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b Acidesa per pont d'hidrogen del medi 

 Ordenada a l'origen d'una recta 

B Basicitat del solut per pont d'hidrogen 
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N
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N
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N
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S Dipolaritat/polaritzabilitat del solut 
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s pKa Acidesa dels silanols mesurada en una escala de pHs

s  

su Coeficient LSER s normalitzat 

SUVs Vesícules unilamel·lars petites 

pHs
w  pH mesurat en una fase hidroorgànica amb un elèctrode 

calibrat amb tampons aquosos 

t Temps 
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Tm Temperatura de transició entre fases d'un liposoma 
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 L’objectiu d’aquesta tesi doctoral ha estat l’estudi i caracterització de 

membranes artificials de diversa naturalesa, utilitzant diferents tècniques 

analítiques que ens proporcionessin informació de com els compostos es 

comportaven davant de les membranes. Un cop que estiguessin 

caracteritzades es pretenia determinar la seva capacitat per modelar 

propietats biològiques, de manera que es poguessin conèixer alguns 

d’aquests paràmetres sense necessitat de mesurar-los experimentalment. 
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1.1. Avaluació de les interaccions fàrmac-
membrana 
 
 

 En el procés de desenvolupament de nous fàrmacs l’avaluació de la 

interacció entre fàrmac i membrana és un pas crític, perquè la seva 

activitat, toxicitat, distribució i absorció depenen de la seva partició a través 

de diferents membranes (com l’intestinal, la pell o la barrera 

hematoencefàlica)1-3. Encara que un fàrmac tingui un gran potencial en 

estudis in vitro no podrà ser efectiu si no arriba al lloc on ha d’actuar. Per 

tant, conèixer el seu comportament farmacocinètic és clau, en particular els 

processos d’absorció i distribució. El problema radica en portar a terme 

experiments amb sistemes biològics, ja que sovint pot resultar difícil per 

raons tècniques i ètiques, a més de comportar un elevat cost econòmic. Per 

aquesta raó va sorgir la necessitat de trobar models capaços de predir el 

comportament de compostos en sistemes biològics, amb l’objectiu 

d’estalviar temps i diners en les primeres etapes de desenvolupament del 

fàrmac. 
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 La lipofilicitat, expressada pel coeficient de partició octanol/aigua (log 

Poct), s’ha considerat tot sovint un paràmetre decisiu per modelar la difusió 

passiva4,5. No obstant, la biodistribució de compostos d’estructura 

complexa, com són molts fàrmacs, no sempre resulta ben explicada per 

aquest coeficient6, degut a que els processos de distribució en sistemes 

biològics són significativament més complexos que els típics sistemes de 

partició químics.  

 L’assaig de permeabilitat a través d’una membrana artificial (PAMPA) 

també ha estat utilitzat per mesurar la permeabilitat passiva7-10, amb 

l’objectiu de predir l’absorció oral de nous fàrmacs, obtenint excel·lents 

resultats. En aquest cas no es basa en la partició octanol/aigua sinó que 

s’utilitza un altre solvent orgànic, l’hexadecà, per formar una membrana 

artificial situada entre dos compartiments aquosos que els compostos 

creuen o no en funció de la seva lipofilicitat. 

 Un altre sistema utilitzat àmpliament per avaluar la interacció fàrmac-

membrana són els liposomes. Preparats a partir de fosfolípids, presenten 

una estructura similar a la bicapa fosfolipídica que conforma les membranes 

cel·lulars. 

 
 

Figura 1.1. Estructura d’un liposoma 
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Figura 1.2. Estructura d’una membrana cel·lular 

 

 Tot i que les cèl·lules presenten més elements a les seves membranes 

(com proteïnes, colesterol, sucres, etc.) l’estructura bàsica és molt similar a 

la dels liposomes, ja que en els dos casos els fosfolípids formen una bicapa 

enfrontant les cadenes apolars i deixant els caps polars cap a l’interior i 

exterior en contacte amb medis aquosos, tal i com es veu a les figures 1.1 i 

1.2.  

 Diversos estudis QSAR (Relacions Quantitatives Estructura-Activitat) 

realitzats demostren l’utilitat del coeficient de partició dels liposomes per 

modelar la partició en membranes cel·lulars, proporcionant bones 

correlacions amb l’activitat dels fàrmacs11-13. Però aquesta tècnica també 

presenta les seves limitacions, degut a la dificultat de la preparació dels 

liposomes, l’equilibració del solut a la suspensió del liposoma, la 

quantificació del solut lliure en presència dels liposomes, etc. El procés és 

llarg i tediós, i això impedeix que la tècnica s’apliqui a gran escala.  



10                                                                                                               Introducció 

 Basant-se en la mateixa idea d’emprar els principals constituents de la 

membrana cel·lular, els fosfolípids, va sorgir la cromatografia de membrana 

artificial immobilitzada (IAM), desenvolupada per Pidgeon i Venkataram a 

finals dels anys 8014. 

