més, com 

a avantatge addicional, són solvents que es poden adquirir amb un grau elevat de 

puresa a un preu relativament assequible. Cal tenir en compte que, al tenir una major 

viscositat, les mesures en fases mòbils que contenen metanol sempre donaran lloc a 

temps de retenció més grans que les mesures realitzades en fases mòbils que 

contenen acetonitril. 

Pel que fa a la part aquosa de la fase mòbil, tot i que es pot fer servir simplement 

aigua, és habitual l’ús de solucions amortidores aquoses. És ben sabut que les 

solucions amortidores regulen el pH del medi, en aquest cas de la fase mòbil, 

paràmetre que pot fer variar notablement la retenció d’un anàlit si aquest té caràcter 

àcid o bàsic. A l’hora de preparar una solució tampó, cal tenir en compte que la 

concentració de l’agent amortidor sigui prou elevada com per poder dur a terme la 

seva funció reguladora sense problemes però, a la vegada, que sigui prou baixa com 

per no causar interferències en el sistema cromatogràfic (en forma de precipitació o en 
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el procés de detecció, per exemple). També cal tenir present que les solucions 

amortidores només poden tamponar en un interval d’una unitat per sobre o per sota 

d’algun valor de pKa de l’agent amortidor, per la qual cosa la selecció d’un tampó 

adequat resulta essencial per obtenir solucions amortidores correctes que tinguin 

l’efecte desitjat en la fase mòbil.  

Tal i com s’ha dit anteriorment, de la fracció (o percentatge) de modificador orgànic 

en la fase mòbil en dependrà la seva polaritat, fet que tindrà un efecte molt important 

en la retenció dels anàlits. En aquest sentit, la tècnica d’HPLC permet que aquesta 

proporció sigui constant durant l’elució de la substància (mode isocràtic) o, per contra, 

que varïi de forma controlada (mode gradient). Les possibilitats que ofereix el mode 

gradient a l’hora de dissenyar mètodes experimentals i processos de separació són 

molt més nombroses que les que ofereix el mode isocràtic, per la qual cosa el treball 

en mode gradient és força més habitual. Dins dels gradients, cal diferenciar entre 

gradients lineals, on el percentatge de modificador orgànic varia de forma constant, i 

els gradients en corba, on la variació de modificador orgànic pot ser creixent o 

decreixent respecte al temps d’elució, donant lloc a gradients còncaus o convexos, 

respectivament. Aquests diversos tipus de gradients es poden combinar entre ells i 

permeten desenvolupar mètodes cromatogràfics sofisticats per realitzar mesures o 

separacions complexes. 
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1.2. CARACTERITZACIÓ DE COLUMNES 

CROMATOGRÀFIQUES 

Després de recórrer la columna arrossegats per la fase mòbil, els anàlits arriben al 

detector i generen un pic cromatogràfic, pic que idealment hauria de tenir una forma 

gaussiana, tot i que no sempre és així. Com que la cromatografia és una tècnica 

analítica que permet la separació dels diversos components d’una mescla, l’usuari de 

RP-HPLC està interessat en dos aspectes diferents: realitzar separacions en el menor 

temps possible i aconseguir que els pics resultants d’una separació siguin el més 

estrets possible ja que, en cas contrari, és més fàcil que se solapin entre ells iles 

separacions no siguin completes. Així doncs, obtenir pics estrets i regulars és sinònim 

d’obtenir pics de qualitat, per la qual cosa resulta un tema de màxima importància en 

cromatografia. Tenint en compte que la causa principal d’eixamplament de pic és la 

interacció de l’anàlit amb la fase estacionària, entendre les causes d’aquest 

eixamplament i quins factors hi contribueixen resulta clau per aconseguir pics estrets i, 

per tant, aquest esdevé un punt important a l’hora de modelitzar la retenció 

cromatogràfica. 

1.2.1. Eficàcia 

La manera més habitual de determinar la qualitat d’un pic cromatogràfic és 

mitjançant l’estimació de la seva eficàcia, és a dir, del nombre de plats teòrics (N) que li 

corresponen. El nombre de plats és un concepte matemàtic que es calcula relacionant 

el temps de retenció d’un anàlit amb la variància associada al pic obtingut, de la 

manera que mostra l’equació (1): 

2

2

t

Rt
N


  (1) 

En aquesta equació, tR representa el temps de retenció i σt
2 és la variància del pic 

expressada en unitats de temps. Aquest darrer paràmetre està estretament lligat a 
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l’amplada del pic cromatogràfic i, per tant, la manera més habitual de determinar el 

nombre de plats és a través de la relació entre el temps de retenció i l’amplada de pic. 

Ara bé, en aquest sentit cal tenir compte que l’amplada de pic depèn de l’alçada a la 

qual es mesura, tal i com es mostra a la Figura 2. 

 

Figura 2. Diferents amplades d’un mateix pic cromatogràfic 

Les dues maneres més habituals de mesurar l’amplada d’un pic cromatogràfic són 

les que es mostren a la Figura 2: a mitja alçada i a l’alçada que correspon a l’amplada 

de 4ς. La primera consisteix en mesurar l’amplada del pic a la meitat de la seva alçada 

(w1/2), mentre que la segona equival a l’amplada que s’obtindria a la línia base 

prolongant el pic a través de les seves tangents (w4ς); aquesta amplada equival 

exactament a la que es mesura a un 13.4% de l’alçada en un pic perfectament gaussià. 

Degut a que aquestes són les amplades que s’utilitzen de manera més habitual, les 

expressions que les relacionen amb el nombre de plats del pic cromatogràfic estan ja 

establertes i són les que figuren en l’equació (2): 

2
4

2
2
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  (2) 

Tot i això, tal i com s’observa a la Figura 2, per a un mateix pic cromatogràfic es 

poden mesurar una gran quantitat d’amplades diferents, on cadascuna d’elles es 

relacionaria amb el nombre de plats d’una manera diferent. En cas que el pic 

cromatogràfic fos perfectament gaussià, l’alçada on s’adquirís l’amplada de pic no 
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tindria importància ja que qualsevol d’aquestes expressions (ja siguin les establertes en 

l’equació (2) o d’altres que s’estableixen per a una mesura en concret) donarien 

exactament el mateix nombre de plats. Desafortunadament, molt poques vegades un 

pic cromatogràfic és perfectament simètric ja que, especialment prop de la línia base, 

els pics solen ser força irregulars. Tenint en compte aquest fet, com més amunt es 

mesuri l’amplada d’un pic cromatogràfic, més informació es perdrà sobre la forma del 

propi pic i, per tant, menys fiable serà el nombre de plats obtingut. 

Un dels factors que influeix en l’eixamplament de banda i en la forma dels pics és la 

qualitat de l’instrument, qualitat que depèn únicament de les característiques del 

sistema HPLC com poden ser la distribució i qualitat dels tubs i dels mòduls. Per tant, si 

es vol avaluar el rendiment d’una columna de manera exclusiva, cal conèixer abans 

l’eixamplament de banda provocat per l’instrument i fer la correcció pertinent, cosa 

que s’aconsegueix realitzant mesures en absència de columna. 

Ara bé, tot i que el nombre de plats és una bona manera de conèixer el rendiment 

aproximat d’una columna, no explica què és el que provoca l’eixamplament de banda 

d’un pic cromatogràfic ni què es pot fer per intentar reduir-lo. Per abordar aquesta 

qüestió, el primer que cal fer és transformar les dades de nombre de plats en dades 

d’alçada de plat (H) mitjançant l’expressió que la relaciona amb la longitud de la 

columna L: 

H = L/N (3) 

A partir de l’alçada de plat, l’anàlisi del rendiment de les columnes 

cromatogràfiques es du a terme mitjançant l’equació de van Deemter: 

 uCC
u

B
AH ms .  (4) 

Tot i que l’eixamplament de banda havia estat estudiat prèviament per Martin i 

Synge primer [2] i per Lapidus i Amundson [3] posteriorment, no va ser fins l’any 1956 

que van Deemter va proposar la seva coneguda equació, en la que va suggerir que 

l’eixamplament de banda provocat per l’equlibri imperfecte entre fase mòbil i fase 

estacionària podia explicar-se mitjançant diferents contribucions [4]. El terme A fa 

referència a la multiplicitat de camins, també coneguda com a dispersió d’eddy, i es 
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defineix com la tendència de l’anàlit en seguir diversos possibles camins dins de la 

columna per arribar al detector. El terme B representa la difusió longitudinal de 

l’anàlit, és a dir, la tendència que té el solut a expandir-se per la fase mòbil (fet que pot 

tenir lloc mentre està dins la columna). Per últim, el terme C descriu la resistència a la 

transferència de massa, és a dir, el temps que triga un anàlit per passar d’una fase a 

l’altra; es divideix entre Cs i Cm en funció de si fa referència a la fase estacionària o a la 

fase mòbil. Per últim, el paràmetre u fa referència a la velocitat lineal de l’anàlit. En cas 

que l’anàlit sigui un marcador de temps mort s’obtindrà u0, un tipus de velocitat que es 

considera també com la velocitat de la fase mòbil. Aquest paràmetre es pot calcular 

per a cada cabal de fase mòbil a partir de la determinació del temps mort del sistema 

(u0 = L/t0), tot i que cal anar amb compte ja que els marcadors de temps mort no 

sempre estan totalment no retinguts. Des que es va proposar, aquesta equació s’ha 

convertit en un mètode de referència per avaluar el rendiment cromatogràfic [5–9]. 

La representació gràfica de l’equació de van Deemter es pot obtenir amb facilitat si 

es mesura la retenció d’una mateixa substància a diferents cabals de fase mòbil 

(diferents velocitats) i es determina el nombre de plats de cada pic. La corba resultant 

és sempre semblant a la que es mostra a continuació: 

 

Figura 3. Exemple de corba de van Deemter 
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Com es pot veure en la pròpia equació de van Deemter, el terme A és totalment 

independent de la velocitat de la fase mòbil (u0), el terme B n’és inversament 

proporcional i el terme C, tant Cs com Cm, són directament proporcionals a la velocitat. 

Així doncs, la part esquerra d’una corba de van Deemter estarà regida pel terme B 

mentre que la part dreta estarà regida pel seu terme C. Aquesta equació respon al 

fenomen físic que es produeix dins la columna ja que a velocitats baixes l’anàlit passa 

més temps dins de la columna i acusa més els efectes de la difusió longitudinal mentre 

que, com més alta sigui la velocitat, més significatiu serà el temps necessari per a la 

transferència de massa en relació al temps de retenció dels anàlits. Per últim, el mínim 

de la corba de van Deemter marca la velocitat de treball òptima (que es tradueix en el 

cabal de fase mòbil òptim), ja que els pics en aquestes condicions tindran la màxima 

qualitat possible amb aquesta columna. 

1.2.2. Porositat 

La porositat d’una columna cromatogràfica es defineix com l’espai no ocupat per la 

fase estacionària, és a dir, l’espai ocupat per la fase mòbil durant qualsevol elució 

cromatogràfica. La porositat total d’una columna (εT) engloba dos tipus de porositat 

diferents. La porositat externa ( és la fracció de la porositat que representa l'espai 

intersticial, és a dir, l'espai que existeix entre les diferents partícules de la fase 

estacionària i proporciona informació sobre l’empaquetament, com més baix sigui el 

seu valor més quantitat de partícules hi haurà dins de la columna i, per tant, millor serà 

el seu empaquetament. Per altra banda, la porositat interna (part) descriu el 

percentatge de la partícula que està buit i, per tant, dóna informació sobre el disseny 

de les partícules que componen la fase estacionària. En aquest punt cal discernir entre 

els diversos tipus de partícula ja que el paràmetre global part només fa referència a 

partícules totalment poroses, en cas que les partícules siguin de tipus core-shell (amb 

un nucli dur i una zona porosa al seu voltant) cal referir-se a la porositat de la zona 

porosa pz, un paràmetre que es pot calcular a partir de la relació dels diàmetres de la 

partícula i del nucli. Els dos tipus de porositat es poden relacionar amb la porositat 

total de la columna mitjançant: 
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  partT   1  (5) 

D’entre tots els tipus de porositat, la més senzilla de determinar és la porositat 

total, que es troba mitjançant la relació: 

εT = (F · t0)/V (6) 

on F és el cabal de fase mòbil, t0 és el temps mort i V és el volum geomètric de la 

columna. Ara bé, la porositat total no és un paràmetre rellevant en l’anàlisi del 

rendiment cromatogràfic d’una columna sinó que el valor realment important és el de 

la porositat externa. Tenint en compte que la resistència al cabal i la permeabilitat de 

la fase estacionària depenen de la porositat externa en un factor de ε5 [10], obtenir un 

valor de porositat externa el més precís possible resulta clau a l’hora de fer una anàlisi 

acurada de la columna. Tot i que tradicionalment s’ha utilitzat el mètode ISEC (inverse 

size-exclusion chromatography), la recerca en aquest camp s’orienta a trobar mètodes 

que el millorin. En aquest sentit, un dels mètodes més utilitzats és l’anomenat TPB 

(total pore blocking). 

El mètode TPB va ser proposat per Desmet i col·laboradors l’any 2007 [11] i es basa 

en fer passar un solvent orgànic completament immiscible amb la fase mòbil per la 

columna, de tal manera que aquest solvent ompli totalment els porus de la fase 

estacionària i hi quedi retingut, procediment que convertirà les partícules poroses de 

fase estacionària en partícules totalment llises i sòlides. D’aquesta manera, en no 

existir porositat interna ja que els porus estan bloquejats pel solvent orgànic, la 

porositat calculada mitjançant l’equació (6) equivaldrà a la porositat externa. Per 

bloquejar la columna se segueix un procediment consistent en tres etapes: 

1) Fer passar isopropanol per la columna per tal de netejar-la de qualsevol fase 

mòbil anterior que pugui interferir en el procés de bloqueig. 

2) Fer passar el solvent orgànic per la columna per tal de bloquejar els porus de les 

partícules de fase estacionària. Alguns estudis han demostrat que el decà i el 

dodecà són els solvents més adequats per fases estacionàries silanitzades de 

fase reversa. 

3) Arrossegar el solvent orgànic de l’espai intersticial amb un tampó aquós. En 

aquest pas és convenient utilitzar un cabal relativament baix per tal que el 
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solvent orgànic, que en principi hauria de quedar-se retingut als porus degut a la 

forta interacció hidrofòbica amb les cadenes apolars de la fase estacionària, 

romangui immobilitzat dins de les partícules. 

La figura 4 recull de manera esquemàtica el procés descrit anteriorment, on cada 

requadre recull una de les etapes descrites del procediment: 

 

 

Figura 4. Successives etapes del mètode TPB [11] 

Altres mètodes per determinar la porositat externa són el prèviament esmentat 

mètode ISEC (mètode basat en la diferent retenció de polímers de diferent grandària) 

[12–15], el mètode d’exclusió de Donnan (mètode basat en l’exclusió de sal de 

Donnan) [16] o la picnometria (mètode basat en la diferent densitat de solvents 

orgànics i els diferents pesos de la columna plena amb cadascun d’aquests solvents) 

[17]. Un cop determinat el valor de la porositat externa, la porositat interna (ja sigui 

part o pz) és fàcilment determinable per diferència mitjançant l’equació 5. 

1.2.3. Anàlisi pas a pas del rendiment cromatogràfic 

Com s’ha comentat anteriorment, el rendiment d’una columna cromatogràfica 

s’avalua mitjançant l’equació de van Deemter (equació (4)), una equació que conté 

tres termes (A, B i C) que expliquen l’eixamplament de banda. Si bé globalment això és 

correcte, es pot aconseguir una anàlisi més detallada si es consideren, una a una, les 

diferents contribucions estimades per cadascun dels termes de l’equació de van 

Deemter a l’alçada de plat total obtinguda per a cada pic, tal i com mostra l’equació 

(7):  

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 
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H = HA + HB + HCs + HCm (7) 

on els subíndexs de cada alçada de plat indiquen els diferents termes de l’equació de 

van Deemter. 

1.2.3.1. Terme B de l’equació de van Deemter 

El terme B de l’equació de van Deemter fa referència a la difusió longitudinal dels 

anàlits dins de la columna cromatogràfica, és a dir, a la tendència que tenen a 

expandir-se en la direcció de la fase mòbil [18]. Un dels mètodes més habituals a l’hora 

de mesurar la contribució que té aquesta difusió en l’eixamplament de banda és el 

mètode de peak parking (també conegut com a arrested elution [19]). 

D’acord amb el treball de Knox i Giddings [20], el mètode essencialment consisteix 

en aturar el cabal de fase mòbil durant l’elució d’un anàlit aproximadament quan 

aquest es troba al mig de la columna durant un temps conegut (entre 15 i 60 minuts 

normalment) i, passat aquest temps, reprendre el cabal de fase mòbil perquè el pic 

acabi d’eluir-se. Tenint en compte que mentre està “aparcat” dins la columna (d’aquí 

el nom de peak parking) el solut no pot fer res més que patir els efectes de la difusió, 

l’amplada que s’observi en els diferents pics cromatogràfics obtinguts per a diferents 

temps d’aparcament serà únicament deguda a aquest fenomen i, per tant, al terme B 

de l’equació de van Deemter.  

 

Figura 5. Pics cromatogràfics obtinguts a diferents temps de peak parking [21] 
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En aquest sentit, cal apuntar que és necessari realitzar una mesura correctora amb 

un temps d’aparcament de 1 segon, per evitar que l’aturada i posterior posada en 

marxa del cabal de fase mòbil tingui efectes addicionals en l’eixamplament de banda.  

En gràfics el de com la Figura 5 es pot veure com varia la forma d’un pic 

cromatogràfic en funció del temps d’aparcament (tpark) únicament per l’efecte de la 

difusió. Però sí bé veure gràficament la influència de la difusió és senzill, quantificar-la 

és més complicat. En primer lloc, es considera que la variància d’un pic (σx
2) varia 

linealment amb el seu temps d’aparcament d’acord amb la següent expressió [21–23]: 

parkeffx tD  22  (8)
 

En l’equació (8) Deff és la constant de difusió del compost i la variància està 

expressada en unitats de longitud. Per obtenir aquesta variància espacial, cal obtenir 

primer la variància temporal per a cada pic reordenant l’equació (1) i substituint el 

temps de retenció pel temps total (temps de retenció + temps d’aparcament). 

Posteriorment, aquesta variància temporal es pot transformar en variància espacial 

multiplicant-la per la velocitat lineal del compost retingut uR (uR = L/tR, on L és la 

longitud de la columna); per la qual cosa caldrà fer una mesura del compost sense 

aparcar-lo per obtenir el temps de retenció del compost [24]. Per últim, caldrà fer una 

mesura amb un temps d’aparcament mínim (normalment 30 segons) per eliminar 

l’eixamplament de banda causat per l’apagament i posterior posada en marxa de les 

bombes cromatogràfiques (per aturar i reestablir el cabal de fase mòbil), mesura que 

s’haurà de restar a les mesures de peak parking obtenint així la difusió provocada 

únicament pel temps d’aparcament. 

Un cop obtinguts els diferents valors de Δσx
2, es pot obtenir fàcilment el valor de 

Deff, valor que es pot correlacionar amb l’alçada de plat associada al terme B de 

l’equació de van Deemter mitjançant la següent relació [22]:  

 '1
2

0

k
u

D
H eff

B 


  (9) 

on u0 és la velocitat de la fase mòbil, un paràmetre que es determina dividint la 

longitud de la columna (L) pel temps mort del sistema (t0). 



Introducció 

32 

Si es desitja obtenir una avaluació encara més detallada de la difusió dels anàlits, el 

paràmetre Deff es pot dividir entre la difusió en l’espai intersticial de la columna (Dm), 

constant per a cada combinació de compost i fase mòbil però que no depèn del factor 

de retenció, i la difusió dins dels porus de la fase estacionària (Dpart per a partícules 

totalment poroses, Dpz per a partícules de tipus core-shell), que sí depèn del factor de 

retenció. El paràmetre Dm es pot trobar tabulat a la literatura o es pot calcular 

mitjançant expressions com per exemple l’equació de Wilke-Chang [25]. Per altra 

banda, pel que fa al terme Dpz, existeixen diferents aproximacions més o menys 

acurades que permeten el seu càlcul. 

1.2.3.2. Terme C de l’equació de van Deemter 

Tot i que la difusió dels anàlits es recull bàsicament en el terme B de l’equació de 

van Deemter, també el terme Cs de l’equació mostra una certa dependència d’aquesta 

difusió. Així doncs, la prèviament esmentada difusió de l’anàlit en la zona porosa de les 

partícules (Dpz) també afecta a la resistència a la transferència de massa, és a dir, al pas 

del propi anàlit d’una fase a l’altra, per tant la seva determinació resulta essencial per 

a estimar la contribució del terme Cs de l’equació de van Deemter a l’eixamplament de 

banda. Ara bé, la determinació de Dpz no és un procés gens senzill. Tradicionalment, el 

mètode més freqüent per a determinar el valor de Dpz era el residence time weighted 

model (RTW-model), un mètode introduït per Knox [22], Stout i de Stefano [26] i 

Giddings [27], però estudis recents demostren que aquest model no estima la 

dependència amb el factor de retenció de manera acurada, fet que dóna lloc a que, en 

ocasions, el RTW-model no sigui tant exacte com es voldria [28–30]. Com a 

procediment alternatiu, Desmet i col·laboradors proposen l’estimació de Dpz a través 

de la effective medium theory (EMT), un model capaç de predir propietats en medis 

binaris heterogenis i que, en aquest cas, entén la columna cromatogràfica com un 

medi heterogeni que consta d’una zona intersticial i d’una zona formada per les 

partícules de fase estacionària. La relació de volums entre les dues zones pot obtenir-

se mitjançant un estudi previ sobre la porositat de la columna.  

