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RESUMEN. La cromatografia liquida de alta eficacia de fase invertida (CLAE-FI) ha
sido ampliamente utilizada con propdsitos analiticos y en la determinacién de para-
metros fisicoquimicos necesarios en el diseiio de nuevas drogas. Los tiempos de reten-
cién de los solutos dependen de complejas interacciones con la fase mévil y con la fase
estacionaria. Clasicamente se atribuy6 la diferente retenci6n de las sustancias a sus
coeficientes de reparto y a la polaridad de los solventes de la fase mévil. Nuestros ex-
perimentos muestran que el solvente organico contenido en la fase mévil y distribuido
en la fase estacionaria influencia la retencién de los solutos a través de enlaces de hi-
drégeno. La ubicacién de las moléculas en la interfase (fase mévil / fase estacionaria)
segiin su estructura quimica explicaria la diférente retencion entre sustancias igual-
mente lipofilicas. En este trabajo se consideran datos bibliograficos y estudios experi-
mentales sobre benzodiacepinas, nitrofenoles, aminopiridinas e hidroxiacetanilidas en
columnas de octadecilsilano.

SUMMARY. “Mechanism of the Chromatographic Retention in Reversed-phase High Per-
formance Liquid Chromatography (RP-HPLC)”. Reversed-phase high performance liquid
chromatographiy (RP-HPLC) has been widely used for analytical ‘purposes as well as for
determining physico-chemical parameters needed in the design of new drugs. Retention
times of the eluates depend on the complex interaction of solutes between the stationary
and mobile phases. The reason for different retention times has been classically atttributed
to partition coefficients of substances and polarity of solvents in the mobile phase. Our
experiments show that the organic solvent contained in the mobile phase and distributed in
the stationary phase, influences the retention time of solutes through hydrogen-bonding.
The location of molecules in the interphase (mobile phase / stationary phase) according to
their chemical structure could explain different retention times for equally lipophilic sub-
stances. In this paper. bibliographic data and experimental studies on benzodiazepines,
nitrophenols, aminopyridines and hydroxyacetanilides, with octadecylsilane columns are
considered.

PALABRAS CLAVE: Cromatografia liquida; Fase invertida; Lipofilia; Enlaces de hidré-
geno; Ubicacién en interfase.

KEY WORDS: Liquid chromatography; Reversed phase; Lipophilicity; Hydrogen bonding;
Interphase location.
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INTRODUCCION

La cromatografia liquida de fase invertida es una técnica ampliamente utiliza-
da con fines analiticos en el control de calidad de Empresas Farmacéuticas y en la
identificacién y cuantificacién de drogas y metabolitos en fluidos biolégicos. Tam-
bién ha sido empleada en la determinacién de la lipofilia de las sustancias, para-
metro éste de gran importancia en los estudios de relacién cuantitativa estructura-
actividad (QSAR), asi como en estudios de relacién cuantitativa estructura-LADME
(liberacion, absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion) 18, '

El tiempo de retencién bajo condiciones de trabajo preestablecidas (tipo de
columna, composiciéon de faser mévil, velocidad de flujo y temperatura) depende
de las propiedades fisicoquimicas de los solutos, siendo la lipefilicidad uno de los
mds frecuentemente considerados hasta el momento.

En este informe se muestran algunas evidencias que permiten concluir la in-
fluencia de otros factores, tales como interaccién por puentes de hidrégeno y dis-
tribucion en la interfase entre las fases mévil y estacionaria de los solutos.

PARTE EXPERIMENTAL

Hemos utilizado un conocido método para determinar la lipofilia de las sus-
tancias por CLAE-FI 1. Mediante este procedimiento se determinan los factores de
capacidad de la columna para cada soluto (k), el cual esta definido por la ecua-
cién (1), en diferentes sistemas binarios de fase mévil (solvente orginico / agua).

T,—-T
K = r— .o . (1)
To

T,: Tiempo de elucion del componente no retenido de la mezcla inyectada.
T,: Tiempo de elucion del soluto retenido.