 

 
Figura 1.3. Estructura d’una columna IAM 
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 La fase estacionària IAM (Figura 1.3) es prepara enllaçant covalentment 

molècules de fosfatidilcolina a la sílice, formant en aquest cas una 

monocapa de fosfolípids, en lloc de la bicapa de les membranes. La sílice 

està desactivada (endcapped) amb cadenes alquíliques C10 i C3 mitjançant 

enllaços amida, per evitar interaccions no desitjades. De totes maneres, a 

causa de l’impediment estèric, queden alguns grups propilamino lliures que 

donen a la columna IAM una certa basicitat15. 

 L’objectiu d’aquesta nova tècnica era obtenir prediccions ràpides i 

precises de la distribució de fàrmacs en sistemes biològics a partir de les 

mesures de retenció en cromatografia de líquids d’alta resolució (HPLC). 

Durant els últims anys s’han intentat trobar vàries correlacions entre el 

factor de retenció en columnes IAM i diferents paràmetres biològics, com 

són l’absorció intestinal en rates16,17, la permeabilitat i partició a través de la 

pell18,19, o a través de la barrera hematoencefàlica20,21. Es van obtenir bones 

correlacions en alguns casos i en altres no tant, o només limitades a petits 

grups de fàrmacs homòlegs. Però és una tècnica amb un gran potencial, i 

es continua estudiant i treballant amb ella. 

 Durant tota la meva tesis he anat treballant amb les tècniques fins ara 

esmentades. A continuació parlaré amb més detall del fonament de 

cadascuna d’elles i dels models teòrics que vaig aplicar durant el seu estudi.
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1.2. Cromatografia líquida d’alta resolució 
(HPLC) 
 
 

 La cromatografia líquida d’alta resolució és una tècnica de separació 

basada en la diferent distribució dels components d’una mescla entre una 

fase mòbil i una fase estacionària. Les fases són escollides de tal forma que 

els soluts es distribueixen de diferent manera entre elles. És a dir, o tenen 

més tendència a quedar retinguts a la fase estacionària, o tenen més 

tendència a ser eluïts per la fase mòbil. A conseqüència de la seva diferent 

mobilitat, els components de la mescla se separen en bandes (pics 

cromatogràfics) que poden analitzar-se qualitativament i/o 

quantitativament22.    

 El factor de retenció (k) és un paràmetre important que s’utilitza 

freqüentment per descriure les velocitats de migració dels soluts a les 

columnes. Es pot definir com:  

 

M

MR

t
ttk −

=                                   (1) 
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 El temps de retenció (tR) és el temps que triga qualsevol solut en arribar 

al detector des del moment en que és injectat, mentre que el temps mort 

(tM) és el temps necessari perquè un compost que no es retingui en absolut 

a la fase estacionària arribi fins al detector. 

 Quan treballes amb cromatografia de líquids és molt important conèixer 

les propietats de les fases implicades en el procés de transferència per 

poder escollir les millors condicions de treball. D’aquesta manera, part de 

l’estudi realitzat està dedicat a la caracterització de fases estacionàries 

mitjançant diferents models, sent una d’elles la columna IAM. 

 

 

1.2.1. Caracterització de l’acidesa de fases estacionàries 
 

 La sílice és el suport més emprat per fabricar fases estacionàries degut 

a la seva facilitat per enllaçar amb diferents components, a més de les 

seves propietats físiques i mecàniques. Malgrat això també presenta alguns 

desavantatges, especialment en l’anàlisi de substàncies bàsiques que 

interaccionen fortament amb els grups silanols lliures. És freqüent observar 

en els pics cromatogràfics de compostos bàsics una baixa eficàcia de la 

columna, pics asimètrics, o augment de la retenció, deguts a una interacció 

amb el suport més que amb la fase estacionària23. 

 S’han portat a terme diversos estudis per bloquejar o eliminar el 

nombre de silanols residuals, o si més no disminuir la seva quantitat, com 

són l’endcapping, el pretractament de la sílice, o l’ús de sílices híbrides 

(formades per sílice i metilsiloxans)24-26. Tot i així continuen quedant silanols 

residuals a la superfície, en menor o major grau depenent de la 

columna27,28. Aquests silanols poden ser de diferents tipus: aïllats, geminals 

o veïnals (Figura 1.4) i poden interaccionar entre ells per donar diferents 

estructures.  
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Figura 1.4. Silanols residuals lliures a la superfície de la sílice. 

 

 S’han realitzat diversos estudis per determinar la interacció dels soluts 

amb la sílice29. Molts d’aquests models estan basats en la retenció d’amines, 

però no hi ha cap acceptat universalment ja que els resultats depenen 

fortament del solut emprat29-31. A més, aquests compostos tendeixen a ser 

voluminosos, fent difícil el seu accés als porus més petits de la sílice i 

interaccionant també amb la fase estacionària, no només amb el suport, 

degut a la seva hidrofobicitat.   