Tenint en compte que el terme Cs fa referència a la transferència de massa en la 

fase estacionària, el primer que cal fer per conèixer la relació entre aquestes partícules 
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de la fase estacionària i la difusió observada és eliminar la part de la difusió en l’espai 

intersticial de la columna. Això es pot aconseguir a través de l’aproximació de Maxwell 

al model EMT [31]. 

D’acord amb la literatura [24,30], la constant de polaritzabilitat (1) es defineix 

mitjançant l’equació (10): 
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on eff és la difusió efectiva (eff = Deff/Dm). Utilitzant dades experimentals de porositat i 

de difusió obtingudes prèviament, és senzill determinar aquesta constant. A partir del 

valor de la constant de polaritzabilitat, per a partícules esfèriques (com és el cas), es 

pot obtenir la permeabilitat relativa de la partícula (αpart) a través de la següent 

expressió: 
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Si s’aplica l’aproximació de Maxwell a la teoria EMT, es pot trobar la difusió de 

l’anàlit dins de la partícula (Dpart) a través de l’equació (12): 
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La conversió de Dpart en Dpz dependrà del tipus de partícules de fase estacionària 

que s’estiguin analitzant. En el cas de partícules completament poroses ambdós 

paràmetres són totalment equivalents ja que la zona porosa és la totalitat de la 

partícula. Per altra banda, en el cas de partícules amb nucli central dur (core-shell) 

l’aproximació EMT permet la determinació de Dpz [30,32], per la qual cosa cal 

relacionar les diferents difusions mitjançant la següent expressió: 

32

2




pz

part

D

D
 (13) 

on Dpz fa referència a la difusió únicament en la zona porosa de la partícula mentre que 

ρ és la relació entre el diàmetre del nucli sòlid i el diàmetre total de la partícula.  
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Un cop coneguda la difusió dins de la zona porosa, es pot calcular la contribució de 

la resistència a la transferència de massa de la pròpia fase estacionària [33] mitjançant 

l’equació (14): 
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En aquesta equació, α és un coeficient relacionat amb la forma de la fase 

estacionària que equival a 6 en partícules esfèriques [33,34], k’’ es defineix com el 

factor de retenció zonal i equival al factor de retenció associat a un t0 únicament 

intersticial (k’’ es relaciona fàcilment amb el factor de retenció a través de valors de 

porositat), ui és la velocitat intersticial de la fase mòbil i dp és el diàmetre de les 

partícules de la columna. Per últim, Shpart és el nombre de Sherwood de la partícula, és 

a dir, el coeficient de transferència de massa en la partícula, un paràmetre que es 

regeix per la següent expressió [35]: 
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on ρ és la prèviament mencionada relació entre el diàmetre del nucli i el diàmetre de 

la partícula. Per a partícules de tipus totalment porós, el valor de Shpart és de 10. 

Per altra banda, la contribució de la resistència a la transferència de massa de la 

fase mòbil també es pot estimar, però cal tenir en compte que és una determinació 

menys fiable ja que es basa en dues aproximacions que poden no ser del tot correctes. 

Una d’elles és considerar que el cabal de fase mòbil és pla quan més aviat té una 

naturalesa parabòlica [36], mentre que l’altra està en l’estimació del nombre de 

Sherwood, ja que la correlació utilitzada només s’ha verificat en velocitats de cabal 

més elevades de les que se solen utilitzar habitualment en HPLC [34]. Així i tot, la millor 

manera de conèixer la contribució de HCm és a partir de l’equació (16) [33,34]: 
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on la majoria de paràmetres tenen el mateix significat que en l’expressió que estima 

HCs (equació (14)) i on Shm representa el nombre de Sherwood de la fase mòbil.  
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1.2.3.3. Terme A de l’equació de van Deemter 

La contribució a l’eixamplament de banda deguda al terme A de l’equació de van 

Deemter és possiblement la més complicada d’avaluar, ja que no hi ha una manera 

senzilla de determinar-la amb exactitud. Inicialment, van Deemter va considerar el 

terme A com un paràmetre proporcional al diàmetre de partícula (dp) de la columna (A 

= 2λdp), on λ és simplement una constant de proporcionalitat, però posteriorment ha 

quedat demostrat que aquesta estimació no és tan senzilla. Giddings va desenvolupar 

la teoria de l’emparellament (coupling theory) [27] en la que s’afirmava que a 

velocitats altes aquesta relació era correcta perquè la dispersió d’eddy anava regida 

pel cabal de la pròpia fase mòbil però que a velocitats més baixes aquesta dispersió 

també estava controlada per la difusió de l’anàlit [27,37]. A més, tenint en compte que 

la dispersió d’eddy està provocada per les irregularitats de velocitat de la fase mòbil, 

Giddings va enumerar fins a cinc tipus de contribucions diferents per explicar les 

diferències de velocitat en funció de la distància que les separava. Així doncs, per 

explicar la dispersió d’eddy de forma completa caldria avaluar les diferències de 

velocitat entre partícules adjacents (trans-channel), en un diàmetre de poques 

partícules (short-range inter-channel), en un diàmetre d’un nombre notable de 

partícules (long-range interchannel), en el diàmetre sencer de la columna (trans-

column) i dins de la pròpia partícula (trans-particle) [27,38]. Tot i que estudis posteriors 

van permetre negligir l’efecte trans-column i eliminar l’efecte trans-particle [8], resulta 

molt complicat fer una bona estimació de la dispersió d’eddy total quan són tants els 

factors que hi intervenen. Altres models que s’han proposat al llarg del temps per 

determinar la dispersió d’eddy, com podrien ser el model de Huber [5], el model de 

Horváth [7] o el model de Bouchaud [39], si bé són correctes quant al fonament no són 

prou acurats per a la quantificació [37]. 

Així doncs, degut a la gran complicació que suposa la determinació directa de la 

dispersió d’eddy, la manera més lògica de realitzar aquesta estimació és per diferència 

amb la resta de contribucions de l’equació de van Deemter a l’alçada de plat total 

d’acord amb l’equació (7). Tot i això, cal tenir en compte que es tracta d’una estimació 

força aproximada ja que la determinació de HCm es basa en aproximacions que poden 

no ser del tot correctes. 
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1.2.4. Caracterització global 

La caracterització pas a pas del rendiment de columnes cromatogràfiques és un 

procediment força interessant i útil per a la indústria però, en ser un procediment 

bastant extens i detallat, també esdevé força laboriós ja que dur a terme una 

caracterització completa requereix una quantitat significativa de temps. Així doncs, un 

mètode sistemàtic i relativament automatitzat que permetés caracteritzar la columna, 

analitzar les diferents contribucions a l’eixamplament de banda segons l’equació de 

van Deemter i avaluar el seu rendiment i eficàcia globals seria una eina de treball força 

interessant ja que, en gran mesura, facilitaria la feina als membres de la comunitat 

científica que necessitin fer aquest tipus de determinacions. L’obtenció d’una eina 

d’aquestes característiques ha estat un dels objectius d’aquest treball. 
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1.3. CARACTERITZACIÓ DE FASES MÒBILS 

CROMATOGRÀFIQUES

En RP-HPLC, la fase mòbil és un solvent de caràcter polar que arrossega els anàlits a 

través de la columna i, generalment, consta d’una fracció de caràcter aquós 

(habitualment tamponada) i d’una altra fracció de caràcter orgànic. La relació entre 

aquestes dues fraccions afectarà en gran manera les propietats de la pròpia fase mòbil, 

la més rellevant de les quals és la d’eluir diferentment els diversos compostos d’una 

mescla problema. Aquesta propietat es relaciona directament amb la polaritat i, pels 

compostos amb propietats àcid-base, amb el valor de pH de la mescla hidroorgànica. 

És ben sabut que la polaritat és una propietat que depèn directament de la composició 

de la fase mòbil, és a dir, de la proporció de les seves fraccions aquosa i orgànica, però 

cal fer èmfasi en què el valor de pH d’una fase mòbil tamponada també és funció de la 

seva pròpia composició [40,41]. Aquestes dependències resulten crítiques a l’hora de 

caracteritzar una fase mòbil i d’avaluar la retenció cromatogràfica. Addicionalment, si 

la fase mòbil va arrossegant un anàlit amb propietats àcid-base pel sistema 

cromatogràfic, el pKa d’aquest últim també es veurà afectat pel contingut de 

modificador orgànic d’acord amb la naturalesa del propi anàlit. Així doncs, 

caracteritzar una fase mòbil de forma correcta implica necessàriament una bona 

avaluació tant de la variació de la polaritat i del pH de la fase mòbil, com de l’efecte 

d’aquesta fase mòbil en el pKa dels anàlits que elueixi. 

1.3.1 Estimació de la polaritat 

Al llarg del temps, s’han proposat diversos paràmetres de mesura de la polaritat de 

mescles hidroorgàniques. Un dels més coneguts és potser el paràmetre de Dimroth-

Reichardt, ET(30), un paràmetre basat en l’energia d’excitació de l’indicador 

solvatocròmic anomenat ET(30) [42] i pel qual s’ha observat una dependència lineal 

amb la retenció cromatogràfica de compostos neutres obtinguda a partir de fases 

mòbils amb diversos continguts de modificador orgànic [43–45]. A partir d’aquesta 
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relació lineal, es va establir un nou paràmetre normalitzat de polaritat del solvent que 

es va denominar Pm
N i que es va establir com a paràmetre de polaritat de la fase mòbil 

en el marc d’un model de polaritat per a la retenció en cromatografia de líquids [46]. 

Les relacions establertes entre el paràmetre Pm
N i la fracció de modificador orgànic en 

la fase mòbil són funció de la naturalesa del solvent orgànic que es faci servir [46–49]: 
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on les abreviacions MeCN i MeOH fan referència a mescles hidroorgàniques que 

continguin acetonitril i metanol respectivament. Com que les fases mòbils 

habitualment contenen acetonitril o metanol com a modificador orgànic, per 

caracteritzar-les és imprescindible conèixer la relació entre Pm
N amb la naturalesa i 

fracció (φ) de solvent orgànic a la fase mòbil (equacions (17) i (18)). En el cas que el 

modificador orgànic no fos ni acetonitril ni metanol, s’hauria d’establir una equació 

similar però amb els seus propis coeficients numèrics. 

1.3.2. Mesura del pH 

El pH d’una solució es defineix com el logaritme decimal negatiu de l’activitat de l’ió 

hidrogen; magnitud relacionada amb la seva concentració a través del coeficient 

d’activitat. Aquest coeficient equival a la unitat quan s’assoleix l’estat estàndard de 

l’activitat de l’ió hidrogen que, en el cas de l’aigua, és el de dilució infinita. Ara bé, 

quan es considera l’estat estàndard d’una mescla hidroorgànica (com podria ser una 

fase mòbil) es pot escollir entre dos estats estàndard diferents: la ja esmentada dilució 

infinita de l’ió hidrogen en aigua o bé la dilució infinita de l’ió hidrogen en aquesta 

mescla hidroorgànica concreta. Això dóna lloc a dues escales diferents de valors de pH, 

en l’escala s
w pH l’estat de referència és el protó a dilució infinita en aigua mentre que 

en l’escala s
s pH l’estat de referència és el protó a dilució infinita en la mescla 

hidroorgànica. Els índexos que figuren a l’esquerra del símbol són els indiquen com es 

realitza la mesura i en quina escala de pH es treballa. En aquest sentit, el superíndex 
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dóna informació sobre el medi en el que es fa la determinació del pH mentre que el 

subíndex fa referència al solvent per al qual s’agafa l’estat estàndard; en ambdós casos 

w significa aigua i s significa mescla hidroorgànica (o qualsevol altre solvent orgànic). 

Aquesta nomenclatura és la que està aprovada per la IUPAC [50]. A efectes pràctics, 

l’elecció del solvent per al qual el coeficient d’activitat a dilució infinita és la unitat 

(estat estàndard) es veu reflectida en el medi de calibració de l’elèctrode de pH, una 

calibració prèvia en tampons aquosos dóna lloc als valors de s
w pH mentre que a partir 

d’una calibració en el mateix solvent hidroorgànic en el que es fa la mesura 

s’obtindrien valors de s
s pH. Per a mesures de pH en un medi totalment aquós 

s’utilitzaria l’escala de w
w pH, que no és altra cosa que una escala s

s pH on el solvent s és 

aigua (w), però aquesta escala en cap cas es podria utilitzar per a obtenir el pH d’una 

mescla hidroorgànica, ni abans de barrejar la solució tamponada i el solvent orgànic ni, 

per descomptat, un cop ambdós solvents estiguin mesclats. 

El s
s pH presenta un gran inconvenient experimental ja que, com l’escala és diferent 

per a cada solvent i fracció de modificador orgànic, caldria preparar tampons de 

calibració per a cada composició de fase mòbil en la que s’hagués de mesurar el pH, fet 

que fa quasi impossible el seu ús pràctic. Per altra banda, els valors de s
w pH sí que es 

poden correlacionar entre sí ja que el seu estat estàndard és el mateix en qualsevol 

cas. Tanmateix, és possible obtenir dades de s
s pH donat que els seus valors es poden 

relacionar amb els de s
w pH a partir de la següent expressió [51–54]: 

 pH   pH s
s

s
w  (19) 

Tot i que la relació sembla senzilla, el sentit físic del terme δ és força complex. 

Aquest terme es basa en les contribucions de l’efecte primari del medi (que està 

relacionat amb el canvi en l’energia de Gibbs en la transferència d’ions H+) i de la 

diferència en el potencial d’unió líquida del sistema d’elèctrodes entre el solvent 

hidroorgànic i la solució aquosa. Per tant, δ depèn pràcticament en la seva totalitat de 

la composició de la fase mòbil. La determinació d’aquest paràmetre, tant en mescles 

d’aigua amb metanol [43,44,53,55] com amb acetonitril [54,56,57], ha donat lloc a 

equacions (20) i (21), que permeten l’estimació de δ únicament en funció del 

percentatge de modificador orgànic present a la fase mòbil [58,59]: 
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  (21) 

on φMeCN i φMeOH fan referència a la fracció en tant per u d’acetonitril i de metanol en la 

fase mòbil, respectivament. Aquestes equacions no són aplicables per a tot l’interval 

de fracció orgànica de la fase mòbil; en metanol es poden fer servir de manera fiable 

fins a un 80% en volum mentre que per acetonitril només es poden utilitzar fins a un 

60% en volum de fracció orgànica en la fase mòbil. 

1.3.3. Evolució del pH de la fase mòbil amb la fracció 

de modificador orgànic 

Existeixen tres factors importants a l’hora d’avaluar la variació del pH d’una solució 

amortidora en funció de la quantitat de solvent orgànic que se li afegeixi. El primer és 

la pròpia concentració del tampó, ja que com més quantitat d’agent amortidor hi hagi 

en la solució més petita serà la variació del seu pH en afegir la mateixa quantitat de 

solvent orgànic. Anàlogament, com més gran sigui la fracció de modificador orgànic, 

més diferència hi haurà entre els valors de w
w pH i de s

w pH. Però el factor més 

important és la naturalesa de l’agent amortidor. Com a norma general, el valor de s
w pH 

de les solucions amortidores preparades a partir de substàncies amb caràcter àcid (ja 

siguin neutres o aniòniques) tendeix a pujar quan s’afegeix una fracció de solvent 

orgànic a la solució tamponada (per exemple tampons d’àcid fosfòric, àcid acètic, àcid 

fòrmic, etc.). Per altra banda, si la solució amortidora es prepara amb una substància 

de caràcter bàsic, el s
w pH del tampó baixarà conforme se li vagi afegint solvent orgànic 

(per exemple tampons d’amoni, TRIS, pirrolidina, etc.). Aquesta diferència de 

comportament pot explicar-se a partir de la teoria establerta per Izmailov [60], que 

relaciona la constant d’acidesa dels compostos amb les seves interaccions 

electrostàtiques, acidesa i basicitat intrínseques i altres efectes de solvatació. Tot i 

aquest comportament general, el valor de s
w pH de les solucions amortidores tant de 
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caràcter àcid com bàsic augmenta bruscament a fraccions molt elevades de 

modificador orgànic. 

Tot i que mesurar el valor real de s
w pH d’una fase mòbil és senzill, aquesta mesura 

no és fàcil en un procés d’elució en gradient ja que el percentatge de modificador 

orgànic varia durant l’elució. Per aquest motiu, el que cal fer és estimar-lo per a cada 

moment d’elució. Tot i que la literatura proposa aproximacions que permeten 

modelitzar com canvia el pH en funció de la composició de la fase mòbil [61,62], la 

manera més habitual i més senzilla d’estimar el pH de la fase mòbil durant una elució 

en mode gradient és a través de diverses mesures de valors de s
w pH en mode isocràtic 

i, posteriorment, l’ajust d’aquests valors a una equació que podrà ser més o menys 

complexa en funció de la precisió requerida. 

1.3.4. Evolució del pKa de l’anàlit amb la fracció de 

modificador orgànic de la fase mòbil 

D’una manera semblant a la definició del pH, el pKa d’un compost és el logaritme 

decimal negatiu de la seva constant d’acidesa. De fet, el pKa de l’anàlit i el pH d’una 

solució són dues propietats fisicoquímiques que es poden relacionar matemàticament 

a través de la coneguda equació de Henderson-Hasselbalch: 

HA

A

c

c
K logp    pH a   (22) 

on cA i cHA són les concentracions de solut en la seva forma desprotonada i protonada, 

respectivament. Aquesta equació es compleix sempre independentment de l’escala en 

la que estiguin els valors de pH, però això significa que els valors de pKa estan en la 

mateixa escala i que, com en el cas del pH, el pKa es pot expressar en valors de w
w pKa, 

s
w pKa o s

s pKa, on les lletres s i w tenen el mateix significat que en el cas del pH. Així 

doncs, ambdues propietats mostren un comportament semblant quan s’afegeix una 

certa quantitat de solvent orgànic a una solució aquosa. Els soluts amb caràcter àcid 

(com els fenols o els àcids carboxílics) veuran com creix el seu pKa conforme augmenta 

la fracció de modificador orgànic afegida mentre que els compostos amb caràcter bàsic 
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(com les amines o les piridines) experimentaran un descens en el seu valor de pKa. Per 

últim, tal i com també passa amb el pH, és possible utilitzar el paràmetre δ a l’hora de 

transformar valors de s
w pKa en valors de s

s pKa [63]. 

Ara bé, en una elució en mode gradient on la composició de la fase mòbil varia 

constantment (i, per tant, el valor de s
w pKa del compost), no és tan senzill estimar 

l’evolució d’aquest pKa com ho és estimar l’evolució del pH. El mètode experimental 

per dur a terme aquesta estimació consisteix en mesurar la retenció del compost en 

mode isocràtic a diversos valors de s
w pH perfectament coneguts (es podria fer també 

amb valors de s
s pH, però no resulta pràctic a nivell experimental) i, posteriorment, 

substituir les dades obtingudes a l’equació fonamental de retenció d’anàlits 

ionitzables: 

a

a

pKpH

pKpH
AHA kk

k









101

10
 (23) 

on kHA i kA són els factors de retenció de la forma àcida i la forma bàsica de l’anàlit, 

respectivament (també definides com a formes protonada i desprotonada). Les 

càrregues de les diferents espècies s’han omès per simplicitat. 

L’equació anterior descriu una corba sigmoide quan es representa gràficament el 

factor de retenció d’un anàlit ionitzable front el pH de la fase mòbil, el punt d’inflexió 

de la qual equival al valor de pKa que es vol determinar. Repetint el procés per a 

diverses composicions isocràtiques de fase mòbil s’obtenen valors de pKa a diferents 

fraccions de modificador orgànic i, per tant, és possible ajustar els valors obtinguts a 

una equació tal i com es fa també amb els valors de pH. El gran avantatge que té 

aquest mètode és que, en ser un mètode experimental, permet obtenir una bona 

estimació de l’evolució del pKa però, per contra, requereix una gran quantitat de 

treball experimental. 

Com a alternativa, la literatura proposa equacions que permeten estimar el valor de 

s
w pKa de les substàncies en funció del seu grup funcional. Aquesta idea neix del treball 

de Chantooni i Kolthoff [64], qui van ser els primers en proposar una relació lineal 

entre els valors de s
s pKa i 

w
w pKa per a compostos d’una mateixa família que responia a 

l’expressió que es mostra a l’equació (24): 
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sa
w
wsa

s
s bpKapK   (24) 

on el pendent as fa referència a la resolució de la força àcida (d’una determinada 

família de compostos en un solvent hidroorgànic, o completament orgànic, en 

referència a l’aigua) mentre que el terme independent bs reflecteix les diferències 

entre les interaccions del compost en medi aquós i en medi hidroorgànic o orgànic. 

Aquesta relació per a les diferents famílies de compostos ha estat àmpliament tractada 

en la literatura [65–71]. 