Una buena correlacién lineal entre log k' y el porcentaje de solvente organico
de la fase movil, fue hallado experimentalmente por varios autores 129, Extrapo-
lando a 100% de fase moévil acuosa se obtiene log k', (ecuacién 2).

log k' = log k'y — m + (% solv. orginico) 2

Se utiliz6 un cromatégrafo Varian modelo 5060, con columna de 30 cm de
longitud por 4 mm de didmetro interno, 10 micras de tamafio de particula y recu-
brimiento en monocapa de octadecilsilano (MCH-10). Los estudios fueron realiza-
dos a temperatura ambiente (20 °C a 25 °C aproximadamente), con flujo de 2
ml/min y deteccién con longitud de onda variable (UV 50 de Varian) de acuerdo a
las sustancias ensayadas. '

Para una serie de benzodiacepinas las condiciones de trabajo fueron: detec-
cién a 254 nm, volumen de inyeccién de 10-20 ul, soluciones de concentracién
entre 40-80 ug/ml, sensibilidad de 0,1 aufs, fase mévil metanol / buffer fosfato 0,2
M (pH 7.4). '

En la Tabla 1 se muestran las condiciones operativas concernientes a un estu-
dio sobre 3 diferentes grupos de isébmeros (nitrofenoles, aminopiridinas, hidroxia-
cetanilidas).
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Isémeros Solvente acuoso Solvente organico Deteccion
Nitrofenoles Agua pH 3 (ajustado Metanol 30-50% 270 nm
con acido fosférico) Acetonitrilo 20-40%
Aminopiridinas Agua Metanol 50-70% 240 nm
Acetonitrilo 40-55%
Hidroxiacetanilidas Tampdn acetato 0,02 M Metanol 0-5% 254 nm
pHS Acetonitrilo 0-5%

Tabla 1. Condiciones experimentales del estudio con isémeros.

En la Tabla 2 se presentan las propiedades fisicoquimicas 1© y cromatogrifi-
cas de los solventes metanol, acetonitrilo y agua.

Metanol Acetonitrilo Agua
pKa (acido) 2 16,0 25,0 15,7
pKa (base) 2 -2,2 -10,1 -1,7
Tiempo de retencién (min) P 3,2 3,7 -

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas y cromatogrificas de metanol y acetonitrilo en comparacién con
agua. 2 Tomado de Noller 10. b Fase mévil: agua; flujo: 1 ml/min; deteccién: 220 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Antes de comentar 18s resultados obtenidos en nuestro disefio experimental,
es importante mencionar el articulo de Miyake et al. 3, en el cual se estudia la re-
tencién cromatogrifica en fase invertida de diferentes sustancias agrupadas de
acuerdo a sus capacidades de enlace de hidrégeno: no enlazantes de H, aceptores
de H y dadores de H. Dichos autores arriban a la siguiente conclusién experimen-
tal: compuestos con el mismo coeficiente de reparto octanol/agua que pertenecen
a los diferentes grupos antes mencionados, presentan diferentes tiempos de reten-
cién, siguiendo la magnitud de los factores de capacidad k’ el siguiente orden cre-
ciente: dadores de H, no enlazantes de H y aceptores de H. Otro dato importante
que se menciona en esta referencia bibliogrifica es que todas las sustancias cro-
matografiadas tienen mayores tiempos de retencién cuando la elucién se realiza
con metanol/agua que cuando se realiza con acetonitrilo/agua. '

El trabajo de Miyake et al. 3, ademds de estar correctamente disefiado y eje-
cutado, resume las experiencias de diferentes investigadores usuarios de esta téc-
nica cromatografica, entre los cuales nos contamos. Nuestro informe pretende in-
terpretar y aclarar algunos aspectos incluidos en dicho articulo.

Segun nuestro resultado cromatografico presentando en la Tabla 2, es eviden-
te que el metanol eluye mas ripido que el acetonitrilo, cuando se utiliza agua co--
mo fase mévil. Esto indica que el acetonitrilo presenta mayor lipofilia que el meta-
nol, lo cual permitird a fases moviles conteniendo acetonitrilo/agua eluir mas rapi-
damente a solutos que fases méviles compuestas por metanol/agua. Explicamos
este fenc}m_,eno considerando que el acetonitrilo repartido a la fase estacionaria en
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equilibrio con el de la fase movil disminuye el volumen de fase lipidica més de lo
que lo harfa el metanol en idéntica proporcién. De esta forma las sustancias inyec-
tadas dispondrian de menor volumen lipidico al cual repartirse y en consecuencia
serin menos retenidas cuando utilizamos acetonitrilo como componente organico
de la fase movil.