 El mètode que nosaltres fem servir per caracteritzar l’acidesa de la sílice 

de la columna IAM està basat en la variació de la retenció d’un compost 

iònic (nitrat de liti) en funció de la variació del pH d’una fase mòbil 

iònica27,28. El liti, a diferència de les amines, només experimenta interacció 

amb el suport per intercanvi iònic, i pot accedir als porus més petits degut a 

la seva grandària. Els cations sodi de la fase mòbil queden retinguts als 

silanols ionitzats, i s’intercanvien pels ions liti quan són injectats: 

 

R3Si-O- Na+ +  Li+               R3Si-O- Li+  +  Na+                                     (2) 

 

 El nitrat no queda retingut pels silanols carregats negativament, pel que 

podem associar el seu temps de retenció amb el temps mort. En el cas que 

la columna presenti silanols lliures l’injecció del nitrat de liti ens donarà dos 

pics separats, degut a la major retenció del liti. Si els dos pics estan 
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solapats mostrant un únic pic, ens indica que no hi ha silanols lliures en 

aquella columna i per a aquell pH de treball. A mesura que augmentem el 

pH de la fase mòbil els silanols es van desprotonant i retenint el liti, 

depenent del seu pKa.   

 L’acidesa dels silanols (pKai) i la seva abundància (ki) es calculen a 

través de la següent equació28, per ajust de les dades experimentals (k) al 

pH de les solucions de treball: 

 

∑
=

− ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
+

=
m

i
pHpK

i
ai

k
k

1 101
                                                                        (3) 

 

on k és el factor de retenció de l’ió liti i ki és la màxima retenció que es pot 

aconseguir per a un tipus específic i de silanols amb acidesa pKai. Aquest 

paràmetre ki es defineix amb la següent equació: 

 

cMM

i
Li
Na

i FNat

nK
k

][ +

+

+
=                                                                                          (4) 

 

on 
+

+
Li
Na

K  és el coeficient de selectivitat del catió liti respecte al catió sodi, ni 

és el nombre total de silanols de tipus i, tM és el temps mort (o sigui el 

temps de retenció del nitrat), [Na+]M  és la concentració de cations sodi a la 

fase mòbil i Fc és el cabal de la fase mòbil. 

 Una sílice de bona qualitat serà aquella que tingui uns pKai elevats, ja 

que els silanols aguanten sense desprotonar-se en la major part de 

l’interval de pH de treball de la fase mòbil. 
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1.2.2. Model de polaritat 
 

 El model que relaciona la retenció amb la polaritat de la fase mòbil ha 

evolucionat al llarg del temps passant per diverses etapes. Inicialment es 

van demostrar relacions lineals en un ampli interval de composicions de 

fase mòbil entre el log k dels soluts i el paràmetre ET(30) (paràmetre de 

polaritat de Dimroth-Reichardt)32,33. En la forma normalitzada d’aquest 

paràmetre, l’equació queda: 

 
N

TmEpqk +=log                                                                              (5) 

                                                                                                         

 A continuació es va observar que els coeficients q i p de soluts estudiats 

amb la mateixa fase estacionària i fase mòbil estaven interrelacionats, i per 

aquest motiu es va reescriure l’equació (5) per convertir-se en la següent: 

 

( )N
Ts

N
Tm EEpkk −+= 0)(loglog                                                                (6) 

 

on N
TsE  és el paràmetre de polaritat normalitzat de la fase estacionària. De 

l’equació (6) es pot deduir que la retenció d’un solut vindria descrita per un 

paràmetre constant per a cada solut (p) i un paràmetre relacionat amb la 

fase mòbil ( N
TmE ). Els altres paràmetres (log k)0 i N

TsE  són constants per a 

un determinat sistema columna-modificador orgànic.  

 El principal problema d’aquest model es que no es podia aplicar a totes 

les composicions de fase mòbil, la linealitat estava limitada a un determinat 

interval. Per aquest motiu Rosés i Bosch van modificar l’equació introduint 

un paràmetre nou de polaritat34: 
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N
mPpqk +=log                                                                               (7)                              

 

on el paràmetre N
mP  es defineix mitjançant les següents relacions 

empíriques: 

 

φ
φ
42.100.1

13.2
00.1

+
−=N

mP                                                                      (8) 

φ
φ
47.000.1

33.1
00.1

+
−=N

mP                                                                      (9) 

       

per a acetonitril i metanol respectivament. φ és la fracció de volum en tant 

per u de solvent orgànic a la fase mòbil.  

 Els paràmetres p i q estan relacionats linealment segons la següent 

equació:  

 
N

SPpkq −= 0)(log                                                                             (10) 

 

 Substituint l’equació (10) a l’equació (7) s’obté una equació similar a la 

(6), funció d’un paràmetre del solut, altre de la fase mòbil, i dos constants 

del sistema: 

 

( )N
s

N
m PPpkk −+= 0)(loglog                                                              (11) 

 

on N
sP  és el paràmetre de polaritat de la fase estacionària. Aquest model 

ha estat comprovat per Rosés i Bosch en tot l’interval de composicions de 

fases mòbils acetonitril/aigua i metanol/aigua amb diferents columnes C18 

obtenint bones correlacions35-37. 
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1.2.3. Model LSER (Relacions lineals de l’energia lliure de 

solvatació) 
 

El model LSER es basa en la correlació de qualsevol propietat d’interès 

(relacionada linealment amb l’energia lliure de solvatació) amb propietats 

moleculars del dissolvent o dels soluts que participen en el procés38. Aquest 

model es pot aplicar a una propietat físico-química (coeficient de partició 

octanol-aigua (Poct), factor de retenció en HPLC (k)…) o a una propietat 

biològica o toxicològica (barrera hematoencefàlica (BBB), factors de 

toxicitat…)39-41.  