El desenvolupament d’aquesta expressió lineal per a mescles hidroorgàniques [72–

74] va donar lloc a expressions específiques per a aquests dos paràmetres as i bs, tal i 

com es mostra a les equacions (25) i (26): 

2
43

2
21

1

1





ss

ss
s

aa

aa
a




  (25) 

2
43

2
21

1 



ss

ss
s

bb

bb
b




  (26) 

En aquestes dues equacions, as1, as2, as3, as4, bs1, bs2, bs3 i bs4 són coeficients d’ajust 

constants per a cada família de compostos mentre que φ és, com sempre, la fracció de 

modificador orgànic en la fase mòbil. Estudis experimentals presents a la literatura han 

permès donar valors d’aquests coeficients per a algunes famílies de compostos tant 

per acetonitril [57,75] com per metanol [72–74], valors que es recullen a la Taula 1.  

Taula 1. Coeficients d’ajust que permeten el càlcul dels paràmetres as i bs 

 Mescles hidroorgàniques amb acetonitril 
 as1 as2 as3 as4 bs1 bs2 bs3 bs4 

Àcids carboxílics alifàtics 9.97 -8.59 8.83 -8.72 -0.68 9.94 8.45 -8.59 

Àcids carboxílics aromàtics 52.04 -10.93 49.33 -32.69 -5.32 8.99 22.56 -23.21 

Fenols 10.05 -10.04 7.97 -8.37 -5.33 9.95 0.19 -0.70 

Amines -0.73 -0.27 -0.87 -0.12 -1.82 2.25 -1.75 0.90 

Piridines -1.67 0.67 -1.66 0.67 -1.78 1.89 -0.58 -0.40 

 Mescles hidroorgàniques amb metanol 
 as1 as2 as3 as4 bs1 bs2 bs3 bs4 

Àcids carboxílics alifàtics -1.406 0.680 -1.551 0.827 1.034 -0.898 -1.250 0.277 

Àcids carboxílics aromàtics 

(amb orto-substituents) 
-1.189 0.190 -1.424 0.425 0.449 -0.429 -1.674 0.677 

Àcids carboxílics aromàtics 

(sense orto-substituents) 
-1.101 0.103 -1.516 0.518 -0.178 0.187 -1.699 0.702 

Fenols -0.656 -0.030 -0.844 0.133 -0.454 0.866 -0.017 -0.865 

Amines -0.476 0.209 -0.400 0.158 -0.458 0.477 -1.674 0.690 

Piridines 2.617 0.000 2.809 0.000 -1.733 1.763 -1.214 0.272 



Introducció 

44 

Aquestes equacions són vàlides fins a un 100% de metanol però només fins a un 

60% en volum d’acetonitril excepte en el cas de les piridines, on les equacions han 

pogut ser validades fins a un 100% gràcies a les dades experimentals obtingudes per 

Pawlak [76]. Per obtenir els valors finals de s
w pKa, que són els més interessants 

cromatogràficament, cal sumar el paràmetre δ als valors de s
s pKa obtinguts, un 

paràmetre que es pot calcular directament mitjançant les equacions (20) i (21) per 

fases mòbils on el modificador orgànic sigui metanol o acetonitril, respectivament, 

donant lloc a l’expressió: 

 sa
w
wsa

s
w bpKapK  (27) 

Gràcies a l’equació (27), es pot estimar el valor real del s
w pKa a qualsevol composició 

de la fase mòbil únicament coneixent el seu valor de pKa en aigua ( w
w pKa), dada que es 

pot trobar amb relativa facilitat a la literatura [77–79]. 
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1.4. RETENCIÓ EN CROMATOGRAFIA DE 

LÍQUIDS D’ALTA RESOLUCIÓ (HPLC) 

La capacitat més important de la cromatografia de líquids d’alta resolució, 

coneguda habitualment amb el nom de HPLC, és la de separar els compostos d’una 

mescla partir de les diferents interaccions que aquests tenen amb les dues fases 

cromatogràfiques. La manera més habitual de quantificar l’efecte d’aquestes 

interaccions és mitjançant la mesura de la retenció, ja que les substàncies que 

interaccionin més amb la fase estacionària estaran més retingudes i viceversa. Tot i 

que des d’un punt de vista de fonaments és més correcte utilitzar el volum de retenció, 

la mesura més habitual és el temps de retenció (tR), que és el temps que triga un anàlit 

en recórrer la columna cromatogràfica. En el cas que una substància no interaccionés 

en absolut amb la fase estacionària es tractarà d’una substància no retinguda, i el 

temps de retenció mesurat serà considerat el temps mort del sistema cromatogràfic 

(t0). La relació entre aquestes dues dades dóna lloc al que es coneix com a factor de 

retenció, k, tal i com es defineix a l’equació (28): 

0

0

t

tt
k R   (28) 

La retenció de les diferents substàncies es veu altament influenciada per les 

condicions experimentals d’elució (pH de la fase mòbil, naturalesa i fracció del 

modificador orgànic de la fase mòbil, etc.), per la qual cosa és força habitual modificar 

aquestes condicions per tal d’obtenir separacions de mescles més eficaces. L’habilitat 

de poder predir quina retenció tindrà un anàlit en funció de les condicions 

experimentals d’elució abans de realitzar la mesura cromatogràfica pot resultar una 

eina força interessant, especialment de cara al desenvolupament de metodologies 

analítiques que impliquin la separació d’una mescla de substàncies. Per aquest motiu, 

el desenvolupament i establiment de models que permetin la predicció de la retenció 

és un camp de gran interès en HPLC. 
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1.4.1. Retenció de substàncies neutres 

Es considera una substància neutra aquella que no presenta propietats àcid-base en 

l’interval de pH propi de la fase mòbil i que, per tant, a efectes pràctics no es pot 

ionitzar. Aquest és un fet força significatiu ja que vol dir que la substància es mantindrà 

invariable sigui quin sigui el pH de la fase mòbil. Per tant, predir la retenció de 

substàncies neutres resulta relativament senzill ja que, atès que la seva retenció 

només depèn de la polaritat de la fase mòbil i és independent del seu pH, els diversos 

models proposats per explicar la retenció d’aquest tipus de compostos només cal que 

relacionin directament la retenció cromatogràfica (k) amb la composició de la fase 

mòbil (φ). 

1.4.1.1. Retenció en mode isocràtic 

El mode isocràtic és un mode d’elució en el qual la fracció de modificador orgànic 

en la fase mòbil es manté constant durant tot el procés d’elució i, per tant, les 

propietats fisicoquímiques de la fase mòbil involucrades en l’anàlisi cromatogràfica, 

com per exemple la polaritat (Pm
N), no variaran durant el procés d’elució. En 

conseqüència, predir la retenció de compostos neutres en elucions isocràtiques  

resulta relativament senzill degut a que tant la composició de la fase mòbil com els 

paràmetres que en depenen mantindran un valor constant durant la totalitat del 

procés.  

Tot i que inicialment es va proposar una relació lineal entre la retenció (log k) d’un 

compost i la fracció de modificador orgànic en la fase mòbil (φ) [80] està demostrat 

que aquesta relació dóna lloc a desviacions massa significatives [81], per la qual cosa 

una relació quadràtica com la que es mostra a l’equació (29) resulta força més 

adequada [82]: 

2
210  log  ccck   (29) 

A més de l’expressió quadràtica, la literatura n’ofereix d’altres que relacionen 

aquestes dues variables, expressions normalment basades en coeficients empírics o 

semiempírics [1,83–85]. Una d’aquestes expressions és l’equació (30), expressió que 

està basada en els tres paràmetres empírics a, b i c: 
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c
ak




1
  log  (30) 

a, b i c són constants per a cada solut i específics de cada sistema cromatogràfic, 

entenent per sistema cromatogràfic el conjunt de columna i tipus de modificador 

orgànic. Aquest model, model de tres paràmetres d’ara en endavant, s’ha fet servir 

amb èxit per predir temps de retenció de molts compostos neutres [86–88]. 

Addicionalment, aquest darrera equació també s’ha utilitzat amb èxit en mode 

gradient [89].  

Alternativament als models que relacionen la retenció (k) i la fracció de modificador 

orgànic (φ), també es va proposar que la retenció dels anàlits podia no expressar-se 

directament mitjançant la fracció de modificador orgànic sinó a partir de descriptors 

de polaritat de la fase mòbil, com per exemple el de Dimroth-Reichardt, ET
N [45]. Així 

doncs, en utilitzar aquest paràmetre en la seva versió normalitzada, s’obtenia la 

següent expressió [47]: 

N
TEpqk  ''  log   (31) 

En l’equació (31) s’inclouen dos descriptors propis de cada solut, q’ i p’, així com el 

descriptor de polaritat normalitzat de la fase mòbil ET
N. Posteriorment, es va veure que 

ambdós descriptors del solut estan correlacionats, per la qual cosa es va assumir una 

relació lineal entre q’ i p’ [46,90]. Aquesta relació, que es va observar per a una gran 

varietat de substàncies, va donar lloc a una nova expressió: 

   N
sT

N
mT EEpkk   0 ''   log  log   (32) 

en la qual es troben un total de quatre descriptors que fan referència als diferents 

factors que intervenen en el procés de retenció com el solut (p’), la polaritat de la fase 

mòbil (ET
N

m) o la polaritat de la fase estacionària (ET
N

s). Per últim, (log k)’0 representa la 

retenció de l’anàlit en el cas hipotètic que la polaritat de la fase mòbil i de la fase 

estacionària fos exactament la mateixa. 

Tot i que la correlació entre log k i el paràmetre de polaritat de la fase mòbil (ET
N

m) 

és força bona, està limitada a un cert interval de linealitat (0-80% en volum per 

acetonitril, 20-100% en volum per metanol). Per tal d’eliminar aquesta limitació, els 

paràmetres de polaritat basats en ET es van substituir pel prèviament esmentat 
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paràmetre de polaritat de la fase mòbil Pm
N, descrit per a acetonitril i per a metanol en 

les equacions (17) i (18) respectivament. Així doncs, després d’aquesta substitució 

l’equació (31) va donar lloc a l’equació (33), expressió que depèn de dos paràmetres 

empírics, p i q, i que d’ara en endavant serà anomenada model de dos paràmetres: 

N
mpPqk   log  (33) 

Per altra banda, la substitució dels paràmetres de polaritat a l’equació (32) va 

requerir no només la presència del paràmetre de polaritat de la fase mòbil Pm
N sinó 

que també va necessitar la introducció del seu homòleg de la fase estacionària Ps
N. Així 

doncs, es va obtenir l’equació (34) que depenia només del paràmetre empíric p i que 

és coneguda com a model d’un paràmetre: 

   N
s

N
m PPpkk  0  log  log  (34) 

Aquests canvis en els paràmetres de polaritat utilitzats van donar lloc a models de 

predicció que van permetre cobrir la totalitat de l’interval de composicions de fase 

mòbil (0-100% tant en acetonitril com en metanol) de forma fiable. 

Dels quatre paràmetres que conté l’equació (34), només un depèn de l’anàlit 

d’interès (p), ja que Pm
N depèn de la polaritat de la fase mòbil i tant Ps

N com (log k)0 

són paràmetres propis del sistema cromatogràfic (columna i tipus de modificador 

orgànic). Ara bé, encara que aquests dos últims siguin paràmetres constants per a cada 

sistema cromatogràfic, cal determinar-ne el valor per tal de poder utilitzar el model de 

predicció. El mètode més adequat per dur a terme aquesta determinació és un 

procediment conegut com a caracterització de columna. Aquest procediment 

consisteix en la mesura de la retenció en mode isocràtic d’un conjunt de 12 

substàncies predeterminades a diverses composicions de la fase mòbil [47,91] i el 

posterior ajust de les dades experimentals a l’equació (33). Aquest ajust permet la 

determinació de valors independents de p (pendent) i q (ordenada a l’origen) per a 

cada compost de caracterització. Si posteriorment aquests valors s’ajusten a l’equació 

(35), resultant de substituir l’equació (33) a l’equació (34), és possible obtenir els valors 

de (log k)0 i de Ps
N per al sistema cromatogràfic: 

  N
spPkq  0  log  (35) 
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Posteriorment, és recomanable sotmetre aquests valors inicials de (log k)0 i Ps
N a un 

procés d’iteració consistent en reduir la suma de mínims quadrats entre els valors de 

log k experimentals i els valors calculats a partir de l’equació (34) fins assolir un mínim. 

Aquest procés és utilitzat per tal de refinar els valors dels paràmetres propis del 

sistema cromatogràfic i guanyar exactitud en la predicció. Un cop els valors de (log k)0 i 

Ps
N són perfectament coneguts, la retenció del solut només dependrà del valor de p 

d’acord amb l’equació (34). Aquest model s’ha fet servir amb anterioritat de forma 

satisfactòria per predir els factors de retenció de soluts neutres en RP-HPLC [41,47–

49,86,91–95]. 

Un dels aspectes més interessants a l’hora d’establir models de predicció és que 

requereixin el mínim treball experimental previ possible, fet que porta a buscar models 

senzills o simplificacions sobre els models habitualment utilitzats. Un dels exemples 

més clars està en el prèviament mencionat model de tres paràmetres. Els tres 

paràmetres experimentals de l’equació (30) han de ser determinats de forma 

simultània en condicions isocràtiques abans de poder utilitzar-lo per realitzar les 

prediccions, fet que requereix una quantitat considerable de treball experimental 

preliminar. Per tal de reduir la feina experimental necessària, es pot considerar b com 

la constant d’equilibri del procés d’adsorció entre el modificador orgànic i la fase 

estacionària, fet que dóna lloc a un valor constant [83]. Realitzant aquesta 

aproximació, s’arriba a l’equació (33), una expressió que depèn de dos paràmetres 

[46,96] i expressa la relació entre la retenció i la fracció de modificador orgànic en la 

fase mòbil per mitjà del paràmetre de polaritat Pm
N.  

De totes maneres, el model de dos paràmetres segueix requerint un treball 

experimental significatiu. Com ja s’ha vist, una possible simplificació d’aquest model 

consisteix en assumir una relació lineal entre q i p, desenvolupant així un model que 

depèn només d’un paràmetre [46,90] com és l’equació (33). Aquesta equació en 

realitat implica tres paràmetres però només un d’ells, p, és realment un paràmetre 

variable que depèn de cada compost en particular, ja que cal recordar que (log k)0 i Ps
N 

són constants per un determinat sistema cromatogràfic (és a dir, per a una mateixa 

combinació de columna cromatogràfica columna i tipus de modificador orgànic 

utilitzat). El paràmetre p depèn bàsicament de la polaritat del solut, els anàlits polars 
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tenen valors baixos de p mentre que les substàncies apolars tenen valors més elevats. 

Tot i això, encara que en menor mesura, p també depèn del tipus de modificador 

orgànic que es faci servir i de la fase estacionària utilitzada. Encara que existeixen 

diverses maneres de determinar el valor de p, la més habitual i més senzilla és 

realitzant un experiment en isocràtic, essent suficient una sola mesura de la retenció, i 

substituint el valor de retenció a l’equació (34), sempre tenint en compte que el 

sistema cromatogràfic estigui prèviament caracteritzat. A més, aquesta mesura pot 

realitzar-se a qualsevol fracció de modificador orgànic de fase mòbil, ja que la retenció 

es relacionarà amb la composició de la fase mòbil mitjançant el valor de Pm
N 

corresponent. Addicionalment, cal afegir que els valors de p tabulats o obtinguts 

experimentalment poden correlacionar-se d’una columna a una altra [47,97]. 

Per últim, encara que la seva aplicació més habitual sigui la de predir temps de 

retenció, cal afegir que aquest paràmetre p també està relacionat amb alguns 

paràmetres físics de rellevància, com per exemple el logaritme del coeficient de 

partició octanol/aigua (log Po/w) [98,99]. 

1.4.1.2. Retenció en mode gradient 

L’elució en gradient és un dels mètodes de treball més interessants i més emprats 

en HPLC ja que, en ser un mode en què la composició de la fase mòbil es pot fer variar 

a voluntat durant l’elució, es pot aconseguir la separació completa de diferents soluts 

en un temps relativament curt [1]. Per tant, un dels temes de major interès és el 

desenvolupament de models que siguin capaços de predir el temps de retenció en 

mode gradient, ja que d’aquesta manera es podran optimitzar anàlisis i procediments, 

fet que comportarà un estalvi en temps i en recursos més que interessant. Així doncs, 

s’han proposat diferents models capaços de descriure com es comporten i retenen els 

anàlits durant l’elució en RP-HPLC en mode gradient [86,89,100–109].  

Una de les maneres de desenvolupar mètodes de predicció de la retenció 

cromatogràfica és partir de l’equació fonamental de l’elució en gradient [110–112], 

que respon a la següent expressió: 


 0

0 0

ttR

kt

dt



 (36) 
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En aquesta equació, tR és el temps de retenció del solut, t0 és el temps mort del 

sistema cromatogràfic, mentre que kφés el factor de retenció del solut per a una 

fracció de modificador orgànic de la fase mòbil determinada (φ), composició 

expressada en tant per u. Entre totes les aproximacions a l’equació fonamental de 

l’elució en gradient destaca la de Nikitas i col·laboradors, que van establir que el 

gradient continu format en el mesclador és equivalent a una successió de múltiples 

fases mòbils, cadascuna d’elles de concentració fixa i amb una durada igual al 

diferencial de temps t [88,89,113]. L’equació (37), que dóna resposta a l’equació (36), 

és la següent: 
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on dtc és l’interval infinitesimal de temps en el que l’anàlit està sota la influència d’una 

concentració concreta de fase mòbil (de composició φ) i tD és el temps de residència 

del sistema, és a dir, el temps que triga el gradient establert en el mesclador en arribar 

al començament de la columna cromatogràfica. Addicionalment, tD* és el temps de 

residència corregit del sistema, calculat a partir de la següent equació: 
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on kφin és el factor de retenció del solut en les condicions inicials d’elució.  

A partir de l’equació fonamental de l’elució cromatogràfica (equació (36)) i de 

l’aproximació anterior (equació (37)), la condició que ha de complir un solut per eluir-

se és que la suma de la distància relativa recorreguda pel propi solut en cada 

composició de fase mòbil fixa sigui igual o superior a la longitud de la columna. 

Aquesta condició es mostra a la següent expressió: 
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En l’equació (39), es substitueixen els diferencials de temps (d) presents en les 

anteriors equacions per increments de temps (δ). De cara a respectar el concepte 

matemàtic del diferencial, se solen agafar els increments petits, temptativament de 

0.01 minuts. Un cop es determina el valor n, que representa el valor enter més petit 
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que fa que es compleixi la condició necessària per a l’elució, es pot determinar el 

temps de retenció mitjançant la següent expressió: 
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  (40) 

Així doncs, a l’hora d’utilitzar l’equació (40) per determinar el temps de retenció es 

fa imprescindible conèixer la relació existent entre el factor de retenció dels anàlits (k) 

i la fracció de modificador orgànic de la fase mòbil (φ), relació que s’explica 

extensament en l’apartat anterior. 

1.4.2. Retenció de substàncies ionitzables 

Es coneix com a anàlit ionitzable a aquell compost que presenta propietats àcid-

base per la qual cosa, en funció del pH del medi, pot estar en la seva forma neutra o en 

la seva forma ionitzada. Per a un anàlit ionitzable, la relació entre les concentracions 

de la forma neutra i la forma ionitzada ve determinada per la constant d’equilibri àcid-

base, que pren la següent forma pels anàlits monopròtics: 

 
 HA

A
aK Ha '  (41) 

on [HA] i [A] són les concentracions de la forma àcida i de la forma bàsica de l’anàlit, 

respectivament. Depenent de la constant d’acidesa, normalment expressada en forma 

de pKa (el seu logaritme decimal negatiu) i del pH del medi, els compostos es trobaran 

en la seva espècie neutra o ionitzada. Cal recalcar que la constant d’acidesa s’expressa 

mitjançant les activitats de les diferents espècies, el paràmetre que es defineix amb les 

concentracions de les diferents formes de l’anàlit és la constant d’acidesa K’a.  

1.4.2.1. Retenció en mode isocràtic  

Tal i com passava per a la retenció d’anàlits neutres, la composició de la fase mòbil 

constant en el mode isocràtic fa que el seu pH així com el pKa de l’anàlit que s’elueix no 

variï durant l’elució cromatogràfica. Aquests dos paràmetres tenen una gran influència 

en la retenció d’anàlits ionitzables, tal i com mostra l’equació (23) [58,59,84,85,114]. 

En aquesta equació també hi apareixen els factors de retenció tant de la forma àcida 
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com de la forma bàsica de l’anàlit (kHA i kA respectivament); en aquest sentit cal tenir 

en compte que la forma neutra d’una substància es reté força més que la seva forma 

ionitzada (en àcids, la forma àcida del compost serà l’espècie neutra mentre que per 

bases, la forma àcida serà l’espècie ionitzada). 

La Figura 6 és un exemple de representació gràfica de l’equació (23) per a un àcid i 

per a una base monopròtica. A través de la figura, resulta senzill estimar de forma 

aproximada tant el valor de pKa del compost (en el seu punt d’inflexió) com els temps 

de retenció de l’espècie neutra i de l’espècie ionitzada (en els braços horitzontals de la 

corba, on el temps de retenció més elevat és el que fa referència a l’espècie neutra de 

l’analit):  

 

Figura 6. Exemple de corba de retenció per un àcid (esquerra) i per una base (dreta) 

Cal aclarir que, tot i que l’equació original fa referència a factors de retenció, és 

possible obtenir la mateixa relació si es substitueixen aquests factors de retenció per 

altres magnituds relacionades, com per exemple el temps de retenció, el temps de 

retenció ajustat, el volum de retenció o el volum de retenció ajustat [58,59,115]. 