Sustancia n logk, S, mx100 S, x100 r F

Nitracepam 19 2,41 0,09 3,38 0,15 0,985 542
Clonacepam 14 245 0,24 347 0,36 0,942 94
Oxacepam 18 2,50 0,11 3,28 0,18 0,976 316
Loracepam 9 2,99 0,06 4,10 0,10 0,998 * 1677
Clordiacepéxido "~ 18 2,78 0,19 3,47 0,27 0,953 160
Diacepam 17 3,34 0,07 4,18 0,11 0,995 1463
Pracepam 11 3,99 0,15 4,85 0,21 0,992 554
Fluracepam 9 481" 0,17 5,64 0,23 0,994 583

Tabla 3. Analisis de regresion de datos cromatogrificos de benzodiacep'mas log k' = log k'yg —m .
(% metanol). n: nimero de determinaciones; S,: error estandar de lo g K'o; Sp: Error estandar de la
pendiente m; r: valor absoluto del coeficiente de correlacién; F: estadistico énel andlisis de varianza

para la regresion lineal.

Los resultados presentados en la Tabla 3 muestran una buena correlacion li-
neal entre log k’ y % de metanol de la fase mévil. Las ordenadas en el origen esti-
man la lipofilia de las diferentes benzodiacepinas estudiadas. Un hecho destacable
es que los valores de log k' para una composicién de fase con 70% de metanol
para nitracepam, clonacepam, oxacepam y loracepam, no guardan la misma rela-
cién que los valores de ordenada en el origen para las mismas sustancias, respec-
tivamente. Utilizando las correspondientes rectas de regresiéon pueden calcularse
los siguientes log k’: 0,044, 0,021, 0,204 y 0,120 para nitracepam, clonacepam,
oxacepam vy loracepam, respectivamente, para una fase moévil con 70% de meta-
nol. Es decir que ha habido una inversién en los tiempos de retencién para los
pares nitracepam/clonacepam y oxacepam/loracepam. ‘

Este fenémeno lo interpretamos como producto de la diferente capacidad de
enlace de H entre las sustancias de cada par. En benzodiacepinas de similar es-
tructura quimica, cuando uno de los andlogos tiene sustitucién halégeno en la po-
sicién 2’, éste presenta menor capacidad de aceptar H debido a una deslocaliza-
cién del par de electrones del mtrégeno de la posicién 4 11, Esta situacién se ilus-
tra en la Figura la.

En consecuencia, pese a tener menor lipofilia el compuesto 2’ no sustituido
eluye mis lento que su andlogo 2’ sustituido cuando la fase mévil contiene meta-
nol, ya que interacciona mas flrmemente con el metanol distribuido en la fase es-
tacionaria.

Otra experiencia practica que no detallamos en este informe lo constltuye la
puesta a punto de una técnica por CLAE-FI para la cuantificacién de Teofilina en
fluidos biologicos 12. En dicha ocasién se ensayaron dos fases méviles diferentes,
una constituida por acetonitrilo/dcido acético 1% (10:90) y otra por metanol/acido

@
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acético 1% (18:82). Se inyecté una muestra conteniendo teofilina y 3-hidroxiaceta-
nilida (estdndar interno), observando que la teofilina elufa mis ripidamente que la
3-hidroxiacetanilida cuando utilizamos la fase mévil conteniendo acetonitrilo, su-
cediendo lo contrario cuando la fase mévil contenia metanol.

Nuevamente aqui atribuimos este fenémeno a la diferente capacidad de enla-
ce de H de las sustancias cromatografiadas. La teofilina pre’senta un menor pK,
que la 3-hidroxiacetanilida, por lo que es mds habil en ceder su protén acido fren-
te a un aceptor de H. De la Tabla 2 podemos concluir que el metanol es mas fuer-
te aceptor de H que el acetonitrilo, por lo que retendrd mas firmemente a la teofi-
lina, produciendo en consecuencia un mayor tiempo de retencién que el derivado
fendlico ensayado como estindar interno.

Ahora estamos en condiciones de comprender el diferente comportamiento
cromatografico de dos sustancias que presentan el mismo coeficiente de reparto
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octanol/agua, siendo una dadora de H y otra no enlazante de H 3. El dador de H
tendra un valor de log k', méds bajo que el no enlazante de H, y esto se debe a
que cuando la fase mévil es 100% acuosa no tienen lugar los puentes de H en la
fase estacionaria, mientras si es muy importante este tipo de interaccién cuando se
determina el coeficiente de reparto octanol/agua.