 El logaritme de la propietat d’interès es pot correlacionar linealment 

amb propietats moleculars del solut representades a través dels descriptors 

moleculars segons l’equació (12), que descriu la transferència d’un solut 

entre dues fases condensades: 

 

log SP = c + eE + sS + aA + bB + vV                                                (12) 

 

on SP és la propietat d’interès, en el nostre cas el factor de retenció (k).  

 

Les propietats representades pels descriptors són les següents: 

 

• La refractivitat molar en excés ve representada pel terme de 

polaritzabilitat E, que mesura la capacitat del solut per interaccionar 

amb el medi mitjançant els seus electrons -n o -π per interaccions 

de dispersió tipus dipol induït - dipol induït entre el solut i el 

dissolvent. 
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• El terme S avalua la dipolaritat i la polaritzabilitat conjuntament 

perquè no és possible separar les dues contribucions. Mesura la 

capacitat del solut per interaccionar amb el dissolvent mitjançant 

interaccions dipol - dipol i dipol - dipol induït.  

• El descriptor V representa el volum característic de McGowan del 

solut.  

• L’acidesa i basicitat per pont d’hidrogen venen representades pels 

termes A i B respectivament.  

 

Els coeficients de l’equació (12) reflecteixen les diferències entre les 

dues fases implicades en el procés de transferència respecte la propietat 

del descriptor al que estan multiplicant. El coeficient e representa la 

diferència de capacitat que tenen la fase mòbil i estacionària per 

interaccionar amb els electrons -n o -π del solut. El coeficient s indica la 

diferència entre aquestes fases quan interactuen amb el solut a través de 

dipol-dipol i dipol-dipol induït. Els coeficients a i b mesuren la diferència en 

basicitat i acidesa del medi per pont d’hidrogen, respectivament. Per últim, 

el coeficient v ens informa de la diferència en hidrofobicitat de les dues 

fases. 

Aquests coeficients, i la constant (c), es calculen mitjançant una 

regressió multilineal dels logaritmes experimentals de la propietat de interès 

d’una sèrie de soluts neutres i els seus corresponents descriptors. Un cop 

que els coeficients ja s’han calculat es pot predir aquella propietat per a 

qualsevol solut neutre de descriptors coneguts per a aquell mateix sistema 

(mateixa fase estacionària i composició de fase mòbil). En canvi, el model 

deixa de ser útil per a altres composicions de fase mòbil, i s’haurien de 

calcular novament els coeficients. 
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Per poder aplicar el model LSER és necessari conèixer els descriptors 

dels soluts. El volum de McGowan (V)42 i la refracció molar en excés (E)43 es 

poden calcular directament a partir de l’estructura molecular del compost, 

però la dipolaritat/polaritzabilitat (S)44 i acidesa i basicitat per pont 

d’hidrogen (A i B)38,45,46 s’han de determinar experimentalment. Una altra 

manera d’estimar aquests descriptors és mitjançant el programa de càlcul 

ABSOLVE que Abraham i col·laboradors van desenvolupar fa uns anys47,48, 

encara que no és tan precís com les mesures experimentals. 

 

1.2.3.1. Model LSER global 

El principal desavantatge del model LSER és que només es pot aplicar a 

una composició de fase mòbil, pel que és necessari realitzar tantes 

correlacions com composicions es vulguin estudiar, implicant un gran volum 

de feina experimental. Per solventar aquest problema es va desenvolupar 

una equació que permet predir la retenció de soluts neutres de descriptors 

coneguts a múltiples composicions de fase mòbil49. Si es considera que 

cadascun dels coeficients de l’equació (12) varia de forma lineal amb la 

composició de la fase mòbil, s’arriba a la següent relació: 

 

log k = (cw - cmφ) + (ew - emφ)E + (sw - smφ)S + (aw - amφ)A + (bw - bmφ)B 

+ (vw - vmφ)V                                                                                           (13) 

  

on φ  és la fracció de volum en tant per u de modificador orgànic a la fase 

mòbil. Els coeficients d’aquesta expressió global s’obtenen de manera 

similar al model LSER clàssic, mitjançant una regressió multilineal, i 

presenta l’avantatge que amb només 12 coeficients queden definides totes 

les composicions de fase mòbil per a una fase estacionària concreta, 
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estalviant moltes mesures experimentals respecte al model LSER clàssic, 

que requereix del càlcul de 6 coeficients per a cada composició diferent. 



23 

 
 
 
 
 
 
 
 

1.3. Modelació de sistemes biològics per 
sistemes físico-químics 
 
 

 L’equació (12) es pot aplicar a un gran nombre de processos. Per fer-

ho, és necessari determinar experimentalment la propietat d’interès, sent 

en alguns casos un procés senzill (com el factor de retenció en 

cromatografia de líquids) i en altres casos força més complicat (com molts 

paràmetres biològics). A la taula 1.1 es troben representats exemples de 

coeficients LSER d’una sèrie de sistemes, extrets de la bibliografia. 