Així doncs, si es parteix de la base que la retenció d’un anàlit ionitzable és una 

mitjana ponderada entre la retenció de l’anàlit en forma totalment neutra i la retenció 

de l’anàlit en forma totalment ionitzada, s’obté la següent relació: 

  IN DkkDk  1  (42) 

on kN és el factor de retenció de l’espècie neutra de l’anàlit, kI el de l’espècie ionitzada i 

D representa el grau d’ionització de l’anàlit, és a dir, la fracció en tant per u d’ionització 

pH pH 

t R
 

t R
 



Introducció 

54 

de l’anàlit (essent 0 per a l’anàlit en estat neutre i 1 per a l’anàlit en estat 

completament ionitzat). D es defineix mitjançant la següent expressió: 

 pHpKi a
D




101

1
 (43) 

on i, en anàlits monopròtics, pren el valor de +1 per a àcids i de -1 per a bases [116].  

Tal i com s’ha explicat als apartats 1.3.3 i 1.3.4, cal tenir present que afegir 

modificador orgànic a una solució aquosa tamponada altera el pH de la mateixa, així 

com el pKa dels anàlits que s’hi continguin, alteració que dependrà del volum i del tipus 

de modificador orgànic que s’afegeixi. Per tant, el grau d’ionització de l’anàlit en la fase 

mòbil de treball també variarà en funció de la fracció de modificador orgànic. Tot i 

això, quan l’elució és en mode isocràtic, ni el pH de la fase mòbil ni el pKa de l’anàlit (ni, 

per extensió, el seu grau d’ionització) variaran durant l’elució ja que la composició de 

la fase mòbil es mantindrà constant. 

Un cop solucionada la modelació de l’ionització, cal integrar la retenció de les dues 

espècies de l’anàlit monopròtic (neutra i ionitzada) dins l’equació (23) per tal de 

desenvolupar un model robust. Una de les aproximacions que relaciona els factors de 

retenció de les dues espècies de l’anàlit consisteix en considerar que la retenció de la 

forma ionitzada és una fracció de la retenció de la forma neutra [117,118], a través de 

la simple expressió següent: 
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HA

A

k

k
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  (44) 

on els subíndexs fan referència respectivament a la forma desprotonada i protonada 

de l’anàlit mentre que el paràmetre i equival al que s’ha fet servir en l’equació (43). 

Si s’introdueixen els paràmetres D i f (descrits en les equacions (43) i (44), 

respectivament) a l’equació (23) i es reorganitzen els termes s’arriba a la següent 

expressió, que permet la predicció de la retenció d’un anàlit monopròtic en mode 

isocràtic: 

  fDkk N  11  log  log  log  (45) 
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tenint en compte que log kN es refereix a la retenció de la forma neutra (no ionitzada) 

de l’anàlit. 

1.4.2.2. Retenció en mode gradient 

Tot i que hi ha alguns articles on és tractada [119,120], la predicció de la retenció en 

mode gradient d’anàlits amb propietats àcid-base no és un tema resolt i, per tant, es fa 

necessari l’establiment de models robustos que permetin predir la retenció 

cromatogràfica de compostos ionitzables. Això resultaria de gran utilitat ja que 

ajudaria a reduir el màxim possible el temps i els recursos dedicats al treball 

experimental previ al disseny de mètodes de separació o de metodologies d’anàlisi en 

HPLC. L’establiment de models per a la predicció d’àcids i de bases senzills i d’utilitat 

pràctica ha estat un dels propòsits d’aquest treball. 
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1.5. LIPOFILICITAT DE COMPOSTOS D’INTERÈS 

BIOLÒGIC I FARMACÈUTIC 

La lipofilicitat és una propietat que, en avaluar l’afinitat d’una substància per un 

entorn lipídic, el que realment fa és donar una idea sobre les seves propietats 

biològiques, farmacocinètiques i metabòliques [121–123]. Això converteix la 

lipofilicitat en un aspecte essencial dels compostos en el camp del descobriment de 

nous fàrmacs (drug discovery), ja que la seva mesura pot donar una idea sobre com es 

comportaran les substàncies en sistemes biològics com podria ser, per exemple, el cos 

humà. 

La manera més habitual de mesurar la lipofilicitat és a partir del logaritme decimal 

del seu coeficient de partició (log P), un paràmetre que reflecteix la manera com la 

substància es distribueix entre dos solvents immiscibles que es troben en equilibri. Tot 

i que al llarg del temps s’han estudiat diverses combinacions de solvents, des dels 

estudis de Hansch i Fujita [124] s’ha establert que el coeficient més adequat és 

l’obtingut a partir d’aigua i 1-octanol com a solvents (habitualment conegut com a log 

Po/w) ja que l’octanol, en constar d’una cadena hidrocarbonada apolar llarga (C8) i un 

extrem polar (–OH), és el solvent que millor funciona com a model dels constituents 

lipídics de les membranes biològiques. A més, l’octanol presenta altres avantatges 

respecte altres solvents orgànics com per exemple una gran capacitat per dissoldre 

compostos orgànics, la capacitat d’interaccionar amb molts grups polars diferents (ja 

que és tant acceptor com donador d’enllaços per pont d’hidrogen) o una pressió de 

vapor baixa que facilita poder dur a terme mesures reproduïbles. Tenint en compte 

que el sistema de partició octanol-aigua ja està establert des de fa molt temps degut 

essencialment a tots aquests punts a favor, existeix una gran acumulació de dades 

referides al sistema, ja siguin experimentals com estimades. 

Tot i que aigua i octanol són dos solvents aparentment immiscibles, cal tenir en 

compte, però, que l’aigua és moderadament soluble en octanol [125,126]. Això per 

una banda representa un avantatge ja que no cal que els grups polars sofreixin un 
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procés de deshidratació per ser transferits de la fase aquosa a la fase orgànica, però 

per altra banda cal tenir en compte que si es vol determinar valors de log Po/w de forma 

experimental, caldrà realitzar un procés previ de saturació d’aigua en octanol per tal 

que les mesures siguin fiables. La Figura 7 mostra com, efectivament, l’octanol i l’aigua 

tenen una interacció significativa. 

 

Figura 7. Estructura de l’octanol (o) saturat en aigua (●), basada en mesures de 

difracció de raigs X [126] 

Per calcular el log Po/w d’un compost cal relacionar les concentracions presents a 

cadascuna de les dues fases mitjançant la següent expressió: 

w

o
wo

c

c
P   log  log /   (46) 

on co correspon a la concentració de l’anàlit en la fase octanòlica mentre que cw 

correspon a la concentració en la fase aquosa. 

Tanmateix, el coeficient de partició és un paràmetre que només fa referència a 

l’espècie neutra del compost. Per tant, tenint en compte que la gran majoria de 

compostos d’interès farmacèutic contenen grups funcionals ionitzables, es fa 

necessària una expressió que tingui en compte com es reparteixen totes les possibles 

espècies d’un mateix compost entre les dues fases. Per aquest motiu es defineix el 

coeficient de distribució (D) com la mitjana ponderada de la distribució global de totes 

les espècies del compost d’acord amb els seus diferents coeficients de partició i en 

funció del grau d’ionització del compost [127]. O dit d’una altra manera, el coeficient 
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de distribució és una propietat que engloba els coeficients de partició de totes les 

espècies d’un compost, entre els que es poden trobar la partició de l’espècie neutra, la 

partició de l’espècie ionitzada, la partició dels parell iònics que es puguin formar, etc. 

Així doncs, posant l’exemple d’un àcid monopròtic (en el que coexisteixen la forma 

neutra i la forma ionitzada del compost), la distribució simplificada entre les dues fases 

tindria l’esquema que es mostra a la Figura 8. 

 

 

  

 

 

Figura 8. Esquema de la distribució d’un àcid monopròtic entre la fase aquosa i la 

fase octanòlica, on PN és el coeficient de partició de l’espècie neutra i PI és el coeficient 

de partició de l’espècie ionitzada 

En aquest cas concret, tenint en compte que el pH del medi i el pKa de la substància 

(tant el pKa aquós com el pKa’ aparent que tindrà lloc a la fase octanòlica) 

condicionaran la concentració de cada espècie en la distribució, l’expressió 

matemàtica que permetrà la determinació de la lipofilicitat és la següent: 
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on PN i PI són, respectivament, els coeficients de partició de l’espècie neutra i de 

l’espècie ionitzada del compost. 

Tot i que l’estructura general de l’equació anterior és vàlida per a qualsevol equilibri 

d’espècies del compost a analitzar que puguin existir, en el cas concret dels equilibris 

àcid-base es sol assumir que les espècies ionitzades no es particionen de forma 

significativa cap a la fase orgànica. Per aquest motiu, tot i que no és totalment 

correcte, aquest aspecte de la distribució sol negligir-se i donar així lloc a una expressió 

força més senzilla: 
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  (48) 

Si es relaciona aquesta última equació amb les expressions que defineixen el 

coeficient de partició (equació (46)) i la constant d’acidesa (equació (35)), es pot 

arribar a una expressió en què el coeficient de distribució només depèn de les 

concentracions de les diferents espècies en les diferents fases de l’equilibri: 
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en la que els subíndexs fan referència a la fase en la que es troba aquesta 

concentració, w és la fase aquosa mentre que o representa la fase octanòlica. 

Així doncs, tenint en compte que el grau d’ionització del compost juga un paper clau 

en el seu coeficient de distribució, paràmetres fisicoquímics com el pH de la fase 

aquosa i el pKa de la substància d’interès tornen a ser de gran importància en la 

determinació de la partició. Per tant, tenint en compte que diferents valors de pH (el 

pKa és constant per a cada compost i no es pot modificar) donaran lloc a diferents 

valors de lipofilicitat, és força habitual tamponar la fase aquosa de la partició per veure 

com es distribueixen els compostos entre les dues fases a un determinat valor de pH. 

En aquest sentit, el pH 7.4 es considera com un valor de pH de gran importància en el 

camp farmacèutic i biològic ja que és el pH de la sang, per la qual cosa el valor de 

lipofilicitat en aquest pH (log D7.4) resulta extremadament interessant degut a la seva 

rellevància fisiològica i similitud amb els processos de partició biològics reals. A més, el 

log D7.4 està considerat com un dels descriptors de lipofilicitat més rellevants per a 

estudis d’absorció, distribució, metabolisme, excreció i toxicitat (ADMET) 

[126,128,129]. 

Degut al seu gran interès, són nombrosos els estudis destinats a desenvolupar 

mètodes i procediments que permetin la determinació de la lipofilicitat de manera 

robusta, fiable i aplicables tant per determinar valors de log Po/w com valors de log D. 

Entre ells, destaquen els mètodes potenciomètrics [130–133] i els mètodes 

cromatogràfics, que a la vegada, es poden dividir en els mètodes que es basen en l’ús 

del factor de retenció extrapolat a aigua pura (log kw) [134,135], els que combinen la 

retenció cromatogràfica amb l’ús de descriptors derivats de l’estructura dels 
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compostos [98,136–140] i els que utilitzen l’índex d’hidrofobicitat cromatogràfica, 

conegut habitualment com a CHI [141,142]. Per altra banda, també existeixen mètodes 

de predicció que utilitzen programes de càlcul que estimen el valor de log Po/w d’una 

substància a partir de la seva estructura [143–146], una manera d’obtenir una 

estimació de la lipofilicitat força ràpida però que té com a gran inconvenient que cada 

programa respon a un algoritme diferent i, per tant, sovint porten a resultats diferents 

que poden concordar o no amb els valors experimentals [147]. 

Però per sobre de tots ells, el mètode clàssic per determinar valors de log Po/w és el 

mètode d’equilibrament de fases, normalment conegut com a mètode de shake-flask 

[148]. Aquest procediment consisteix en mesclar en un mateix recipient una solució 

aquosa del compost d’interès amb una certa quantitat d’octanol (prèviament saturat 

amb aigua), agitar el recipient i posteriorment deixar que les dues fases se separin i 

s’equilibrin de tal manera que el compost es distribueixi lliurement entre elles. Una 

mesura posterior de la concentració del compost en ambdues fases permet la 

determinació del valor de log Po/w o del log D. Per realitzar la mesura de la 

concentració en cada fase, les tècniques més utilitzades són l’espectrometria i la 

cromatografia de líquids. El mètode de detecció cromatogràfica utilitzat pot anar des 

d’una senzilla detecció per UV-Vis fins a la detecció per espectrometria de masses, un 

tipus de quantificació que gràcies a la seva elevada sensibilitat resulta especialment 

útil per a mesurar solucions en les que la concentració del solut sigui molt baixa. 

Per contra, el mètode de shake-flask també presenta alguns inconvenients, com per 

exemple la limitada solubilitat que poden tenir alguns compostos en la fase aquosa 

(especialment compostos voluminosos de caràcter orgànic), la possible formació de 

microemulsions o el fet de ser un procediment lent que requereix un temps llarg. A la 

literatura es poden trobar estudis on aquests i altres inconvenients del shake-flask 

s’analitzen en major o menor mesura [121,125,128,149–151]. De totes maneres, es 

considera que els avantatges compensen amb escreix els inconvenients que presenta, 

així que encara que és un mètode tediós i que requereix un treball experimental 

considerable, la seva simplicitat i la seva semblança amb els processos biològics de 

partició real han fet que el mètode de shake-flask sigui considerat com el mètode de 

referència per a la determinació de valors de lipofilicitat, tant log Po/w com log D [128]. 
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Tot i que tradicionalment els valors de lipofilicitat per shake-flask s’han obtingut 

mesurant les concentracions de solut en ambdues fases, la injecció d’octanol dins d’un 

sistema cromatogràfic sol ser problemàtica ja que, donada la seva elevada viscositat, 

és un solvent que tendeix a romandre dins del sistema i embrutar la columna 

cromatogràfica. Per aquest motiu, Valkó va proposar un procediment que requereix 

només la mesura de la concentració de la fase aquosa de la partició [151]; si es coneix 

perfectament la quantitat d’anàlit present a la solució i s’assumeix que no hi ha 

absorció de solut a les parets del recipient on es porta a terme el procés de partició, és 

possible obtenir la concentració de solut a la fase octanòlica per diferència. Així doncs, 

desenvolupant els termes de l’equació (46), es poden obtenir valors de log Po/w o de 

log D7.4 a partir de la següent expressió: 
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on Ast és l’àrea del pic cromatogràfic corresponent a la solució patró (necessari per tal 

de conèixer la concentració inicial d’analit), Aw és l’àrea del pic cromatogràfic 

corresponent a la fase aquosa de la partició i Vw i Vo són els volums d’aigua i octanol 

(respectivament) amb els que s’ha realitzat la partició. 

No obstant, tot i ser el mètode de referència a l’hora de determinar la lipofilicitat 

dels compostos, el shake-flask és un mètode que presenta algunes limitacions tant a 

nivell d’optimització del treball experimental i del temps invertit com a nivell 

d’aplicació. Avui en dia, a la indústria farmacèutica cada cop es sintetitzen més 

compostos candidats a fàrmac, de propietats més variades i en menys quantitat, per la 

qual cosa cal adaptar el tradicional mètode de shake-flask. Així doncs, les noves 

necessitats de la indústria fan necessària la millora d’aquest mètode, fent-lo apte per a 

la determinació de productes compresos en un interval ampli de lipoficilitat i utilitzant 

poca quantitat de mostra. Un dels objectius d’aquest treball ha estat, doncs, 

l’establiment de procediments adequats a les necessitats emergents de la indústria 

farmacèutica. 
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A continuació es presenta el llistat de publicacions derivades de la recerca 

desenvolupada durant la realització de la tesi doctoral, així com una còpia de 

cadascuna d’elles: 

ARTICLE 1:  Methods for the experimental characterization and analysis of the 

efficiency and speed of chromatographic columns: a step-by-step 

tutorial 

 Axel Andrés, Ken Broeckhoven, Gert Desmet 

 Anal. Chim. Acta (2015), Ahead of print 

 DOI: 10.1016/j.aca.2015.08.030 

ARTICLE 2: Chromatographic models to predict the elution of ionitzable analytes 

by organic modifier gradient in reversed phase liquid chromatography 

 Axel Andrés, Adolfo Téllez, Martí Rosés, Elisabeth Bosch 

 J. Chromatogr. A 1247 (2012), 71-80 

ARTICLE 3: Gradient retention prediction of acid-base analytes in reversed phase 

liquid chromatography: a simplified approach for acetonitrile-water 

mobile phases 

 Axel Andrés, Martí Rosés, Elisabeth Bosch 

 J. Chromatogr. A 1370 (2014), 129-134 

ARTICLE 4: Prediction of the chromatographic retention of acid-base compounds 

in pH buffered methanol-water mobile phases in gradient mode by a 

simplified model 

 Axel Andrés, Martí Rosés, Elisabeth Bosch 

 J. Chromatogr. A 1385 (2015), 42-48 

ARTICLE 5: Setup and validation of shake-flask procedures for the determination 

of partition coefficients (logD) from low drug amounts 

 Axel Andrés, Martí Rosés, Clara Ràfols, Elisabeth Bosch, Sonia 

Espinosa, Víctor Segarra, Josep M. Huerta 

 Eur. J. Pharm. Sci. 76 (2015), 181-191  
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3.1. CARACTERITZACIÓ SISTEMÀTICA DE 

COLUMNES CROMATOGRÀFIQUES 

Des que es va proposar a mitjans del segle XX [4], l’equació de van Deemter ha estat 

la referència a l’hora d’avaluar el rendiment i l’eficàcia d’una columna cromatogràfica. 

Tal i com s’ha exposat a la introducció (secció 1.2.1), aquesta equació permet explicar 

les causes que donen lloc a l’eixamplament del pic cromatogràfic a través de diverses 

contribucions additives. Així doncs, l’amplada d’un pic vindrà determinada per la suma 

d’un terme A que explica la multiplicitat de camins que pot seguir l’anàlit dins la 

columna, d’un terme B que fa referència a la difusió de l’anàlit durant la seva elució, i 

d’un terme C que té en compte la resistència a la transferència de massa i que, per la 

seva banda, es pot dividir en Cs i Cm en funció de si es refereix a la fase estacionària o a 

la fase mòbil. Sumant les alçades de plat corresponents a cadascun d’aquests termes, 

s’obté l’alçada de plats total del pic cromatogràfic (equació (7)). 

L’article 1 és un review crític que estudia aquestes contribucions a l’eixamplament 

de banda explicades pels diferents termes de l’equació de van Deemter i que 

aprofundeix en la determinació de diversos paràmetres descriptors relacionats amb la 

columna cromatogràfica que resulten de gran utilitat per avaluar-ne el seu rendiment. 

En ell, s’estudien diversos paràmetres d’importància com la porositat de la columna, la 

qual es proposa mesurar a través del mètode de total pore blocking, o la difusió de 

l’anàlit, que es pot determinar a través del mètode de peak parking. Addicionalment, 

l’article 1 demostra que és possible aïllar i fer una estimació de cadascun dels termes 

de l’equació de van Deemter de manera més o menys acurada. Seguint un ordre 

sistemàtic en la determinació d’aquestes contribucions és possible caracteritzar fases 

estacionàries de columnes cromatogràfiques d’una manera força completa.  
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3.1.1. Establiment d’un full Excel per a caracteritzar 

columnes cromatogràfiques 

En aquest sentit, l’article 1 aporta un full Excel [152] que permet la caracterització 

pas a pas de la columna cromatogràfica utilitzant les equacions descrites prèviament. 

Aquesta anàlisi exhaustiva no solament permet saber l’eficàcia i rendiment de 

columnes sinó que també determina quines són les causes que provoquen 

l’eixamplament de banda, ja que com més alt sigui el valor de cadascuna de les 

contribucions més ample serà el pic i, per tant, menys qualitat tindrà. 

Com a norma general, en aquest full d’Excel no es treballa amb alçades de plat (H) 

sinó amb alçades de plat reduïdes (h). Tot i que el nom es presta a confusió, l’alçada de 

plat reduïda és senzillament una versió adimensional de l’alçada de plat que es pot 

obtenir fàcilment dividint l’alçada de plat pel diàmetre de partícula dp [37,153]: 

h = H/dp (51) 

Així mateix, en les columnes G i H del full Excel es generen valors per als paràmetres 

ν0 i νi respectivament, que són la velocitat lineal i la velocitat intersticial reduïda i que, 

com en el cas anterior, són les versions adimensionals dels dos tipus de velocitat. 

Passar d’un a l’altre paràmetre també resulta senzill en aquest cas; es realitza 

mitjançant la següent relació [26]: 

v = udp/Dm (52) 

on Dm és la difusió molecular de l’anàlit estudiat i u és la velocitat de l’anàlit (portant el 

subíndex 0 en el cas de la velocitat lineal i el subíndex i en el cas de la velocitat 

intersticial). El tipus de velocitat (u) a la que es faci referència indicarà el tipus de 

velocitat reduïda (ν) obtinguda. 