Sin embargo este mismo argumento no resulta adecuado’ cuando queremos
explicar el mayor valor de los log k', de una sustancia aceptora de H frente a otra
no enlazante de H, ain teniendo ambas el mismo coeficiente de reparto octa-
nol/agua 3.

En este caso creemos que juega un papel fundamental la ubicacién de la mo-
lécula del soluto en la interfase del sistema cromatogrifico (fase estacionaria/fase
movil). Cuando esta ubicacién se ve termodinidmicamente favorecida, la elucién
del soluto desde la columna serd mis lenta, tal como sucede con los aceptores de
H. En la Figura 1b se ilustra este caso, para el benzoato de etilo como aceptor de
H. Los compuestos no enlazantes de H no presentan en su molécula grupos hi-
drofilicos que le permitan ubicarse adecuadamente en la interfase.

Este razonamiento nos introduce en la teoria del estado de transicién, que es
tan vilido en los estudios de cinética de las reacciones quimicas como en nuestro
caso de cinética de la transferencia de solutos entre dos fases inmiscibles.

Sin pretender llegar a cuantificar la real incidencia que puede tener la veloci-
dad de transferencia de sustancias entre las fases mévil y estacionaria sobre la re-
tencién cromatografica, aunque un fuerte indicio tenemos al respecto producto de
simulaciones en ordenadores del proceso de cromatografia mediante modelos ci-
néticos, cierto es que la comprobacién experimental de la relacién entre estabili-
zacion en interfase y tiempos de retencién perfilan a esta técnica analitica como
muy buen instrumento de investigacién de los procesos cinéticos de reparto lipi-
do/agua.

Los resultados mostrados. en la Tabla 4 aportan elementos que contribuyen a
sostener este tercer mecanismo involucrado en la retencién cromatogrifica, y que
en cierto modo ya es sospechado por otros autores 13.

Sustancias Acetonitrilo Metanol

log k', m x 100 log k', mXx 100
2-nitrofenol ) 1,91 3,18 2,04 2,63
3-nitrofenol 1,70 3,34 1,84 2,67
4-nitrofenol 1,65 3,33 1,78 2,63
2-aminopiridina 2,51 3,64 1,84 2,12
3-aminopiridina 1,67 2,77 1,18 1,85
4-aminopiridina 1,39 0,06 1,52 0,35
2-hidroxiacetanilida 1,50 11,46 1,50 3,20 -
3-hidroxiacetanilida 1,52 12,69 1,52 4,41
4-hidroxiacetanilida 1,32 12,96 1,32 4,76

Tabla 4. Resultados cromatogrificos de isdbmeros: log k’ = log k', — m - (% solvente orginico).
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De la Tabla 4 puede observarse cémo el compuesto 2-nitrofenol presenta
mayor retencion (log k’y) cuando se eluye con fase mévil 100% acuosa que su is6-
mero meta, pese a ser mds hidrofilico, producto de su mayor ionizabilidad (pK,
7,2 y 7,4 para los isbmeros ortoy meta, respectivamente 10). La estabilizacién en la
interfase creemos es la mis adecuada explicacién (Figura 1¢).

Esta misma situacién no se presenta para el par de isémeros orfo y meta de
la hidroxiacetanilida. El grupo metilo del radical acetilo no permite una adecuada
estabilizacion en la interfase en el compuesto 2-hidroxiacetanilida (Figura 1d).

Por otra parte ambos isémeros orto de las dos series (nitrofenoles e hidroxia-
cetanilidas) son mis retenidos que los respectivos isémerqgs meta, cuando se elu-
yen con fase mévil conteniendo solvente orginico. Esto se debe a una mayor inte-
raccién por puentes de H con el acetonitrilo o con el metanol en la fase estaciona-
ria de los isébmeros orto, como consecuencia de fenémenos de resonancia.

Otro ejemplo de estabilizacién en la interfase del sistema cromatogrifico es la
lenta elucién del compuesto 2—-aminopiridina, para una composicién de fase moévil
100% acuosa (Tabla 4 y Figura 1e). En cambio para el isémero 4-aminopiridina la
elucién es mas riapida con fase mévil exenta de solvente orgidnico y es el mis len-
to de la serie cuando se incorpora metanol o acetonitrilo a la fase mévil (observar
en la Tabla 4 la pequefia pendiente m). En este caso la estabilizaciéon en la interfa-
se se ve favorecida por enlaces de H con los componentes orginicos de la fase

“movil distribuidos en la fase estacionaria (Figura 1f).