 

Taula 1.1. Aplicació de l’equació LSER a diferents sistemes.  

Processos 
físico-químics SP e s a b v Ref. 

Octanol-aigua log Poct 0.56 -1.05 0.03 -3.46 3.81 40 

Hexà-aigua log Phx 0.58 -1.72 -3.60 -4.76 4.34 50 

Columna C18-
ACN/aigua log k 0.38 -0.63 -0.63 -2.10 2.27 51 
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Columna IAM-
ACN/aigua log k 0.47 -0.34 0.10 -2.26 2.17 52 

Liposomes-
tampó aquós log k 0.60 -0.69 0.32 -3.12 3.01 53 

SDS-tampó 
aquós log k 0.24 -0.30 -0.18 -1.85 2.98 54 

Processos 
biològics        

Narcosi en cap-
grossos 

log 
(1/Cnar) 0.77 -0.70 0.24 -2.59 3.34 55 

Barrera 
hematoencefàlica 

log 
BBB 0.51 -0.89 -0.72 -0.67 0.86 56 

Partició a la pell log Ksc 0.34 -0.21 -0.02 -2.18 1.85 19 

Absorció 
intest.humana 

log 
HIA* -0.03 0.14 -0.41 -0.51 0.20 57 

* HIA = ln[100/(100-% Abs)] 

 

 Els coeficients mostrats a la taula 1.1 són molt útils, ja que un cop ben 

caracteritzat el sistema, es pot predir la propietat d’interès de qualsevol 

solut (sempre i quan coneguem els seus descriptors) sense la necessitat de 

determinar-la experimentalment.  

 

 

1.3.1. Estimació de processos biològics a partir de relacions 

LSER 

 
Ja que la mateixa equació (12) es pot aplicar satisfactòriament a 

processos biològics i físico-químics, hauria de ser possible trobar 

correlacions entre els dos tipus de processos que permetrien estimar unes 

propietats a partir de les altres, més senzilles de determinar. En aquesta 

línia d’investigació diversos autors han estudiat la relació dels coeficients 
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LSER de dos sistemes per determinar si eren semblants entre sí. Ishihama i 

Asakawa58 consideraven aquests coeficients com a components d’un vector 

en un espai de cinc dimensions i van proposar el cosinus de l’angle (cos θij) 

que formaven els dos vectors com a mesura de la similitud entre els 

sistemes. Si els dos sistemes són matemàticament similars, el cosinus de 

l’angle ha de ser un valor molt proper a 1. Com no és possible representar 

aquí un vector de cinc dimensions, hem fet un símil amb un espai de dues 

dimensions (Figura 1.5). 

 

 
Figura 1.5. Representació esquemàtica en dues dimensiones dels vectors 

LSER (només dos coeficients), separats per un angle θij i una distància D’. 

 

Abraham19,59 també va comparar diferents sistemes LSER mitjançant un 

altre paràmetre, la distància D’. Va considerar els cinc coeficients de cada 

sistema com un punt en un espai de cinc dimensions, i calculava la 
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distància entre dos punts. Per poder considerar dos sistemes similars, ell va 

proposar que tinguessin una distància compresa entre 0.5 i 0.8. 

Nosaltres proposem utilitzar com a paràmetre de mesura la distància 

entre els dos vectors, però després de normalitzar els coeficients (Figura 

1.6).  Podem escriure l’equació (12) de forma vectorial: 

 

SP = c +w W                                                                                 (14) 

 

on w  és el vector dels coeficients i W el vector dels descriptors del solut.   

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6. Representació en dos dimensions de la normalització d’un 

vector LSER (a) i de la distància entre dos vectors normalitzats (b). 

 

El vector normalitzat uw  és un vector unitari, que multiplicat per la 

longitud (l) del vector LSER ens dóna el vector original. El podem calcular 

mitjançant les següents equacions: 
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l
w u

1
= (e  s  a  b  v)                                                                        (15) 

22222 vbasel ++++=                                                                           (16) 

 

 La distància d entre els vectors uiw  i ujw  de la figura 1.6.b) ens informa 

de la similitud entre els sistemes. Com més petita sigui la distància, més 

semblants són, i en el cas que la distància fos 0, els sistemes serien idèntics 

o proporcionals. La distància es calcula amb tots els coeficients LSER 

normalitzats: 

 
22222 )()()()()( ujuiujuiujuiujuiujui vvbbaasseed −+−+−+−+−=           (17) 

 

on eu = |e/l |, su = |s/l |, au = |a/l |, bu = |b/l | i vu = |v/l |. 

La nostra distància d i la distància D’ d’Abraham no donen la mateixa 

informació, perquè vectors unitaris que tinguin una distància d molt petita 

podrien donar una distància D’ molt gran si les longituds dels vectors LSER 

fossin molt diferents entre sí.  