El gran avantatge de treballar amb variables reduïdes és que, en ser adimensionals, 

permeten la comparació de columnes amb diàmetres de partícula diferents. Per altra 

banda, també com a norma general, el full d’Excel treballa amb un codi de colors 

concret: les caselles grogues són dades que l’usuari ha d’omplir, les caselles taronges 

representen un mètode alternatiu d’introduir dades experimentals i que en principi, 

excepte en el cas de la longitud de la columna, no cal tocar; per últim, les caselles 
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verdes són dades calculades pel propi full de càlcul i no s’han de modificar sota cap 

concepte. En aquest sentit, l’usuari haurà de començar a utilitzar el full de càlcul 

omplint algunes de les dades que es demanen a la columna S. Aquestes dades són el 

factor de retenció de l’anàlit (cel·la S19), la porositat total (cel·la S22), el diàmetre de 

partícula (cel·la S23), el paràmetre ρ que representa la relació entre el diàmetre de 

partícula i un hipotètic nucli dur present en les partícules core-shell (cel·la S24) i la 

longitud de la columna (cel·la S26). A més, també caldrà donar valor a la porositat 

externa (cel·la S21), per la qual es pot donar un valor aproximat de 0.38 (el valor real 

no sol estar molt lluny d’aquest valor de referència) o es pot realitzar un estudi de 

porositat mitjançant qualsevol dels mètodes anteriorment esmentats, i també al 

coeficient de difusió molecular Dm (cel·la S25), que es pot trobar tabulat en la literatura 

o bé es pot calcular mitjançant l’equació de Wilke-Chang a través de la pestanya de 

l’arxiu Excel habilitada per aquest propòsit. La Figura 9 mostra la zona de l’Excel en la 

que cal introduir totes aquestes dades: 

 

Figura 9. Captura de pantalla de l’arxiu Excel en la que es mostra la zona 

d’introducció de dades [152] 

Un cop introduïdes aquestes dades, el primer que cal fer per dur a terme la 

caracterització de columna és construir una corba de van Deemter, per la qual cosa cal 

mesurar la retenció d’un mateix anàlit en mode isocràtic a diversos cabals de fase 

mòbil de la mateixa composició. De cada mesura cal anotar-ne el temps de retenció 

(t0) i el nombre de plats teòrics (N), les caselles B19-B43 i C19-C43 respectivament 

estan habilitades per a tal propòsit. Si a més s’afegeix la dada de la longitud de la 

columna a la casella S26, es generen les dades d’alçada de plat (H) i de velocitat lineal 
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de l’anàlit (u0) a les columnes D i E, dades necessàries per obtenir la corba de van 

Deemter. Addicionalment, es generen dades de velocitat i velocitat reduïda en les 

següents tres columnes, dades que ens ajudaran a l’hora de calcular la contribució a 

l’eixamplament de banda del terme C. A la columna I del full Excel es genera l’alçada 

de plat reduïda total anteriorment esmentada. 

Posteriorment, el primer pas per descomposar aquesta alçada de plat i així 

caracteritzar la columna segons les contribucions de l’equació de van Deemter, és el de 

calcular la difusió de l’anàlit, és a dir, el terme B. El full de càlcul ofereix dues 

possibilitats per determinar aquesta contribució, ja que el paràmetre Deff es pot 

calcular de dues maneres diferents. La manera que requereix menys feina 

experimental està basada en considerar que, a velocitats extremadament baixes (com 

a mínim 10 vegades més baixa que la velocitat òptima de treball marcada pel mínim en 

la corba de van Deemter), la totalitat d’alçada de plat ve donada per la difusió de 

l’anàlit i que, per tant, H ≈ HB. Fent aquesta substitució, es pot aplicar l’equació 13 i 

trobar el valor de Deff. La pestanya de l’arxiu Excel “Deff via experiments at low F” està 

habilitada per calcular el coeficient de difusió molecular per aquesta via. Si 

s’introdueixen per triplicat les dades de velocitat (cel·les A3-A5), les dades d’alçada de 

plat corresponents (cel·les B3-B5) i el factor de retenció del compost (cel·la F3), el valor 

de Deff es genera a la cel·la B7. Si es desitja un càlcul de Deff més acurat, es pot 

determinar a partir del mètode de peak parking, explicat anteriorment en la secció 

1.2.3.1. El full de càlcul també permet utilitzar aquest procediment mitjançant la 

pestanya “Deff via peak parking”.  

En aquest cas, les dades que l’usuari ha d’introduir són la longitud de la columna 

(cel·la D3), el temps extracolumna per poder fer la correcció de la retenció (cel·la D4), 

el temps mort del sistema (cel·les A8-A10) i el temps de retenció de l’anàlit (cel·les B8-

B10); aquests dos últims valors cal obtenir-los per triplicat. La manera més pràctica de 

determinar el temps extracolumna és treient la columna del sistema cromatogràfic i 

mesurant la retenció de l’anàlit en aquestes condicions. Posteriorment cal afegir les 

dades pròpies de l’experiment de peak parking. Es recomana mantenir els temps 

d’aparcament indicats a l’Excel (15, 30, 45, 60, 90 i 120 minuts) però poden ser els 

temps de retenció que desitgi l’usuari (cel·les B17-B34). Tot i això, sempre cal realitzar 
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experiments addicionals de temps d’aparcament curt per corregir l’eixamplament de 

banda que pugui produir l’acte d’apagar i posteriorment engegar les bombes; si bé es 

recomana mig minut aquest temps també pot ser escollit per l’usuari (cel·les B14-B16). 

Un cop decidits els temps i realitzades les mesures, cal introduir els temps de retenció i 

el nombre de plats dels diferents pics en l’espai habilitat per fer-ho (cel·les C14-C16 i 

D14-D16 per les dades de correcció, cel·les C17-C34 i D17-D34 per les dades 

d’aparcament); com en els temps anteriors també caldrà fer-ho per triplicat. 

Un cop introduïdes les dades, el full de càlcul generarà valors per a la resta de 

paràmetres necessaris per a la determinació de Deff, així com el gràfic de la diferència 

en la variància espacial (Δσx
2) contra el temps d’aparcament (tpark) corresponent a 

l’equació (8). A partir del pendent d’aquest gràfic, el valor de Deff es mostrarà a la 

casella M12. Sigui quina sigui la manera en la que s’ha determinat Deff, substituint el 

valor obtingut a la casella S22 de la pestanya principal es generaran els valors de 

l’alçada de plat reduïda deguda al terme B de l’equació de van Deemter (hB) a la 

columna J. A la figura 10 es pot observar una captura de pantalla on es mostra la 

pestanya habilitada per a calcular Deff mitjançant el mètode de peak parking. 

 

Figura 10. Captura de pantalla de la pestanya referent a “Deff via peak parking” de 

l’arxiu Excel de caracterització [152] 

Paral·lelament, la determinació de Deff, juntament amb el valor de Dm introduït 

durant la part inicial del procediment, origina els valors de tots els paràmetres 
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necessaris per dur a terme l’estimació de la contribució a l’eixamplament de banda del 

terme Cs (caselles AA29-AA33) seguint el procediment matemàtic descrit anteriorment 

(equacions 10-15). D’aquesta manera, quan s’obté el valor de Deff i s’introdueix a la 

casella corresponent, l’arxiu d’Excel també genera els valors de hCs, en aquest cas a la 

columna K de la pestanya principal. L’obtenció d’aquestes dades està condicionada a 

que l’usuari hagi introduït els valors de porositat de la columna (tant porositat total 

com porositat externa), cosa que no era necessària per a la determinació de la difusió i 

la seva contribució a l’eixamplament de banda. Per últim, si s’introdueix el valor de ρ 

l’efecte de hCs quedarà corregit per a partícules del tipus core-shell, en cas que les 

partícules siguin de tipus totalment porós cal assignar a ρ un valor de 0 i l’estimació de 

la contribució de Cs a l’alçada de plat serà correcta. 

Tot i que, com ja s’ha dit anteriorment, l’estimació a la contribució a l’eixamplament 

de banda del terme Cm no és massa fiable ja que es basa en aproximacions que poden 

no ser del tot correctes, el full Excel permet fer un càlcul aproximat d’aquesta 

contribució. En aquest sentit, el nombre de Sherwood de la fase mòbil (Shm) es 

determina mitjançant la següent aproximació basada en la velocitat intersticial reduïda 

(νi) [34]: 

21.06.8
1.21

13
i

i
mSh 





  (53) 

Aquesta aproximació al nombre de Sherwood de la fase mòbil només resulta vàlida 

quan la columna té una porositat externa entre 0.35 i 0.44 i si es treballa a velocitats 

intersticials reduïdes entre 1 i 250. Aquests valors de Shm es calculen automàticament 

a la columna AM al generar-se els valors de velocitat intersticial reduïda de la columna 

H (que per la seva part es generen quan l’usuari introdueix les dades de temps de 

retenció a la columna B). 

Un cop estimades les diferents contribucions a l’eixamplament de banda en forma 

d’alçada de plat reduïda, la substracció successiva de totes elles a l’alçada de plat 

reduïda total (h) dóna lloc a una alçada de plat que es pot atribuir a la contribució del 

terme A de l’equació de van Deemter. Aquests valors es generen a la columna M. A la 

Figura 11 s’observa la zona d’introducció de dades del full Excel i les diferents 
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contribucions a l’eixamplament de banda expressades en forma d’alçada de plat 

reduïda. 

 

Figura 11. Captura de pantalla de la zona d’introducció de dades i obtenció de les 

diferents alçades de plat reduïdes de l’arxiu Excel [152] 

D’acord amb tots aquests valors de les diferents contribucions a l’eixamplament de 

banda, a la part superior del full de càlcul es generen dos gràfics que permeten 

visualitzar de manera clara totes aquestes dades. A la part esquerra es troba el gràfic 

on les diferents contribucions de l’equació de van Deemter (en forma d’alçada de plat 

H) es van restant a l’alçada de plat total. Per altra banda, just a la seva dreta, es troba 

un gràfic on es mostra el valor numèric de les diferents contribucions per a tot 

l’interval de velocitat de l’anàlit, fet que permet entendre la seva evolució en funció 

del cabal de la fase mòbil i que també ajuda a comparar-les fàcilment. A la Figura 12 es 

poden veure els dos gràfics anteriorment descrits. 

Per últim, l’arxiu Excel també permet un altre tipus d’avaluació del rendiment d’una 

columna mitjançant el que es coneix com a gràfics cinètics (kinetic plots) i gràfics de 

límit de rendiment cinètic (kinetic performance limit plots, habitualment abreviats a 

KPL-plots). Els kinetic plots són gràfics complementaris a les corbes de van Deemter i 

s’utilitzen per conèixer la relació existent entre el temps de retenció i el nombre de 

plats obtingut [154,155], fet que permet a l’usuari buscar un equilibri entre la qualitat 
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d’un pic cromatogràfic i el temps que s’inverteixi en assolir aquesta qualitat. Per la 

seva part, els KPL-plots són un tipus específic de kinetic plot en els que es mostra quin 

seria el rendiment obtingut per a un determinat pic cromatogràfic si el sistema 

cromatogràfic treballés en condicions òptimes, és a dir, al màxim de pressió assumible 

per l’instrument [156].  

 

Figura 12. Gràfics donats pel full de càlcul proporcionat. A l’esquerra, la resta 

successiva de les diferents alçades de plat; a la dreta, les alçades de plat reduïdes 

corresponents a cadascuna de les contribucions de l’equació de van Deemter 

Per portar a terme aquesta caracterització de tipus cinètic en el full Excel, caldrà 

que l’usuari anoti el valor de pressió màxima al que està disposat a arribar (casella 

S18), la viscositat de la fase mòbil (casella S27) i la pressió obtinguda en les diferents 

mesures que han permès la construcció de la corba de van Deemter (columna A). Això 

generarà dades de tipus KPL tant de temps de retenció com de nombre de plats 

(columnes O-P) i dibuixarà la corba KPL corresponent a la part superior dreta del full de 

càlcul, on es podrà observar el rendiment òptim de la fase estacionària quant a la 

relació entre temps de retenció i qualitat del pic cromatogràfic (a través del seu 

nombre de plats).  
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3.2. PREDICCIÓ DE LA RETENCIÓ D’ANÀLITS 

IONITZABLES EN MODE GRADIENT 

Tal i com s’ha vist anteriorment, la cromatografia de líquids d’alta resolució en fase 

reversa (RP-HPLC) és una de les tècniques analítiques més emprades actualment i, 

d’entre els possibles modes a utilitzar, l’elució en gradient és la que té més 

importància degut a les seves múltiples aplicacions a l’hora de dissenyar mètodes i 

separacions de mescles. Aquest fet ha provocat que un dels camps de recerca d’interès 

relacionats amb la RP-HPLC hagi estat el d’establir models que permetin predir la 

retenció cromatogràfica de substàncies en gradient. Encara que existeixen diversos 

models per predir la retenció en gradient de substàncies neutres [89,100–102,106], 

l’atenció prestada a la predicció de la retenció de substàncies ionitzables és molt 

menor. Així doncs, desenvolupar models de predicció de la retenció de substàncies 

amb propietats àcid-base és de gran interès. 

3.2.1. Desenvolupament de models 

El primer pas en el desenvolupament de models que permetin la predicció en 

gradient d’anàlits ionitzables ha estat el d’entendre, de forma separada, la retenció 

d’anàlits neutres en mode gradient i la retenció d’anàlits ionitzables en mode isocràtic. 

Així doncs, es parteix de l’equació que modela la retenció d’anàlits ionitzables en 

isocràtic com a referència (equació (45)). En aquesta equació, el terme log kN respon a 

la retenció de la forma neutra de l’anàlit, retenció que depèn només de la polaritat de 

la fase mòbil i, per tant, per a cada anàlit concret és funció, exclusivament, de la 

naturalesa i fracció de modificador orgànic a la fase mòbil, φ. El segon terme de 

l’equació (45) referent a la ionització de l’anàlit conté el grau d’ionització, D, paràmetre 

que depèn alhora del pH de la fase mòbil i el pKa de l’anàlit (equació (43)), que són 

funció també de la naturalesa i fracció del modificador orgànic. Per tant, cal modelar 

els dos termes de l’equació (45) en funció de φ i aquest darrer d’acord amb el gradient 

aplicat per tal d’aconseguir un model adequat per a la descripció de la retenció en 
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mode gradient. La substitució de log kN per qualsevol de les expressions que relacionen 

la retenció amb la fracció de modificador orgànic com ara els models de tres, dos i un 

paràmetres (equacions (30), (33) i (34) respectivament) portarà a expressions que 

permeten la predicció en gradient de compostos ionitzables. D’aquesta manera, 

s’obtenen tres models de predicció diferents: 

  fD
b

c
ak 


 1 1  log

1
  log




 (54) 

  fDpPqk N
m  1 1  log  log  (55) 

      fDPPpkk N
s

N
m  1 1  log  log  log 0  (56) 

L’aplicació de qualsevol d’aquests models implica també la modelació del terme D, 

és a dir, del pH de la fase mòbil i del pKa de l’anàlit, amb φ. Després d’establir els 

diferents models, és necessari comprovar si aquestes expressions són vàlides per 

predir els valors experimentals. Cal mencionar que aquests models es limiten a predir 

la retenció d’anàlits monopròtics, ja que els anàlits polipròtics tenen un comportament 

de retenció molt més complex no previst en cap d’aquests models. 

3.2.2. Disseny del treball experimental 

Per tal d’assegurar que els models de predicció siguin robustos s’han de validar 

experimentalment considerant tot l’interval possible en les variables que cal tenir en 

compte. Per aquest motiu, abans de començar a fer les mesures es va dur a terme un 

procés de selecció de substàncies i de condicions experimentals per provar que els 

models fossin aplicables en el major nombre de situacions possibles. 

3.2.2.1. Selecció de substàncies 

A l’hora de seleccionar les substàncies que s’utilitzarien per fer l’estudi es van seguir 

els següents criteris: 

- La meitat de substàncies estudiades són àcids i l’altra meitat són bases, per tal de 

garantir l’aplicabilitat a tot tipus de compostos. 
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- Les substàncies són monopròtiques, és a dir, han de tenir un únic protó 

ionitzable (un sol pKa). 

- El pKa de les substàncies està comprès entre 4 i 9. Idealment es buscaria cobrir 

un interval de pKa més gran però cal tenir en compte que caldrà fer mesures en 

què els anàlits estiguin en la seva forma totalment neutra i en la seva forma 

totalment ionitzada (cosa que s’assoleix a dues unitats de pH de distància del seu 

valor de pKa) i que l’interval de pH de treball de la columna és de 2 a 11. Si a això 

se li afegeix la variació del pH de la fase mòbil i del pKa de l’anàlit en funció de la 

fracció de modificador orgànic, cal preveure aquestes variacions per tal de no 

traspassar en cap moment els límits de treball de la columna. 

- El pKa dels diferents compostos prové de diferents grups funcionals ionitzables. 

Aquest aspecte cobra una especial importància en la estimació del pKa a partir de 

l’aproximacio matemàtica, ja que els coeficients que s’han d’aplicar són funció 

del grup funcional de l’anàlit. 

- Les substàncies contenen com a mínim un anell aromàtic per poder garantir la 

seva detecció a la longitud d’ona seleccionada en el detector (254 nm).  

Sota tots aquests criteris es va proposar una llista de 12 compostos, compostos que 

es mostren a la Taula 2: 

Taula 2. Llista de compostos estudiats, juntament amb el seu valor de w
w pKa i el seu 

grup funcional ionitzable 

Compost 
w
w pKa Grup funcional 

2,4-dinitrofenol 4.09 Fenol 

Àcid benzoic 4.20 Àcid carboxílic aromàtic 

2,5-dinitrofenol 5.22 Fenol 

2,4,6-tribromofenol 6.10 Fenol 

2,4,5-triclorofenol 6.72 Fenol 

Vanillina 7.40 Fenol 

Piridina 5.25 Piridina 

4-tert-butilpiridina 5.99 Piridina 

2,4-lutidina 6.79 Piridina 

2,4,6-trimetilpiridina 7.43 Piridina 

Lidocaïna 7.95 Amina 

N,N-dimetilbenzilamina 8.91 Amina 
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Posteriorment, en comprovar que els models funcionaven amb substàncies de poca 

complexitat molecular, es va ampliar la llista amb 8 fàrmacs (4 àcids i 4 bases) de pes 

molecular més elevat i estructura més complexa, però amb els mateixos criteris de 

selecció esmentats anteriorment. Les estructures d’aquests compostos es poden 

consultar en la Figura 1 de l’article 4, mentre que els seus valors de w
w pKa i el seu grup 

funcional es mostren a la Taula 3. 

Taula 3. Compostos de major complexitat estudiats, afegits a la llista de compostos 

inicial, juntament amb el seu valor de w
w pKa i el seu grup funcional ionitzable 

Compost 
w
w pKa Grup funcional 

Atorvastatina 4.04 Àcid carboxílic alifàtic 

Àcid flufenàmic 4.16 Àcid carboxílic aromàtic 

Naproxè 4.28 Àcid carboxílic alifàtic 

Rosuvastatina 4.44 Àcid carboxílic alifàtic 

Bupivacaïna 8.10 Amina 

Clonidina 8.05 Amina 

Diltiazem 7.79 Amina 

Trazodona 6.73 Amina 

 

Cal aclarir que, si bé moltes d’aquestes substàncies tenen més d’un pKa, només un 

protó s’ionitza de forma significativa en l’interval de pH en el que es treballa, per la 

qual cosa es pot considerar que aquests compostos funcionen com a substàncies 

monopròtiques. 

3.2.2.2. Selecció de gradients 

Tal i com s’ha comentat prèviament, el mode gradient és un tipus d’elució en la qual 

la composició de la fase mòbil varia durant l’elució. Els paràmetres més importants són 

la fracció inicial i la fracció final de modificador orgànic i també el temps que dura el 

gradient, és a dir, el temps que trigarà la fase mòbil en arribar de la composició inicial a 

la composició final. La velocitat en que la composició de la fase mòbil variï dependrà, 

en gran mesura, de si l’interval de composicions és molt gran i de si el gradient disposa 

de més o menys temps per arribar d’una composició a l’altra. Ara bé, mantenint 

constants aquests tres termes, encara existeixen diferents tipus de gradients en funció 

de la manera en la qual la fracció de modificador orgànic varia amb el temps. Si la 
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composició varia d’una forma constant amb el temps es tractarà d’un gradient lineal. 

Per contra, si la manera com varia la composició va creixent o disminuint amb el 

temps, es tractarà d’un gradient còncau o convex, respectivament. És possible 

determinar la fracció de modificador orgànic en la fase mòbil a cada moment de 

l’elució mitjançant l’equació (57), que explica com el mesclador del sistema 

cromatogràfic fa variar la composició de la fase mòbil amb el temps [157]: 

 
1

1






a

T

at

infin
e

e
  (57) 

En aquesta equació, φin i φf són, respectivament, les composicions inicial i final del 

gradient, t és el moment en el que es vol determinar la fracció de modificador orgànic 

de la fase mòbil φ, T és el temps total del gradient i a representa la corba que segueix 

el gradient, és a dir, la manera com la variació de la fracció de modificador orgànic va 

creixent o decreixent amb el temps. Els valors d’a superiors a 0 corresponen a 

gradients còncaus mentre que els valors d’a inferiors a 0 respondran a gradients 

convexos. Addicionalment, com més gran sigui el valor absolut d’a del gradient més 

pronunciada serà la corba que segueixi el gradient. 

 

Figura 13. Gradients creats combinant diversos gradients senzills (gradients variats) 

Tenint en compte les diferents característiques de cada tipus de gradient, per a fer 

aquest estudi es van seleccionar 12 gradients dels tipus anteriorment esmentats (4 
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lineals, 4 cóncaus i 4 convexos) i, a més, se’n van crear 4 d’addicionals que encadenen 

gradients de diversos tipus (anomenats gradients variats, sovint representats per la 

lletra V). La Figura 13 mostra l’evolució d’aquestes combinacions de gradients amb el 

temps. Per altra banda, els altres perfils de gradient més senzills utilitzats en els 

diferents estudis de predicció (lineals, còncaus i convexos) poden consultar-se en els 

articles publicats (Figures 2A, 2B i 2C en l’article 2, Figura 2A en l’article 4). 