CONCLUSIONES

Podemos advertir de este estudio que la elucién de sustancias en cromatogra-
fia liquida de fase invertida responde a una mezcla de interacciones que se corres-
ponden con sus lipofilias, sus capacidades de establecer puentes de H y de ubi-
carse en la interfase del sistema.

En el desarrollo de una técnica de anilisis es conveniente tener presente la .
estructura quimica de las sustancias a cromatografiar, estableciendo la relativa ba-
sicidad entre los productos y el cosolvente orgédnico a utilizar en la fase mévil.

Puede suceder que una sustancia tenga menor poder de dar o aceptar H que
el propio solvente orginico utilizado, llevando con preferencia en este caso a en-
laces de H entre las propias moléculas del solvente.

Predecir los tiempos de retencién para cada sustancia de acuerdo a la fase
movil considerada no es ficil, ya que el comportamiento final resulta del balance
de los tres tipos de interacciones apuntadas.

El ensayo experimental es muchas®veces necesario, y para que éste no sea
totalmente aleatorio es muy util desarrollar la siguiente estrategia. Las diferentes
sustancias que se desean separar se cromatografian a dos proporciones de fase
moévil diferentes de composicién binaria (agua/solvente orginico). Haciendo uso
de la ecuacién (2) se determinan las rectas para cada sustancia y se busca la pro-’
porcién de solvente orginico 6ptimo que permita eluir separadamente cada una
de ellas. Si en la practica la resolucién no es suficientemente buena se puede ir in-
corporando a la fase mévil otro solvente orgidnico de acuerdo a los conceptos pre-
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sentados en este trabajo. Tener presente que el acetonitrilo siempre eluye mds ra-
pido a los solutos que €l metanol.

' El desarrollo de una técnica de anilisis se facilita si se cuenta con un equipo
dotado de tres reservorios (agua, metanol, acetonitrilo) ya que permite programar
la composicién de fase moévil. El uso de gradientes de elucién puede ser una téc-
nica alternativa muy (til, pero no la recomendamos, salvo que sea absolutamente
necesario. Esta técnica compromete la reproducibilidad del método y el tiempo de
anilisis, ya que se debe volver a estabilizar el sistema en las condiciones iniciales
antes de cada corrida. Es preferible, siempre que se pueda, resolver el problema
utilizando un procedimiento isocritico de elucién.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Mc Call, JM. (1975) J. Med. Chem. 18: 549-52

2. ‘Toon, S., ]J. Mayer y M. Rowland (1984) J. Pharm. Sci. 73: 625-7

3. Miyake, K., N. Mizuno y H. Terada (1986) Chem. Pharm. Bull. 34: 4787-96

4. leo, A., C. Hansch y D. Elkins (1971) Chem. Rev. 71: 525

5. Hansch, C, (1975) en “Drug Design” (E]J. Ariens, Ed.) Academic Press, London, Vol. I,
- pigs. 271-342

6. Lien, EJ. (1975) en “Drug Design” (E]. Ariens, Ed.) Academic Press, London, Vol. V,

pigs. 81-132 :
7.  Yalkowsky, S.H., S.C. Valvani y T.]J. Roseman (1983) J. Pharm. Sci. 72: 866-70
8. Wvetina, J., M. Laznicek, M. Kvetinova y K. Waisser (1984) 2nd. Eur. Congr. Bio-

pharm. Pharmacokin., Salamanca, (Spain), April 24-27th.

9. Prandi, C., P. Fagiolino, E. Manta, L.D. Llera, ].M. Aiache y J. Couquelet (1992), Il Far-
maco 47: 249-63 '

10. Noller, C.R. (1966) Chemistry of Organic Compounds, 3th. edition, W.B. Saunders
Company, Philadelphia

11. Borea, P.A. y G. Gilli (1984) Arnzeim. Forsch./ Drug Res. 34: 649-53

12. Payssé, H., E. Orosa y P. Fagiolino (1991) Acta Farm. Bonaerense 10: 73-7

13. Horvath, C., W. Melander e 1. Molnar (1976) J. Chromatogr. 125: 129

154