 En canvi, el nostre paràmetre sí està relacionat amb el cosinus de 

l’angle de Ishihama, per una relació trigonomètrica, ja que els dos vectors 

unitaris i la distància d formen un triangle isòsceles, com s’aprecia a la 

Figura 1.6.  

 

cos θij = cos (2 · arcsen (d/2))                                                          (18) 
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Els dos paràmetres mesuren el mateix concepte, però considerem que 

és més fàcil i intuïtiu comparar sistemes a partir de la distància d, perquè 

l’escala del cosinus no és lineal. Encara que les dues escales són de similar 

llargada (de 0 a 1 per a cos θij i de 0 a √2 per a d) només els valors de 

cosinus entre 0.97 i 1 indicaran sistemes similars, mentre que les distàncies 

que ho fan van de 0 a 0.25. 
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1.4. Assaig de permeabilitat a través d’una 
membrana artificial (PAMPA) 
 
 

 En els darrers anys una nova tècnica ha sigut dissenyada i utilitzada per 

mesurar la permeabilitat passiva de nous fàrmacs, amb l’objectiu de predir 

la seva absorció oral. L’assaig de permeabilitat a través d’una membrana 

artificial (PAMPA)7-10 consisteix en dos compartiments aquosos (un donador 

i un acceptor) separats per una placa filtrant porosa impregnada 

d’hexadecà, que fa la funció de membrana líquida (Figura 1.7). El compost 

d’interès es carrega en el compartiment donador, i després de certs 

intervals de temps d’incubació es mesura la quantitat de compost que va 

creuant la membrana cap al compartiment acceptor. D’aquesta manera, es 

pot representar un perfil cinètic on es veu com la concentració de fàrmac va 

augmentant progressivament en el compartiment acceptor i disminuint en 

el donador fins arribar a un equilibri. 
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Figura 1.7. Esquema d’un assaig PAMPA 

 

Els perfils cinètics dels fàrmacs en els dos compartiments venen definits 

per les següents equacions: 
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on CD , VD i CA , VA són les concentracions i volums dels compartiments 

donadors i acceptors respectivament, i A és l’àrea superficial accessible del 

filtre (àrea total multiplicada pel factor de porositat del filtre).  

 La solució de les equacions diferencials (19) i (20) ens proporciona el 

valor de la permeabilitat aparent: 
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on Ceq és la concentració teòrica a l’equilibri, sent la meitat de la que es 

posa inicialment al compartiment donador en el cas que els dos 
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compartiments tinguin el mateix volum. S’agafa com a temps t un temps 

d’incubació inferior al necessari per arribar a l’equilibri. 

 L’objectiu del nostre treball va ser utilitzar aquesta tècnica PAMPA ja 

perfectament establerta per a una aplicació completament innovadora: 

determinar la constant d’enllaç proteïna-fàrmac (Kd). Aquest paràmetre és 

molt important dintre del disseny de nous fàrmacs, ja que dependrà de la 

seva major o menor afinitat per les proteïnes de la sang que el fàrmac arribi 

al seu lloc d’acció i en la proporció necessària. Degut a la seva importància, 

fa molt de temps que aquest paràmetre s’estudia per diferents tècniques, 

sent les més àmpliament utilitzades la diàlisi i la ultrafiltració60-62. 

Recentment, alguns autors també han intentat determinar la constant 

d’enllaç utilitzant albúmina humana (HSA) immobilitzada en diferents 

suports63-65. Tot i tenir l’avantatge de ser tècniques fàcils d’automatitzar, 

requereixen l’assumpció de que la proteïna immobilitzada conservarà 

completament les seves característiques d’enllaç.   

 La nostra aplicació també utilitza l’albúmina humana, ja que és la 

proteïna més abundant a la sang, però no està immobilitzada sinó en 

solució, pel que conserva completament la seva conformació. Una certa 

quantitat de proteïna és afegida al compartiment donador juntament amb 

el fàrmac i s’estudia com afecta la seva presència a la permeabilitat del 

compost. Com més afinitat tingui el fàrmac per l’albúmina, menys fracció 

lliure quedarà en solució i per tant, menys fàrmac creuarà al compartiment 

acceptor, donant una permeabilitat aparent inferior a la que té el fàrmac en 

absència de proteïna. Ni la proteïna ni el complex que forma amb el fàrmac 

poden creuar la membrana d’hexadecà, només el fàrmac lliure. A la Figura 

1.8 es mostra l’esquema del procés que té lloc. 

 



32                                                                                                               Introducció 

 

 

Figura 1.8. Esquema d’un assaig PAMPA introduint albúmina humana al 

compartiment donador. 

 

 En presència de proteïna, l’equació (19) es transforma en l’equació (22), 

mentre que l’equació (20) resta igual, perquè en el compartiment acceptor 

continua havent només fàrmac. 

 

ComplexkCHSAk
V
C

V
C

AP
dt

dC
offDon

A

A

D

D
a

D +⋅−⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−−=                                   (22) 

 

 A l’equació (22) Complex i HSA representen les concentracions de 

fàrmac-proteïna i proteïna lliure, respectivament. Les equacions (23) i (24) 

descriuen la formació i dissociació del complex fármac-proteïna. 