Cal afegir que, abans que comenci el gradient, existeix una etapa isocràtica la 

composició inicial que correspon al temps que el gradient triga en arribar a la columna. 

Aquest temps és habitualment conegut com a dwell time o temps de residència (tD) i és 

característic de cada instrument HPLC, ja que depèn dels mòduls que el conformin i els 

tubs que els connectin. Conèixer el valor del dwell time del sistema és un aspecte força 

important ja que, en cas contrari, no es podria determinar la retenció dels anàlits a 

través de l’equació (40).  

Una de les maneres més habituals de determinar el valor del dwell time és la que es 

descriu a continuació [158]. En un sistema HPLC amb dues bombes cromatogràfiques, 

es col·loquen dos recipients amb metanol, amb la diferència que en un d’ells cal afegir 

unes gotes d’acetona. En aquestes condicions, es realitza un gradient lineal de 20 

minuts de durada que vagi de metanol pur a la mescla de metanol i acetona (és a dir, 

el mesclador passarà d’agafar 100% d’una bomba a agafar 100% de l’altra) i s’ajusta el 

detector a 260 nm, longitud d’ona específica on absorbeix l’acetona. La diferència 

entre el temps del gradient i el temps que marca el cromatograma equivaldrà al dwell 

time del sistema. L’esquema del mètode utilitzat es mostra a la Figura 14: 

Figura 14. Esquema del procediment per determinar el temps de residència 

En aquesta figura, la línia discontínua representa el gradient programat pel software 

mentre que la línia contínua és l’absorbància observada en el cromatograma. Es 

               Temps de gradient 

         Absorbància 
Inici del 

gradient 

t (min) 
0 20 

tD 
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recomana agafar la diferència entre ambdues línies a la meitat del gradient, en aquest 

cas 10 minuts, per a una major exactitud. D’aquesta manera s’eviten errors per 

arrodoniment o per possibles irregularitats del senyal en els extrems del propi 

gradient. 

Per tal de comprovar la fiabilitat dels models de predicció en un interval ampli de 

pH, els gradients proposats per a cada estudi es van implementar a tres valors de w
w pH 

diferents. Els tampons seleccionats van ser un tampó d’acetat a pH 5 i un altre tampó 

de fosfat a pH 7 (el s
w pH creix conforme augmenta la fracció de modificador orgànic a 

la fase mòbil) i un tampó d’amoni a pH 9 (el s
w pH disminueix conforme augmenta la 

fracció de modificador orgànic a la fase mòbil). No es va estudiar la predicció de la 

retenció a valors més extrems de pH per respectar el màxim possible l’interval de pH 

de treball de la columna. 

3.2.3. Obtenció de dades prèvies 

Els tres models de predicció proposats depenen essencialment de tres variables: els 

paràmetres propis de cada solut (que seran diferents per a cada model de predicció), 

el grau d’ionització D i la relació entre els factors de retenció de l’espècie neutra i 

l’espècie ionitzada f. Per tant, abans de poder obtenir les dades de retenció calculades 

a través dels models, cal determinar amb la màxima exactitud possible tots aquests 

paràmetres. 

3.2.3.1. Paràmetres de retenció propis del solut 

En aquest estudi es fan servir tres models de predicció diferents, basats en un, dos i 

tres paràmetres de retenció, que segueixen l’expressió de les equacions (56), (55) i (54) 

respectivament. En aquest sentit, el primer que cal fer és determinar els paràmetres 

propis del solut: p per al model d’un paràmetre, p i q pel model de dos paràmetres i, 

per últim, a, b i c per al model de tres paràmetres. Cal aclarir que els valors de p per al 

model d’un paràmetre i per al model de dos paràmetres són lleugerament diferents; el 

fet que es representin mitjançant el mateix símbol és degut a l’evolució històrica de 

construcció dels models de retenció. 
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Per tal de realitzar aquesta determinació cal mesurar la retenció dels diferents 

soluts en la seva forma neutra a diferents composicions de fase mòbil en mode 

isocràtic. Per a fases mòbils amb acetonitril, els percentatges de modificador orgànic 

escollits van ser 20%, 40%, 60% i 80%. Tot i que la intenció inicial era fer servir les 

mateixes composicions en fases mòbils metanol-aigua, les característiques del solvent 

orgànic no van permetre-ho. El metanol, en ser un solvent orgànic més polar i amb 

menor força el·luotròpica que l’acetonitril, dóna lloc a temps de retenció més elevats i 

això va provocar que, en aquest cas, les mesures a un 20% de metanol en la fase mòbil 

fossin massa llargues com per poder-les portar a terme experimentalment. Per aquest 

motiu, es va optar per mesurar la retenció dels diferents soluts a un 40%, 50%, 60%, 

70% i 80% de metanol en la fase mòbil (de fet, per a algunes substàncies el valor al 

40% ja no es va poder determinar, per la qual cosa aquest valor de retenció es va 

extrapolar a partir de la resta de dades). 

La manera conceptualment més correcta de determinar la retenció de l’espècie 

neutra dels anàlits és mitjançant l’equació (23), però el procediment experimental  

associat requereix la mesura de la retenció de l’anàlit a diversos valors de pH i no 

sempre es pot dur a terme ja que es necessita una quantitat significativa de temps i de 

recursos. Alternativament, es pot considerar que la substància està en la seva forma 

totalment neutra als valors de pH que delimiten l’interval de pH de treball de la 

columna, és a dir, pH 2 per a substàncies àcides i pH 11 per a substàncies bàsiques i, 

per tant, determinar els valors de retenció de l’espècie neutra exclusivament a través 

de mesures en aquestes condicions de pH. Els tampons utilitzats per a dur a terme 

aquestes determinacions van ser un tampó d’àcid fosfòric a pH 2 (el s
w pH creix 

conforme augmenta la fracció de modificador orgànic a la fase mòbil) i un tampó de 

pirrolidina a pH 11 (el s
w pH disminueix conforme augmenta la fracció de modificador 

orgànic a la fase mòbil). Detalls sobre com es va dur a terme el treball experimental, 

com ara marques comercials dels reactius i/o anàlits, algunes especificacions del 

sistema HPLC o la columna cromatogràfica utilitzada en cada cas, poden consultar-se a 

la secció titulada Experimental en els els articles 2 i 4. 

Posteriorment, aquestes dades de temps de retenció han de ser convertides a 

dades a log k (paràmetre en el qual s’expressa la retenció en els models 
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cromatogràfics), per la qual cosa es fa necessària la determinació del temps mort del 

sistema. Tot i que existeixen una àmplia varietat de mètodes per determinar el temps 

mort, en aquest estudi es va determinar mitjançant la injecció de KBr com a marcador 

no retingut i la seva detecció a 190 nm [159]. Un cop obtinguts els valors de log k, 

s’ajusten als models pertinents juntament amb els valors de φ o de Pm
N (depenent del 

model per al qual es determinin els coeficients) als que han estat mesurats, obtenint 

així els paràmetres característics de cada solut per als models de dos i de tres 

paràmetres. No és el cas del model d’un paràmetre ja que aquest, addicionalment, 

requereix la determinació dels valors de Ps
N i de (log k)0. Cal recordar que, en treballar 

amb l’anàlit en la seva forma neutra, el terme referent a la seva ionització en les 

equacions (54-56) és nul. 

Per tal d’obtenir els valors de Ps
N i de (log k)0 es va dur a terme el procés de 

caracterització de columna [91], descrit prèviament a la secció 1.4.1.1. El procés va 

donar lloc als següents valors: (log k)0 = - 0.752; Ps
N = 0.0066. Els resultats són 

coherents especialment en el cas de Ps
N ja que, tenint en compte que la polaritat de la 

fase estacionària en RP-HPLC ha de ser molt baixa, el valor de Ps
N sempre s’ha de 

trobar al voltant de 0 [47]. Un cop dut a terme aquest procés, es van poder determinar 

els valors de p per al model d’un paràmetre. Cal dir que, en no ser un ajust sinó una 

substitució directa, no es determina un únic valor de p (com en el cas dels altres 

paràmetres) sinó que cada composició de la fase mòbil dóna lloc a un valor de p. El 

valor de p per a cada compost serà la mitjana dels valors obtinguts a les diferents 

fraccions de modificador orgànic estudiades. 

Aquest procés de caracterització requereix un treball experimental addicional 

respecte als altres dos models quan s’utilitza per primera vegada ja que cal determinar 

els valors de (log k)0 i Ps
N però té el gran avantatge que, degut a que aquests 

paràmetres són constants per a cada sistema cromatogràfic, només cal determinar-los 

una vegada. Aquest fet facilita en gran mesura l’ús del model un cop el sistema està 

caracteritzat, ja que l’únic valor no conegut serà el del paràmetre p, que fa referència a 

la retenció del solut que es mesura. 

 



Resultats i discussió 

138 

La Taula 4 resumeix els coeficients determinats per a cada un dels models de 

predicció en fases mòbils de tipus acetonitril-aigua. 

Taula 4. Paràmetres de retenció propis del solut per als models de tres, dos i un 

paràmetres per a la predicció en acetonitril 

 3 paràmetres 

(equació (30)) 

2 paràmetres 

(equació (33)) 

1 paràmetre 

(equació (34)) 

Compost a b c p q p 

2,4-dinitrofenol 2.048 0.852 5.313 3.462 -1.151 2.30 

Àcid benzoic 2.637 4.683 18.023 2.540 -0.964 1.97 

2,5-dinitrofenol 2.182 1.181 6.192 3.312 -1.025 2.54 

2,4,6-tribromofenol 4.788 2.656 18.448 4.983 -0.996 4.36 

2,4,5-triclorofenol 4.768 3.039 20.764 4.867 -1.120 3.87 

Vanillina 2.061 5.460 16.622 1.918 -0.845 1.69 

Piridina 1.927 11.081 27.663 1.131 -0.578 1.69 

4-tert-butilpiridina 4.934 6.427 38.044 3.513 -0.816 3.43 

2,4-lutidina 4.377 12.079 60.606 2.157 -0.671 2.48 

2,4,6-trimetilpiridina 4.767 10.323 56.654 2.589 -0.726 2.75 

Lidocaïna 5.014 4.021 26.672 4.539 -1.043 3.78 

N,N-dimetilbenzilamina 3.560 5.017 22.277 2.873 -0.635 3.31 

 

3.2.3.2. Grau d’ionització 

El factor que provoca que la predicció de la retenció de substàncies ionitzables sigui 

més complexa que la de substàncies neutres és que els compostos amb propietats 

àcid-base tenen la capacitat d’estar en la seva forma neutra o en la seva forma 

ionitzada, ja sigui totalment o parcialment. El grau d’ionització D és un valor que indica 

quina fracció de l’anàlit està en la seva forma ionitzada.  Tal i com es mostra a 

l’equació (43), el grau d’ionització depèn tant del pH de la fase mòbil com del pKa de 

l’anàlit i, com s’ha vist als apartats 1.3.3 i 1.3.4, aquests dos paràmetres varien en 

funció del tipus de modificador orgànic i de la composició de la fase mòbil. Per tant, un 

dels aspectes més importants a l’hora de predir amb exactitud la retenció d’anàlits 

amb propietats àcid-base ha de ser el de preveure amb la major precisió possible el 

grau d’ionització de l’anàlit. Això, inequívocament, comporta una bona modelació del 

pKa de l’anàlit i del pH de la fase mòbil durant l’elució. 
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3.2.3.2.1. Estimació del pH 

La manera de determinar l’evolució del pH amb la composició de la fase mòbil va 

ser utilitzant dades experimentals recollides a la sortida del sistema cromatogràfic. Així 

doncs, sense haver-hi mesura cromatogràfica, es va fer circular fase mòbil a diverses 

composicions en mode isocràtic (en aquest cas es va fer a 20%, 40%, 60% i 80%) i, a la 

sortida del sistema cromatogràfic (tub de residus), es va recollir aquesta fase mòbil per 

mesurar-ne el seu valor de s
w pH. Aquests valors es van ajustar després a una equació 

que modelés l’evolució del pH amb la fracció de modificador orgànic. En funció de la 

precisió que es vulgui tenir, es poden utilitzar equacions de major o menor 

complexitat, en aquest cas es va considerar que la modelació ja era prou bona 

utilitzant equacions de segon grau, així que es van ajustar els valors de pH mesurats a 

expressions com la següent: 

21
2

0 yyypHs
w    (58) 

Aquest procediment es va dur a terme tant en fases mòbils de tipus acetonitril-

aigua com de tipus metanol-aigua; en la Figura 15 s’observa l’evolució del pH dels 

diferents tampons, així com la manera diferent en què varien en funció del 

modificador orgànic utilitzat: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Evolució del pH dels diferents tampons utilitzats en funció de la fracció i 

naturalesa del modificador orgànic utilitzat 
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Tal i com es pot observar a la figura anterior, cada tampó mostra un comportament 

diferent en interaccionar amb el modificador orgànic. El tampó d’acetat a pH 5 mostra 

un comportament creixent de quasi dues unitats de pH i és força semblant 

independentment del modificador orgànic utilitzat. Per contra, el tampó de fosfat a pH 

7 també mostra un augment en el valor de pH conforme puja la fracció de modificador 

orgànic, però aquest creixement és molt més pronunciat en fases mòbils amb metanol 

que en aquelles que contenen acetonitril. Per últim, per al tampó d’amoni a pH 9 

s’observa un lleu comportament decreixent per als dos modificadors orgànics però, en 

aquest cas, són les fases mòbils amb acetonitril les que alteren més el pH de la solució 

amortidora (a una fracció de MeCN de 0.8 el pH varia una unitat mentre que, a la 

mateixa fracció de MeOH, el pH només disminueix mitja unitat). 

Tenint en compte aquestes diferents evolucions es confirma que resulta essencial 

monitoritzar i modelar el comportament del s
w pH en funció de la composició de la fase 

mòbil, no solament perquè el valor de pH es pot arribar a modificar de forma molt 

significativa (especialment a fraccions altes de modificador orgànic) sinó perquè cada 

tipus de solució amortidora reacciona de forma diferent amb el solvent orgànic de la 

fase mòbil, donant lloc a diferents evolucions del valor de pH. 

3.2.3.2.2. Estimació del pKa 

Durant aquest treball s’han utilitzat dues aproximacions diferents a l’hora d’estimar 

l’evolució del valor de pKa en funció de la composició de la fase mòbil. Una d’elles 

consisteix en l’obtenció de valors de pKa experimentals mitjançant l’equació (23). Per 

dur a terme aquest procés, el primer que cal fer és mesurar la retenció de l’anàlit a 

diversos valors de pH a una mateixa composició isocràtica de fase mòbil. Es recomana 

que això es faci per a un nombre considerable de valors de pH, ja que com més punts 

s’obtinguin més acurada serà la representació gràfica posterior. A títol d’exemple, per 

a fases mòbils preparades amb acetonitril, es van obtenir un total de 10 valors de 

retenció a diferents valors de pH, en les condicions que es mostren a la Taula 5.  
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Taula 5. Valors de pH escollits i solucions amortidores utilitzades per a la 

determinació de valors de pKa experimentals (10 mM) 

w
w pH Tampó  w

w pH Tampó 

2.00 Àcid fosfòric  7.00 Fosfat 

3.00 Àcid cítric  8.00 BIS-TRIS 

4.00 Àcid fòrmic  9.00 Amoni 

5.00 Acetat  10.00 Trietilamina 

6.00 Citrat  11.00 Pirrolidina 

 

Un cop obtinguts els valors de retenció, aquests es van representar respecte al pH al 

que van ser determinats i, posteriorment, es van ajustar a l’equació (23), obtenint així 

el valor de pKa de l’anàlit i la retenció de les seves espècies neutra i ionitzada a la 

composició isocràtica de fase mòbil a la que es van fer les mesures. Cal recalcar que, 

tot i que les solucions amortidores es van preparar en base a valors de w
w pH, cal 

representar gràficament la retenció envers el s
w pH, per la qual cosa cal mesurar 

aquests valors amb anterioritat utilitzant el mètode descrit en l’apartat anterior per a 

la composició a la que s’estigui treballant. 

Per tal de poder estimar el comportament del pKa durant tot el procés d’elució, es 

realitzar aquest procés per a quatre composicions de fase mòbil diferents (20%, 40%, 

60% i 80%), fet que va originar quatre valors de pKa per a cada anàlit corresponents a 

aquestes diferents fraccions d’acetonitril. Aquests valors es van ajustar a una equació 

de segon grau de la mateixa manera que es va fer en la determinació de l’evolució del 

pH, descrita en l’apartat anterior; en aquest cas també es va considerar que l’equació 

(59) ja s’ajustava prou bé als punts experimentals obtinguts: 

21
2

0 xxxpKa
s

w    (59) 

Aquest procediment de modelació del pKa basat en dades experimentals es va fer 

servir a l’article 2 amb resultats força satisfactoris. Ara bé, també es va poder 

comprovar que era un procediment que requeria invertir molt temps i recursos, ja que 

calia mesurar de manera isocràtica la retenció de cada anàlit per a diferents valors de 

pH (10 en total) i per a diferents composicions de fase mòbil (4 en total), fet que el feia 

poc pràctic a l’hora de fer-lo servir de forma rutinària. Per aquest motiu, a l’article 3 es 

va proposar un mètode alternatiu per a modelar l’evolució del pKa dels anàlits durant 
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el procés d’elució. Aquest mètode consisteix en estimar el valor de pKa a qualsevol 

composició de la fase mòbil mitjançant equacions que utilitzen diferents coeficients 

empírics en funció del grup funcional de l’anàlit (equacions (24), (25) i (26)). Els grups 

funcionals estudiats i els seus coeficients respectius, tant per acetonitril com per 

metanol, es poden trobar a la Taula 1 de l’apartat 1.3.4.  

El gran avantatge d’aquest mètode és que suposa un gran estalvi de temps, ja que 

els coeficients per a diversos grups funcionals ja estan establerts [57,72–75]. Per 

contra, aquesta manera d’estimar el pKa presenta l’inconvenient de no ser un mètode 

basat en dades experimentals sinó en estimacions, per la qual cosa no pot no resultar 

un mètode tan acurat com l’anterior. L’objectiu principal de l’article 3 va ser comparar 

ambdues maneres de modelar l’evolució del pKa durant l’elució cromatogràfica. 

El primer que cal fer per estimar els valors de pKa d’aquesta manera és identificar el 

grup funcional de cada compost per tal d’aplicar a les equacions els coeficients que li 

pertoquen. Aquest pas, que pot semblar senzill per a substàncies d’estructura simple, 

pot resultar més complicat en substàncies d’estructura més complexa, ja que s’ha 

d’identificar primer quin és el protó ionitzable de la substància i, posteriorment, 

assignar la substància a una família de compostos. En el cas que el grup funcional 

específic de la substància no fos cap dels anteriorment estudiats, es va aproximar al 

grup funcional més semblant per al qual ja s’haguessin determinat els coeficients. Els 

grups funcionals de les substàncies escollides per aquest treball es poden consultar en 

les Taula 3 (substàncies senzilles) i la Taula 4 (substàncies complexes). 

Després de seleccionar el grup funcional de l’anàlit es determinen els valors dels 

paràmetres as i bs a través dels coeficients corresponents a la família de compostos, 

que poden consultar-se a la Taula 1, i de la fracció de modificador orgànic de la fase 

mòbil (equacions (25) i (26)). Posteriorment, l’equació (24) permet la determinació del 

valor de s
s pKa de l’anàlit en aquella composició de fase mòbil; per realitzar aquest 

càlcul cal conèixer prèviament el valor de w
w pKa de l’anàlit. Per últim, l’equació (27) 

permet transformar els valors de s
s pKa en valors de s

w pKa  a través del coeficient δ, un 

paràmetre que depèn de la fracció de modificador orgànic i que, per acetonitril i per 

metanol, es pot calcular mitjançant les equacions (17) i (18) respectivament.  
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Tal i com s’observa a l’article 3, l’aproximació experimental i l’aproximació calculada 

a l’evolució del pKa amb la composició de la fase mòbil va donar lloc a comportaments 

molt semblants. En la Figura 16 es comparen ambdós tipus de modelacions per als 

àcids estudiats, mentre que a la Figura 17 es pot observar aquesta comparació per a 

les substàncies bàsiques, sempre fent servir acetonitril com a modificador orgànic: 

 

Figura 16. Comparació entre les aproximacions a l’estimació del comportament del 

pKa en funció de la composició de la fase mòbil per a les substàncies àcides. La línia 

blava (           ) representa el mètode experimental, la línia vermella (           ) representa 

el mètode calculat 
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Figura 17. Comparació entre les aproximacions a l’estimació del comportament del 

pKa en funció de la composició de la fase mòbil per a les substàncies bàsiques. La línia 

blava (           ) representa el mètode experimental, la línia vermella (           ) representa 

el mètode calculat 

En la gran majoria de substàncies, ambdues aproximacions donen lloc a evolucions 

del pKa semblants. Això és així especialment en les substàncies bàsiques ja que, com 

s’observa a la Figura 17, ambdues línies es troben extremadament properes o inclús es 

solapen durant bona part del gràfic per a la majoria de substàncies. Les substàncies 

àcides també donen força bé com a norma general, però hi ha alguna que altra 

desviació significativa. Aquestes diferències es troben a fraccions de modificador 

orgànic baixes per al 2,4,5-triclorofenol i a fraccions elevades per al 2,4-dinitrofenol 
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(on la diferència arriba pràcticament a ser d’una unitat de pKa). Tenint en compte 

aquestes discrepàncies, és possible que les prediccions de la retenció d’aquestes dues 

substàncies en gradients en què aquestes composicions de fase mòbil siguin 

importants (gradients còncaus per a fraccions baixes, gradients convexos per a 

fraccions elevades) tinguin un cert component d’error sistemàtic en aquest sentit. De 

totes maneres, excepte aquests dos casos concrets, ambdues aproximacions donen 

resultats que es consideren com a suficientment similars, per la qual no sembla que 

substituir la modelació del pKa experimental per la modelació calculada afecti de forma 

significativa a la predicció de la retenció. 