 

ComplexkCHSAk
dt

dHSA
offDon +⋅−=                                                            (23) 

 

ComplexkCHSAk
dt

dComplex
offDon −⋅=                                                      (24) 

 
 Però no només la proteïna que afegim afecta a la cinètica de difusió del 

fàrmac, sinó que també es pot produir una certa retenció del compost a la 

membrana. Aquest fenomen depèn del coeficient de distribució de la 

Fàrmac + HSA Fàrmac-HSA 

Fàrmac 

membrana 

Compartiment donador 

Compartiment acceptor 
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membrana (log Dmem), i per tenir-ho en compte s’han de transformar les 

equacions (22) i (20) en (25) i (26).   
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on CM és la concentració del fàrmac a la membrana a un determinat temps 

t, i VM és el volum de membrana aparent (volum de membrana real 

multiplicat pel coeficient de distribució de la membrana). Per últim, ens 

falta afegir una altra equació diferencial, la que descriu el pas del fàrmac a 

través de la membrana: 
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 Totes aquestes equacions diferencials no tenen solució analítica, pel que 

és necessari utilitzar el programa Berkeley Madonna66 per calcular els perfils 

cinètics mitjançant integració numèrica. Es fixen les condicions inicials de 

l’experiment i s’introdueixen les equacions diferencials de la (23) a la (27), i 

el programa simula el perfil cinètic i troba els paràmetres òptims de Pa i Kd 

per ajustar les corbes als punts experimentals. De fet Kd es troba 

desglossada a les equacions diferencials en les seves constants d’associació 

i dissociació, 
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on

off
d k

k
K =                                                                                       (28) 

 

pel que l’equació (28) també ha de ser inclosa en el programa. 
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1.5. Liposomes 
 
 Els liposomes estan formats per una bicapa de molècules lipídiques, 

deixant una cavitat aquosa al seu interior. Quan els lípids de la composició 

(que poden ser un o diversos fosfolípids diferents) es posen en contacte 

amb l’aigua, s’ordenen espontàniament en forma de vesícules de diferents 

grandàries.  Els liposomes han sigut utilitzats per modelar interaccions de 

fàrmacs i altres biomolècules (com proteïnes, pèptids, carbohidrats...) amb 

membranes cel·lulars en nombroses ocasions67-70, degut a la seva 

semblança estructural. 

 S’utilitzen fosfolípids per formar els liposomes perquè són els principals 

constituents de les membranes biològiques. L’estructura general d’un 

fosfolípid (figura 1.9) consta de dues cadenes d’àcids grassos de llargada 

variable, esterificades a un grup glicerol. A la vegada el grup glicerol està 

esterificat a un grup fosfat en la posició 3’, el qual té lligat un alcohol. És 

aquest alcohol del grup fosfat el que dóna nom al fosfolípid, obtenint 
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diferents compostos com ara fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol, 

fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, etc.  

 
Figura 1.9. Estructura general d’un fosfolípid. 

 

De tots ells, el més comú és la fosfatidilcolina, que consta de dues 

cadenes de 16 carbonis esterificades al glicerol i una colina al fosfat (com 

es pot apreciar a la figura 1.3). Presenta una càrrega negativa del fosfat i 

una positiva de la colina, pel que la càrrega neta és zero. Aquest fosfolípid 

és l’utilitzat en les columnes IAM i també és molt emprat en la fabricació de 

liposomes. 

Com ja he comentat, els liposomes poden ser de diferent grandària, ja 

que poden estar formats per una sola bicapa o per diverses bicapes 

concèntriques. En funció de la grandària que es vulgui obtenir el procés de 

fabricació serà diferent. Quan els liposomes estan composats de diverses 

bicapes són anomenats vesícules multilamel·lars (MLVs), i quan només 
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presenten una única membrana es diuen vesícules unilamel·lars, 

diferenciant-se per la grandària en petites (SUVs), intermèdies (IUVs) o 

grans (LUVs)71.  

 

1.5.1. Calorimetria d’escaneig diferencial (DSC)  
 

La calorimetria d’escaneig diferencial (DSC) va ser la tècnica que vaig 

emprar en l’estudi de la interacció de determinats compostos amb 

liposomes. La tècnica estudia el comportament termotròpic dels lípids en 

presència i absència del compost, donant informació de les interaccions 

lípid-compost. Es basa en el diferent comportament de fase dels fosfolípids 

quan se sotmeten a uns cicles de temperatura.  

 A baixes temperatures, les bicapes lipídiques es troben ordenades en 

forma de gel (fase Lβ) on les cadenes són paral·leles les unes amb les 

altres, en contacte estret i estirades al màxim, presentant majoritàriament  

 

Figura 1.10. Diferents conformacions de les cadenes lipídiques dins d’una 

bicapa. 
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conformació trans. Quan augmentem la temperatura el gruix de la bicapa 

disminueix, perquè les cadenes ja no estan completament estirades, 

augmenten els moviments i la presència de conformacions gauche. En 

conseqüència, es passa a un estat desordenat de cristall-líquid (fase Lα)72, 

com es mostra a la figura 1.10.  