Cal dir que en aquests gràfics només es realitza aquesta comparació de la modelació 

del pKa fins a una fracció de modificador orgànic de 0.6, ja que tant en l’article 2 com 

en l’article 3 es treballa amb acetonitril i, per a aquest solvent, les equacions de càlcul 

del s
w pKa només estan demostrades fins a aquesta composició. En l’article 4, per 

contra, aquesta aproximació s’ha utilitzat fins a una composició del 80% de metanol, ja 

que els coeficients estan validats per a fases mòbils que contenen fins a aquest 

percentatge de modificador orgànic. 

3.2.3.3. Paràmetre f 

El paràmetre f, tal i com ha quedat definit a l’equació (44), és la relació entre els 

factors de retenció de l’espècie ionitzada i l’espècie neutra. Depenent de l’aproximació 

que s’hagi seguit per determinar l’evolució del pKa amb la fase mòbil (aproximacions 

descrites en l’apartat anterior), els valors d’aquests factors de retenció seran 

determinats d’una forma o d’una altra. D’aquesta manera, per a l’aproximació 

experimental es faran servir els valors obtinguts a través de l’equació (23), mentre que 

si es fa servir l’aproximació calculada caldrà aprofitar les mesures realitzades a pH 2 i 

pH 11 per a determinar els paràmetres propis del solut (prèviament explicats a 

l’apartat 3.2.3.1).  

Teòricament, el paràmetre f hauria de ser constant per a la mateixa substància 

independentment de la composició de la fase mòbil però, en determinar els factors de 

retenció d’ambdues espècies a diferents composicions de fase mòbil, es va comprovar 

que això no era del tot cert. Així doncs, es va haver d’establir un criteri robust que 
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permetés la determinació d’aquest paràmetre de forma acurada. Després de 

considerar diverses maneres d’obtenir el valor del paràmetre f, es va decidir que el 

procediment més acurat seria determinar-lo a partir dels valors de retenció a una 

fracció baixa de modificador orgànic. Aquesta decisió es fonamenta en què a 

composicions de fase mòbil amb poca quantitat de solvent orgànic els temps de 

retenció són més llargs i, per tant, l’error que es pugui cometre a l’hora de mesurar 

aquesta retenció serà menor, donant lloc així a errors relatius molt petits. D’aquesta 

manera, guanyant fiabilitat en la determinació dels factors de retenció de les espècies 

neutra i ionitzada, també se’n guanya a l’hora de determinar el paràmetre f. Tot i que 

determinar el paràmetre f a fraccions de modificador orgànic baixes és l’opció que s’ha 

comprovat com a més acurada, la retenció d’algunes substàncies (especialment en la 

seva forma ionitzada) encara segueix sent força baixa, per la qual cosa la determinació 

del paràmetre f en aquests casos pot ser que porti associat un error experimental 

inevitable.  

Per als articles 2 i 3, en els que es va treballar amb fases mòbils que contenien 

acetonitril, la composició de fase mòbil escollida per a la determinació del paràmetre f 

va ser un 20% de modificador orgànic, ja que era la composició inicial dels gradients 

estudiats. Per contra, durant l’estudi en metanol desenvolupat a l’article 4, el 

paràmetre f es va determinar a partir de dades de retenció al 40% de modificador 

orgànic en la fase mòbil. Aquest fet es va produir perquè, com ja s’ha explicat 

anteriorment en l’apartat 3.2.3.1, els temps de retenció d’alguns anàlits en fases 

mòbils amb un 20% de metanol són extremadament llargs i la seva determinació no és 

sempre possible, per la qual cosa calia buscar una composició de fase mòbil alternativa 

a la que es pugués determinar la retenció. Tenint en compte que el percentatge més 

baix al qual es va mesurar la retenció per a la determinació dels paràmetres de 

retenció propis del solut va ser el 40%, es va considerar que els temps de retenció 

otinguts a aquest percentatge de metanol en la fase mòbil eren els més adequats per a 

la determinació del paràmetre f. 
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3.2.4. Avaluació de resultats 

Els tres models de predicció es van posar a prova tal i com està descrit a l’article 2. 

Per fer això, per una banda es van injectar les 12 substàncies escollides per a tots els 

gradients i valors de pH seleccionats i, per l’altra, es va elaborar un full Excel que va 

permetre la predicció automàtica dels temps de retenció per a cadascun dels models 

un cop introduïts tots els paràmetres que influeixen en l’elució d’un anàlit amb 

propietats àcid-base: els paràmetres de retenció propis el solut (depenent del model 

utilitzat), l’equació d’estimació del pH de la fase mòbil i l’equació d’estimació del pKa 

de l’anàlit (que conformen el grau d’ionització) i el valor del paràmetre f. Així mateix, 

també es van afegir dades generals del sistema cromatogràfic com el valor del temps 

mort i el valor del temps de residència (dwell time), imprescindibles per poder realitzar 

la predicció. 

La Figura 18, dividida en les parts A, B i C en funció del model de predicció utilitzat, 

mostra la retenció predita representada com a funció de la retenció experimental 

utilitzant acetonitril com a modificador orgànic, així com una línia vermella de pendent 

1 i ordenada a l’origen 0 que serveix com a referència. La proximitat dels punts a 

aquesta línia teòrica indica la qualitat de la predicció, ja que com més prop estigui el 

punt de la línia més bona serà aquesta. Per a aquesta figura, els rombes són punts 

obtinguts a pH 5, els quadrats són punts determinats a pH 7 i els triangles són punts 

corresponents a pH 9. 
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Figura 18A. Predicció per al model d’un paràmetre (n = 576) amb acetonitril com a 

modificador orgànic a pH 5 (◊), pH 7 (□) i pH 9 (Δ) 

 

Figura 18B. Predicció per al model de dos paràmetres (n = 576) amb acetonitril com a 

modificador orgànic a pH 5 (◊), pH 7 (□) i pH 9 (Δ) 



3.2 Predicció de la retenció d’anàlits ionitzables en mode gradient 

149 

 

Figura 18C. Predicció per al model de tres paràmetres (n = 576) amb acetonitril com a 

modificador orgànic a pH 5 (◊), pH 7 (□) i pH 9 (Δ) 

Tal i com es pot comprovar a la Figura 18, els tres models de predicció donen 

resultats bons. El que més salta a la vista observant els resultats és que els models de 

dos i tres paràmetres són força bons però que, per contra, en el model d’un paràmetre 

(Figura 18A) s’observa força més dispersió al voltant de la línia tèorica, fet que indica 

que les seves prediccions no són tan fiables com en els altres dos models. Per aquesta 

raó, si bé resulta un model de ràpida aplicació quan el sistema cromatogràfic utilitzat 

està ja caracteritzat, es pot afirmar que el model d’un paràmetre no és tan acurat com 

els altres dos models estudiats i, per tant, només es recomana el seu ús en cas que es 

desitgi prioritzar la rapidesa a l’exactitud dels resultats. Per la seva banda, es pot veure 

com les prediccions corresponents als models de dos i de tres paràmetres són força 

acurades i tenen una exactitud força similar, ja que la gran majoria de punts estan 

propers a la línia teòrica. De fet, si s’observa amb deteniment la disposició dels 

possibles valors aberrants (punts que més disten de la línia teòrica), es veu com en 

ambdós gràfics (Figures 18B i 18C) són extremadament similars (destaquen els dos 

triangles, punts obtinguts a pH 9, amb un temps predit més alt que el calculat i a un 
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valor aproximat de 8 minuts en tR’ experimental), fet que assenyala la gran similitud 

entre les prediccions donades per aquests dos models. Tenint en compte aquesta gran 

similitud, es recomana utilitzar el model de dos paràmetres com a norma general 

degut a que la determinació de dos paràmetres comporta menys treball experimental 

previ que determinar-ne tres. Així doncs, seguint aquestes directrius i d’acord amb 

aquests resultats, en els següents articles de la tesi es va decidir treballar només amb 

el model de dos paràmetres. 

Globalment, el model de dos paràmetres dóna lloc al gràfic que es mostra a la 

Figura 19, on hi figuren tots els punts obtinguts en la tesi, és a dir, amb fases mòbils de 

diversos valors de pH i que utilitzen tant acetonitril com metanol com a modificador 

orgànic. El gràfic inclou també els valors predits mitjançant la determinació 

experimental del pKa i l’estimació d’aquest paràmetre mitjançant l’equació (27). Cal 

aclarir que el gràfic està expressat en termes de retenció de forma genèrica perquè 

durant el transcurs de la tesi, s’ha fet servir valors de temps de retenció ajustat 

(articles 2 i 3) i de temps de retenció (article 4). 

 

Figura 19. Resultats totals obtinguts per al model de dos paràmetres (n = 1392) amb 

acetonitril i amb metanol com a modificadors orgànics i a pH 5, 7 i 9 

1 

2 

3 
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Aquesta figura dóna una idea força clara que el model de dos paràmetres, a nivell 

global, és un molt bon nivell de predicció de la retenció d’anàlits ionitzables en mode 

gradient. La gran majoria de punts estan molt prop de la línia teòrica i només hi ha tres 

grups de punts que s’escapen lleugerament d’aquesta tònica general i que s’expliquen 

a continuació: 

- Grup 1. El grup 1 està format per mesures superposades de la lidocaïna en 

acetonitril a pH 5 segons l’aproximació del pKa basada en equacions, més a 

l’esquerra, i diverses mesures de la clonidina en metanol a pH 5, més a la dreta. 

Cal dir que ambdues sèries de punts (així com d’altres substàncies presents en 

aquesta zona del gràfic) formen una línia horitzontal quan es representen 

gràficament. Això es deu a que la retenció predita és inferior al dwell time del 

sistema i per tant, sigui quin sigui el gradient aplicat, no afectarà a l’elució 

calculada ja que, segons la predicció, el gradient mai arribarà a la columna 

cromatogràfica. Per tant, tot i que els temps experimentals per als diferents 

gradients siguin diferents, la retenció predita per a tots els casos en aquestes 

condicions serà sempre la mateixa, i equivaldrà a l’elució en mode isocràtic a la 

composició de fase mòbil inicial del gradient (un 20% de modificador orgànic). A 

més de retencions predites inferiors al dwell time del sistema, per explicar l’error 

obtingut es pot dir que tant la lidocaïna com la clonidina són substàncies 

bàsiques amb valors de pKa al voltant de 8 (tal i com es mostra a les taules 2 i 3) 

que, quan són analitzades a pH 5, tenen un grau d’ionització molt elevat. Segons 

el model de dos paràmetres (equació (55)), quan el grau d’ionització és elevat el 

paràmetre f pren rellevància, per la qual cosa es dedueix que una determinació 

no massa acurada del paràmetre f afecta de forma significativa quan l’anàlit està 

totalment ionitzat i, per tant, és quelcom que pot haver contribuït a aquests 

errors. Per al cas concret de la lidocaïna, tenint en compte que no s’observa cap 

error quan s’utilitza l’aproximació experimental, és possible que els factors de 

retenció de les espècies totalment ionitzada i totalment neutra (obtinguts a pH 2 

i a pH 11) no siguin prou exactes i que, per tant, això doni lloc a un valor de f 

lleugerament erroni. Per altra banda, en el cas de la clonidina, possiblement el 

valor del paràmetre f a un 40% de metanol, composició on es va determinar el 
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paràmetre, sigui lleugerament diferent al valor de f a un 20%, la composició 

majoritària d’elució de l’anàlit.  

- Grup 2. Aquests dos punts són discutits a l’article 2, corresponents a l’elució del 

2,4,6-tribromofenol en un gradient còncau de 15 minuts a pH 9, utilitzant 

acetonitril com a modificador orgànic, amb la diferència que en un d’ells el 

gradient arriba fins a un 80% de d’acetonitril (punt més baix) mentre que en 

l’altre només arriba fins a un 60% (punt més alt). Tal i com es descriu a l’article, 

es va comprovar que existia una certa diferència entre la retenció de la forma 

ionitzada donada per l’equació (23) i la retenció experimental isocràtica del 

compost a pH 9. Tenint en compte que els gradients llargs còncaus passen força 

estona en una composició de fase mòbil propera al 20%, es pot trobar certa 

similitud entre l’elució en aquests gradients i l’elució isocràtica a un 20% i, per 

aquest motiu, resulta lícit dir que la diferència observada durant la construcció 

de la corba de pKa es pot traslladar a la predicció de l’elució en gradient.  

- Grup 3. Aquests dos punts, descrits a l’article 4, representen l’elució amb fases 

mòbils que contenen metanol del 2,4-dinitrofenol (més a l’esquerra) i el 2,5-

dinitrofenol (més a la dreta) utilitzant un gradient de 15 minuts còncau a pH 7. 

En aquest cas, dos possibles motius expliquen la gran diferència entre la retenció 

experimental i la retenció predita. El primer és una estimació errònia de 

l’ionització dels anàlits. Segons el model de predicció, ambdós compostos estan 

totalment ionitzats en les condicions de treball i, de fet, així es reflecteix en unes 

retencions estimades a pH 7 i a pH 9 que són pràcticament equivalents. En canvi, 

la retenció experimental és ostensiblement més elevada a pH 7 que a pH 9 (de 

l’ordre de 3 minuts per a ambdues substàncies), fet que fa pensar que en realitat 

el compost no està totalment ionitzat i que, per aquesta raó, es reté més del que 

preveu el model de predicció. L’altre factor que afecta a aquestes dues 

prediccions torna a ser, com en el cas del grup 1, la determinació del paràmetre 

f. És possible que el valor del paràmetre f determinat a un 40% de modificador 

orgànic sigui lleugerament diferent al valor a un 20%, i això afecta especialment 

als gradients còncaus ja que aquests romanen la majoria de temps a una 

composició de fase mòbil força propera al valor inicial de gradient (en aquest cas, 
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precisament, un 20% de metanol). Per tant, en gradients còncaus com els 

representats en aquests punts, és més probable que aquest possible error en la 

determinació del paràmetre f pugui afectar significativament a la predicció de la 

retenció. 

Addicionalment, en l’article 3 es discuteixen alguns punts més, com per exemple 

l’error sistemàtic en gradients còncaus per al 2,4,5-triclorofenol prèviament previst a la 

secció 3.2.3.2 degut a la diferència entre les dues aproximacions a la modelació de 

l’evolució del pKa. Ara bé, tot i que eren punts que destacaven dins del marc de l’article 

3, en adoptar una aproximació més global a la predicció de la retenció no s’observa 

que aquestes prediccions presentin errors significatius, per la qual cosa es pot afirmar 

que els petits errors que s’aprecien a l’article 3 quant a la modelació de l’evolució del 

pKa no influeixen significativament en el global del model de predicció. Per aquest 

motiu, es considera que l’aproximació a partir de les equacions (24) a (27) és la manera 

més adequada de modelar el pKa, ja que l’estalvi que aquesta aproximació comporta 

quant a temps i recursos invertits en realitzar el treball experimental previ compensa 

amb escreix la lleugera pèrdua de qualitat en les prediccions que suposa el seu ús. 

Per últim, un dels objectius d’aquest treball era el de desenvolupar un model capaç 

d’englobar a qualsevol substància que, en les condicions de treball, funcionés com un 

compost monopròtic. Per aquesta raó, a l’article 4 es van incloure diverses substàncies 

d’estructura moderadament complexa (que es pot consultar a la Figura 1 d’aquest 

article) i de pes molecular elevat. Tal i com es pot observar a la Figura 20, la predicció 

de la retenció d’aquestes substàncies va ser globalment força acurada. En aquesta 

figura es pot observar com, a excepció del bloc de punts corresponents a la clonidina a 

pH 5 comentat anteriorment com a part del Grup 1 de la Figura 19, el model de 

predicció funciona força bé per a substàncies voluminoses, d’una manera semblant, fet 

que demostra que el model és robust per a qualsevol tipus de substància que es vulgui 

analitzar. 
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Figura 20. Comparació dels temps de retenció experimentals i els temps de retenció 

predits per a substàncies estructuralment complexes 

Així doncs, tot i que existeixen una minoria de punts que s’escapen més del que 

seria desitjable, el model de dos paràmetres s’ha fet servir amb èxit en els dos 

modificadors orgànics més habituals per a un conjunt ampli de substàncies, partint de 

diferents valors de pH de la fase mòbil i dissenyant diferents gradients d’elució. Això el 

converteix en un model robust i fiable i, per aquest motiu, es pot afirmar que és una 

eina molt bona per a la predicció de la retenció d’anàlits amb propietats àcid-base en 

mode gradient. 
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3.3. DETERMINACIÓ DE LA LIPOFILICITAT 

MITJANÇANT UNA VERSIÓ OPTIMITZADA DEL 

MÈTODE DE SHAKE-FLASK 

La lipofilicitat d’una substància, mesurada habitualment per mitjà del log P 

(coeficient de partició) o del log D (coeficient de distribució), és una de les propietats 

més interessants avui en dia per a la indústria farmacèutica. Això és degut a que, en 

definir-se com el coeficient per al qual un compost es distribuirà entre un solvent 

aquós i un solvent orgànic, dóna una idea força exacta de com interaccionaran aquests 

compostos amb les membranes cel·lulars que conformen els diferents teixits i sistemes 

biològics del cos humà. Un resum general d’aquestes interaccions pot consultar-se a la 

Taula 1 de l’article 5. D’entre totes les maneres de mesurar la lipofilicitat, el mètode de 

shake-flask s’ha establert com el de referència, ja que és un procediment experimental 

que s’assembla força al procés actual de partició en una membrana biològica. No 

obstant, el mètode de shake-flask presenta algunes limitacions i, per aquest motiu, 

optimitzar el mètode de referència es converteix pràcticament en una necessitat. 

Essencialment, aquesta optimització es tradueix en modificar el mètode per tal que 

sigui apte per a substàncies compreses en un interval més ampli de valors de 

lipofilicitat i fer-lo adequat per a quantitats petites de mostra, ja que la indústria 

farmacèutica cada cop sintetitza una quantitat més gran de compostos candidats a ser 

fàrmacs (de valors de lipofilicitat molt variables) però ho fa en poca quantitat. En 

aquest sentit, les millores al mètode de shake-flask no solament pretenen fer possible 

la utilització de poca quantitat de substància sinó que, addicionalment, intenten partir 

de la solució del compost en DMSO, ja que aquesta és la forma en què els compostos 

solen estar emmagatzemats a les llibreries de substàncies de les indústries 

farmacèutiques. 
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3.3.1. Optimització del mètode de shake-flask 

L’optimització del mètode de shake-flask presenta dos aspectes principals. El primer 

és el de proposar una o més d’una relació de volums entre les dues fases que 

participen en el procés de distribució, relació que a partir d’ara s’anomenarà partició. 

Posteriorment, caldrà dissenyar procediments que permetin l’ús d’aquestes particions, 

tenint en compte sempre els possibles problemes de caire experimental que puguin 

anar sorgint. Cal aclarir que la determinació dels compostos d’interès es farà, en 

aquest treball, mitjançant la cromatografia de líquids (tant HPLC com UPLC). 

3.3.1.1. Establiment de particions 

Atès que la concentració és la relació entre la massa d’una espècie (mx) i el volum 

del solvent en la que estigui continguda (Vx), l’equació (46) es converteix en l’equació 

(60) després d’una reorganització dels termes: 

o

w

w

o

V

V
D

m

m
log  loglog   (60) 

on els subíndexs o i w fan referència a la fase octanòlica i a la fase aquosa 

respectivament. Una bona mesura de la lipofilicitat es dóna quan, aproximadament, hi 

ha la mateixa quantitat de compost a les dues fases de la partició, si una de les dues 

concentracions és molt baixa podria haver-hi problemes de detecció i la quantificació 

podria comportar un error relatiu molt gran o inclús arribar a límits en els que el pic 

cromatogràfic no s’observés. Si s’adpota aquesta condició per realitzar les mesures 

experimentals (de manera que la part esquerra de l’equació (60) sigui propera a 0), 

s’observa que la relació entre els volums d’ambdós solvents no solament és important 

sinó que a més cal que sigui el més semblant possible al coeficient de distribució D de 

l’anàlit. Així doncs, per tal de garantir que el mètode de shake-flask fos aplicable per a 

substàncies compreses en un interval ampli de log D, es van proposar una sèrie de 

particions on la relació de volums cobrís un interval ampli de lipofilicitat. Les particions 

proposades es mostren a la Taula 6. 
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Taula 6. Volums de la fase aquosa (Vw) i de la fase octanòlica (Vo) per a les particions 

proposades 

Partició Vw (mL) Vo (mL) log Vw/Vo 

a 0.05 5 -2 

b 0.2 5 -1.4 

c 0.5 5 -1 

d 0.5 0.5 0 

e 1 0.1 1 

f 1 0.01 2 

g 3 0.01 2.5 

h 5 0.01 2.7 

 

Així doncs, la lipofilicitat de les substàncies hidrofíliques estarà ben determinada 

mitjançant particions on el logaritme decimal de la relació de volums sigui negatiu 

mentre que per a mesurar la lipofilicitat de les substàncies hidrofòbiques caldrà 

utilitzar particions on el logaritme de la relació de volums sigui positiu. Cal recalcar 

que, tot i que es podrien haver proposat particions amb una relació de volums més 

favorable a la fase aquosa per abarcar compostos amb lipofilicitat encara més elevada, 

les particions es van cenyir a volums amb els quals resulta raonable treballar, és a dir, 

que es puguin mesurar, equilibrar i injectar correctament. La relació entre la 

lipofilicitat d’un compost, la concentració del compost que s’espera a cada fase i la 

partició que es recomana utilitzar queda sintetitzada a la Figura 21. Per últim, cal afegir 

que, tenint en compte que en funció de la lipofilicitat del compost es recomana 

utilitzar una o altra partició, abans de dur a terme la mesura experimental de la 

lipofilicitat del compost mitjançant el mètode de shake-flask és necessari fer una 

estimació prèvia d’aquesta lipofilicitat. Així doncs, per a poder comprovar el mètode 

proposat els valors de log D7.4 es van buscar prèviament a la base de dades BioLoom 

[79]. Un cop es coneix el valor teòric de lipofilicitat, es fa la mesura utilitzant la partició 

amb la relació de volums que més s’hi acosta i, posteriorment, per tal de donar 

robustesa als resultats, es realitza la determinació utilitzant la partició immediatament 

superior i la partició immediatament inferior a la recomanada. 
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Figura 21. Particions recomanades en funció de la lipofilicitat del compost 

3.3.1.2. Desenvolupament de procediments 

Tal i com s’ha comentat a la introducció, la manera més correcta de determinar la 

lipofilicitat d’un compost pel mètode de shake-flask és mesurant la concentració 

d’ambdues fases. Tanmateix, la injecció d’un solvent de viscositat elevada com 

l’octanol en HPLC pot comportar problemes ja que tendeix a quedar-se dins del 

sistema cromatogràfic, fet que requereix la implementació d’un sistema exhaustiu de 

neteja, i fins i tot pot arribar a deteriorar la fase estacionària de la columna. Per aquest 

motiu, Valkó va proposar l’equació (50), una equació que permet calcular la lipofilicitat 

dels compostos només injectant la fase aquosa [151] mitjançant la resta entre la massa 

de l’anàlit present en una solució patró aquosa mesurada abans de dur a terme la 

partició i la massa de l’anàlit en la fase aquosa injectada un cop la partició ha estat 

realitzada. Si es tenen en compte els diferents volums d’injecció que es poden fer 

servir per a mesurar ambdues concentracions, l’equació (50) es converteix en l’equació 

(61): 






























o

w

stinj

winj

V

V
r

v

v
D 1

A

A
  log  log

)(

)(

w

st  (61) 



3.3. Determinació de la lipofilicitat mitjançant una versió optimitzada del mètode de shake-flask 

159 

en la que Ast i Aw són les àrees del pic cromatogràfic corresponents, respectivament, a 

la solució patró i a la fase aquosa, i són proporcionals a la massa de compost injectada 

d’acord amb el volum corresponent d’injecció. vinj(w) i vinj(st) són els volums d’injecció de 

cada solució, r és el factor de dilució de la solució patró (en cas que una dilució sigui 

necessària) i Vw i Vo són els volums de cada solvent presents en la partició.  

Per poder aplicar aquesta equació es va seguir un procediment experimental, 

anomenat procediment 1 a l’article 5, consistent en diluir una petita quantitat de la 

solució 10 mM en DMSO de l’anàlit utilitzant la solució amortidora de pH 7.4 (el factor 

de dilució pot variar, en aquest treball s’ha agafat una proporció de 1:100). Aquesta 

solució és la que es considera com a solució patró i, per una banda serveix per 

determinar el valor de Ast. A més, el seu volum s’utilitza per realitzar les diferents 

particions juntament amb la quantitat corresponent d’octanol. Tanmateix, es va 

comprovar que certes particions no es poden dur a terme mitjançant aquest 

procediment degut a l’aparició de problemes de caire experimental (com per exemple 

poden ser la precipitació de l’anàlit o la impossibilitat d’injectar la fase aquosa degut al 

seu poc volum en la partició), per la qual cosa es va fer necessari dissenyar i utilitzar 

procediments alternatius per poder mesurar la lipofilicitat de substàncies molt 

hidrofíliques i de substàncies molt lipofíliques (també conegudes com a 

hidrofòbiques). 

A l’hora de tractar amb les substàncies hidrofíliques, un dels problemes principals és 

que, en algunes particions, no hi ha prou volum de fase aquosa com per poder fer la 

mesura cromatogràfica (cas de les particions a i b), la qual cosa impossibilita la mesura 

de la fase aquosa de la partició i, per tant, l’aplicació de l’equació (61). En aquest cas, 

tot i que no és massa recomanable a nivell experimental, l’única alternativa viable seria 

mesurar la concentració de l’anàlit a la fase octanòlica, sempre tenint en compte que 

el detector tingui la suficient sensibilitat. Aquest procediment va rebre el nom de 

procediment 2 i, si és el procediment que es segueix, l’expressió de càlcul que s’haurà 

d’utilitzar és la següent: 
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Per la seva banda, els compostos molt lipofílics no presenten problemes a l’hora de 

determinar la lipofilicitat, especialment si es disposa d’un detector sensible, sinó que 

els presenten durant el procés experimental de preparació de les particions. Les 

substàncies amb elevada lipofilicitat solen ser insolubles en solucions aquoses (com és 

el cas de la solució amortidora de pH 7.4) per la qual cosa, en fer la primera dilució 

amb la solució amortidora, moltes d’elles precipiten. Per evitar aquest fenomen, es 

van proposar dues alternatives diferents. La primera, anomenada procediment 3, va 

consistir en fer la primera dilució (des de la solució 10 mM en DMSO) utilitzant octanol 

en comptes de solució amortidora aquosa, obtenint d’aquesta manera una solució 

patró en octanol amb l’anàlit totalment solubilitzat. Aquesta solució patró es va fer 

servir per realitzar les particions i, posteriorment, es va mesurar la concentració en la 

fase aquosa com en el procediment 1. L’expressió a aplicar per a la determinació de la 

lipofilicitat, en aquest cas, és la següent: 
















o

w

stinj

winj

V

V
r

v

v
D

)(

)(

w

st(o)

A

A
  log  log  (63) 

L’altra alternativa, que va rebre el nom de procediment 1b, va consistir en fer la 

primera dilució en solució amortidora però fer la segona (la dilució 1:r per a la mesura 

de la concentració del patró) en DMSO, per la qual cosa el precipitat de la solució patró 

es redissolia. Per altra banda, en les particions no existia precipitat ja que aquest es 

redissolia en afegir la quantitat d’octanol corresponent. En aquest cas, com en el 

procediment 1, l’equació adequada per calcular la lipofilicitat del compost és l’equació 

(61), simplement cal tenir en compte que el factor r en aquest cas representa la dilució 

en DMSO. 

Informació més detallada sobre els quatre procediments diferents emprats en 

aquest treball es pot trobar a l’article 5, tant explicats en el text com especialment en 

la Figura 2, en la qual s’observa un diagrama de flux de tots els procediments que s’han 

utilitzat en aquest estudi en funció de la lipofilicitat dels diferents compostos. 

Addicionalment a la proposta dels diferents procediments específics per a cada 

tipus de substàncies, cal esmentar algunes consideracions generals. La primera fa 

referència a la preparació de les dues fases amb les que després es realitzaran les 

particions. Com s’ha dit a la introducció, tot i que a priori són solvents immiscibles i 
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això és el que permet la formació de dues fases i la posterior mesura de la lipofilicitat, 

l’aigua i l’octanol no són completament immiscibles. Per aquest motiu, per assegurar 

que els volums emprats per realitzar les particions són exactament els que es 

proposen, la solució aquosa tamponada a pH 7.4 es va saturar amb octanol amb 

anterioritat a la preparació de les particions. Per la seva part, l’octanol que es va 

utilitzar posteriorment per a realitzar les diferents particions també es va saturar amb 

solució amortidora de pH 7.4 per la mateixa raó. Per altra banda, també cal fer esment 

del temps d’agitació de les particions necessari per a que l’anàlit es distribueixi 

correctament entre les dues fases. Per a diversos anàlits es va mesurar la lipofilicitat 

utilitzant les mateixes particions després d’agitar els vials on estaven contingudes 

durant 1 hora, 2 hores i 24 hores. Els resultats van ser molt semblants entre ells, per la 

qual cosa es va decidir que una hora d’agitació era temps suficient perquè l’anàlit es 

repartís correctament entre les dues fases. 

3.3.2. Avaluació de resultats 

Per verificar la validesa del model, es va seleccionar un conjunt de 28 substàncies 

amb valors de log D7.4 obtinguts a partir de la base de dades BioLoom [79] compresos 

en un interval entre -2 i 4.5. En un primer moment, les determinacions de lipofilicitat 

es van fer emprant un instrument HPLC per a l’anàlisi. Posteriorment, procediments i 

particions es van transferir a una empresa farmacèutica, que va realitzar mesures de 

lipofilicitat de les mateixes substàncies utilitzant un instrument UPLC per a la 

quantificació final. Per a més especificacions sobre la metodologia experimental i la 

instrumentació utilitzada, pot consultar-se la secció corresponent de l’article 5. Els 

resultats obtinguts per a ambdós instruments, juntament amb el valor teòric de log 

D7.4, es troben resumits a la taula 7. 
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Taula 7. Determinacions del log D7.4 per al set de 28 substàncies 

Substància 
log D7.4 

Tabulat  Experimental (HPLC) Experimental (UPLC) 

Atenolol -1.94 -1.81 ± 0.23 –– 

Àcid salicílic -1.65 ± 0.59 -1.85 ± 0.14 -1.43 ± 0.11 

Àcid benzoic -1.43 -1.27 ± 0.15 -1.27 ± 0.19 

Metoprolol -0.15 ± 0.24 -0.28 ± 0.10 -0.33 ± 0.06 

Cafeïna -0.07 -0.04 ± 0.12 -0.03 ± 0.01 

Teofil·lina -0.02 -0.03 ± 0.09 -0.01 ± 0.03 

Procaïna 0.23 0.28 ± 0.17 0.29 ± 0.05 

Paracetamol 0.51 0.39 ± 0.13 0.33 ± 0.02 

Warfarina 0.88 ± 0.28 0.83 ± 0.19 0.91 ± 0.05 

Colquicina 1.30 1.09 ± 0.05 1.15 ± 0.03 

Acetanilida 1.16 1.19 ± 0.05 1.19 ± 0.04 

Propranolol 1.24 ± 0.15 1.23 ± 0.05 1.22 ± 0.06 

Lidocaïna 1.53 ± 0.26 1.61 ± 0.26 1.70 ± 0.19 

Acetofenona 1.58 1.57 ± 0.16 1.55 ± 0.16 

Hidrocortisona 1.61 1.58 ± 0.12 –– 

Propiofenona 2.19 2.24 ± 0.16 1.98 ± 0.19 

Butirofenona 2.66 2.65 ± 0.23 2.66 ± 0.10 

Haloperidol 2.92 ± 0.34 2.77 ± 0.26 2.78 ± 0.09 

Valerofenona –– 3.40 ± 0.14 3.22 ± 0.12 

Naftalè 3.3 3.19 ± 0.14 3.21 ± 0.25 

Timol 3.3 3.34 ± 0.23 3.32 ± 0.05 

Ketoconazol 3.83 3.42 ± 0.20 3.36 ± 0.15 

Reserpina 3.72 3.89 ± 0.21 4.27 ± 0.18 

Hexanofenona –– 3.69 ± 0.23 4.05 ± 0.32 

Fenotiazina 4.15 4.11 ± 0.22 4.02 ± 0.04 

Heptanofenona –– 4.41 ± 0.27 4.52 ± 0.16 

Antracè 4.45 4.49 ± 0.23 4.37 ± 0.23 

Fenantrè 4.47 4.58 ± 0.09 –– 

 

Com es pot observar a la taula 8, els resultats obtinguts són molt bons. Tal i com 

s’esperava, ja que és la zona de lipofilicitat més estudiada i en la qual el procediment 

experimental està ben establert, les determinacions de substàncies amb log D7.4 

intermedi (aproximadament entre -0.5 i 3.5) han donat resultats força propers als 

valors tabulats que s’han agafat com a referència. Tanmateix, els compostos amb log 

D7.4 molt baix (substàncies hidrofíliques) o molt alt (substàncies hidrofòbiques) també 

han donat resultats raonablement acurats. Tant és així que, en el cas de les mesures en 

HPLC, totes les substàncies excepte una estan dins d’un interval de ±0.3 unitats 
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logarítmiques i només el ketoconazol supera aquest marge. De totes maneres, veient 

que el valor obtingut en UPLC és molt més semblant al valor obtingut en HPLC que no 

al valor tabulat, resulta lícit pensar que els valors experimentals són propers al valor 

real de lipoficilitat del compost mentre que el valor de la base de dades no és prou 

exacte. En el cas de les determinacions realitzades amb l’instrument UPLC, 23 de les 25 

substàncies analitzades també cauen dins de l’interval de ±0.3 i només el prèviament 

esmentat ketoconazol i la reserpina s’escapen lleugerament d’aquest criteri 

d’exactitud. Així doncs, es pot parlar d’una combinació de particions i procediments 

força exacta per a l’interval de lipofilicitat de treball.  

Quant a precisió, la EPA considera que un criteri acceptable en el mètode de shake-

flask és que la desviació estàndard no superi les 0.3 unitats logarítmiques [148]. Tot i 

utilitzar un nombre considerable de particions en la determinació de la lipofilicitat de 

cada substància, com a mínim dues i fins a un màxim de cinc, la desviació estàndard de 

les determinacions en HPLC està sempre per sota d’aquest valor. En el cas de la 

determinació en UPLC, quasi totes les determinacions tenen desviacions estàndard 

compreses en l’interval de precisió acceptable (només les mesures de l’hexanofenona 

donen un valor lleugerament superior), per la qual cosa es pot dir que el mètode és, a 

més d’exacte, també força precís. Més específicament, en els dos tipus de mesures 

realitzats (especialment en UPLC) es pot veure com en la zona on idealment es fan 

servir les particions d, e i f la precisió és força alta, amb valors que en alguns casos són 

molt propers al 0, mentre que en zones de lipofilicitat més extrema els valors de 

desviació estàndard són, com a norma general, una mica més elevats. Així doncs, el 

que ens indiquen aquestes dades de precisió és que el mètode és molt reproduïble a 

lipofilicitats intermèdies però que, per a compostos hidrofílics i compostos hidrofòbics, 

l’optimització proposada al mètode de shake-flask també funciona de forma 

raonablement bona. Per a una informació més exhaustiva sobre els procediments i les 

particions utilitzades per a cada compost, així com els resultats específics obtinguts per 

a cadascuna d’elles, es pot consultar a la Taula 5 de l’article 5. 

A més del que són els propis resultats, d’aquesta taula cal remarcar alguns aspectes 

addicionals. Primerament, cal dir que quan el valor de log D7.4 de referència és únic és 

degut a que és el recomanat per la base de dades BioLoom, mentre que quan té una 
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desviació estàndard associada és perquè s’ha fet la mitjana entre diversos valors de la 

base de dades ja que cap d’ells ha estat designat com a referència pels gestors de 

BioLoom. A més, cal afegir que per a les caselles marcades amb una línia no es disposa 

d’informació, ja siguin valors teòrics procedents de la base de dades o valors de 

lipofilicitat de substàncies que, amb l’instrument UPLC, no es van poder realitzar. 

Addicionalment, els procediments 1 i 1b es van transferir a una empresa externa 

que proporciona serveis de recerca a la indústria farmacèutica (CEREP). Aquesta 

empresa va comprovar la robustesa d’aquests procediments mesurant la lipofilicitat de 

sis noves substàncies amb valors teòrics de log D7.4 compresos entre 0.5 i 3.8. Els 

resultats obtinguts es van comparar amb el valor mitjà de diverses determinacions 

fetes mitjançant UPLC (realitzades per tres analistes diferents) i es mostren a la Figura 

22. 

 

Figura 22. Comparació dels resultats obtinguts per UPLC amb els obtinguts a 

l’empresa externa CEREP 
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La Figura 22 dóna una correlació força bona entre els dos grups de valors. Tal i com 

passava amb les determinacions descrites a la Taula 8, la zona de lipofilicitat 

intermèdia (valors de log D7.4 entre 0 i 2.5) dóna uns resultats molt bons a nivell tant 

d’exactitud, ja que els punts són molt propers a la línia, com de precisió, ja que les 

barres d’error pràcticament no s’aprecien. Per la seva part, en compostos de caire més 

hidrofòbic (valors de log D7.4 superiors a 2.5) la precisió és clarament més baixa, 

trobant-se al voltant de les 0.3 unitats logarítmiques que marca la EPA, però l’exactitud 

segueix sent força acceptable tot i que també disminueix lleugerament. Així doncs, la 

Figura 22 no solament mostra que aquests procediments funcionen sinó que permet 

afirmar que l’optimització al mètode de shake-flask proposada en aquest estudi pot 

portar-se a terme de forma rutinària en qualsevol laboratori, substituint així a les 

costoses determinacions externes habituals en la indústria farmacèutica. 
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The work conducted throughout the thesis yielded the following conclusions: 

 

1. The van Deemter equation is the main tool to evaluate the performance of 

chromatographic columns and characterize their stationary phases. For a detailed 

evaluation, the van Deemter equation can be split into its different terms and the 

corresponding band broadening contributions can be determined in a stepwise and 

separate way through calculations and experimental procedures (like the total pore 

blocking or the peak parking methods). The Excel file provided in this thesis allows a 

fast and systematic estimation of the different contributions to the chromatographic 

band broadening, not only allowing the comparison between the magnitude of the 

aforementioned contributions but also providing a useful tool able to efficiently 

perform comparative tests between chromatographic columns.  

 

2. Three different models to predict the retention of ionizable analytes in gradient 

mode were developed and later tested. The so-called 2-parameter and 3-parameter 

models gave very accurate results, while the predictions performed using the 1-

parameter model were only fairly good. Taking into account the relationship between 

the accuracy of the predictions and experimental work to be done, the 2-parameter 

model is the one that works best and, therefore, it is recommended above the other 

two models tested. 

 

3. In gradient mode, the pKa of the analyte changes during the elution because its 

value depends on the mobile phase composition. In order to estimate the pKa value at 

every moment of the elution process, two different approaches have been tested. The 

first one is based on experimental measurements and, although it is quite accurate, 

obtaining all the isocratic retention data requires spending a great amount of time and 

resources. The alternative approach, based on equations and empirical coefficients 

that depend on the functional group of the analyte, allows the calculation of the pKa 

evolution in a faster way without significantly losing accuracy. Therefore, the approach 

based on equations is highly recommended. 
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4. Although it was supposed to be a constant value, the experimental 

measurements performed show that the f parameter (the relationship between the 

retention factors of the ionized and neutral species of the analyte) changes slightly 

with the mobile phase composition. Among the different ways of estimating the f 

parameter that have been tested, the determination at low fractions of organic 

modifier is recommended. When possible, 20% of organic solvent should be used but if 

reasonable experimental retention times are exceeded at that composition, other 

fractions such as 40% may be used. 

 

5. The 2-parameter prediction model has been successfully used to predict the 

retention of ionizable analytes under gradient elution. Besides being very accurate, the 

model also has quite a lot of robustness as it has shown good accuracy regardless of 

the size, pKa and functional group of the compounds tested, the organic modifier used 

in the mobile phase (acetonitrile and methanol), the initial mobile phase pH value and 

the gradient patterns used.  

 

6. Three main sources of error can cause inaccuracies in a prediction of the 

retention of an analyte: poor determination of its specific retention parameters, poor 

estimation of its ionization degree and poor calculation of the ratio between its neutral 

and ionized species (f parameter). None of them has affected greatly in the accuracy of 

the predicting models, although some consideration has to be taken with the 

calculation of the f parameter since its determination carries an unavoidable 

experimental error. Determination of the specific retention parameters and estimation 

of the ionization degree have worked quite well and possible inaccuracies in those two 

areas have not translated into significant errors in the predictions. Therefore, 

predictions of the retention of completely ionized compounds might be a little less 

accurate than those from partially ionized and neutral analytes, since the f parameter 

has an effect on the prediction of the retention when the ionization degree of the 

analyte is high (close to 1). 

 

7. The traditional shake-flask method has been optimized to assess the 

lipophilicity of drugs taking into account the new needs of the pharmaceutical 
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industry. Several phase volume ratios (partitions) have been proposed, as it has been 

shown that compounds need different phase volume ratios depending on their 

lipophilicity, and several procedures that allow the experimental execution of these 

partitions have been suggested. The optimization has been successfully tested for two 

different instruments, with good agreement between theoretical and experimental log 

D7.4 values and quite high precision between values obtained through different 

partitions.  
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