 La temperatura de transició de fase (Tm) és aquella temperatura a la 

qual la meitat dels lípids estan en fase gel, mentre que l’altra meitat estan 

en fase cristall-líquid. Aquesta Tm és específica per a un determinat 

fosfolípid, i si introduint un compost a la solució dels liposomes aquest 

paràmetre resulta alterat, ens indica que el compost està interaccionant 

amb el liposoma.  

 Els lípids que tenen caps polars molt voluminosos, com la 

dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), presenten una petita pretransició abans 

de la transició principal, degut a que el volum dels caps polars fa inclinar les 

cadenes del lípid73,74.  

 Altre paràmetre que es pot estudiar d’un termograma és l’amplitud a 

mitja alçada del pic (∆T1/2), el qual informa de la cooperativitat de les 

molècules lipídiques durant el procés de transició. Si a l’afegir un compost 

als liposomes el pic es fa més ample, això ens indica que el compost està 

interaccionant amb la bicapa, trencant la cooperativitat de les cadenes que 

la formen75. A la figura 1.11 trobem un exemple de termograma amb els 

paràmetres comentats fins ara. 
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Figura 1.11. Típic termograma obtingut de MLVs de DPPC. 
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Abstract 
 

The polarity parameter model previously developed: log k = (log k)0 + p(P
N
m  - 

PN
s ) has been successfully applied to study several chromatographic systems 

involving new generation RPLC columns (Luna C18, Resolve C18, XTerra 
MSC18, and XTerra RP18). In this model the retention of the solutes (log k) is 
related to a solute parameter (p), a mobile phase parameter (PN

m ) and two 
chromatographic system parameters (PN

s  and (log k)0). The studied systems have 
been characterized with different acetonitrile-water and methanol-water mobile 
phases, using a set of 12 neutral solutes of different chemical nature. The polarity 
parameter model allows prediction of retention of any solute in any mobile phase 
composition just using the retention data obtained in one percentage of organic 
modifier and the polarity parameters established in the characterization of the 
chromatographic systems. This model also allows the solute polarity data 
transference between RPLC characterized systems, so it is possible to predict the 
retention in various RPLC systems working experimentally with just one of them. 
Moreover, the global solvation parameter model (global LSER) has also been 
applied to the same chromatographic systems using a wide set of solutes in order to 
compare its predictive ability with the one of the polarity parameter model. The 
results clearly show that both models predict retention with very similar accuracy 
but the polarity parameter model requires much less preliminary experimental 
measurements to achieve equivalent results than the global solvation approach. 

 

Keywords: Polarity parameter model; Global solvation parameter model; RPLC; stationary phases; 

prediction of retention. 
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1. Introduction 

 

There is not a universal model to 
characterize chromatographic systems 
in RPLC since the retention process is 
very complex and depends on many 
factors, such as the nature of stationary 
phase [1], type of organic modifier, 
mobile phase composition [2-4] or 
temperature [5,6].  

Several models have been 
developed to characterize RPLC 
systems based on the different 
interactions produced between the 
solute and the stationary-mobile 
phases. One approach is the solvation 
parameter model (LSER model), which 
relates the logarithmic retention factors 
(log k) at a single mobile phase 
composition with the solutes molecular 
properties [3,7]: 
 
log k = c + eE + sS + aA + bB + vV   (1) 
 
where k is the solute retention factor. 
The solute descriptors are the excess 
molar refraction  E, the 
dipolarity/polarizability S, the solute’s 
effective hydrogen-bond acidity A and  
hydrogen-bond basicity B and 
McGowan’s characteristic volume V.  

The coefficients in Eq. (1), which 
are calculated by multiple linear 
regression, represent the difference in 

solvation properties of both phases 
forming the chromatographic system. 
The e coefficient depends on the 
difference in capacity of the solvated 
stationary and mobile phases to interact 
with solute n- or π- electrons; s is a 
measure of the difference in capacity of 
the solvated phases to take part in 
dipole-dipole and dipole-induced 
dipole interactions; the a and b 
coefficients represent the differences in 
hydrogen-bond basicity and acidity, 
respectively, between the stationary 
and the mobile phases; and v is a 
measure of the relative ease of forming 
a cavity for the solute in the solvated 
stationary and mobile phases. 

In a given column, each mobile 
phase composition is characterized by a 
different LSER equation. Therefore, the 
number of retention measurements 
increases with the number of mobile 
phase compositions being 
characterized. To solve this problem, a 
global solvation parameter model was 
developed, which describes the 
retention of neutral solutes in one 
column at any mobile phase 
composition [8]. The coefficients of 
Eq. (1) were considered as linear 
relationships of the volume fraction of 
the organic modifier (φ), getting the 
following equation: 
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log k = (cw - cmφ) + (ew - emφ)E + (sw - 
smφ)S + (aw - amφ)A + (bw - bmφ)B + (vw 
- vmφ)V                                               (2) 
 

The global solvation parameter 
model involves a great experimental 
simplification over the LSER model, 
since it only requires 12 global 
coefficients instead of 6 coefficients for 
every φ value. However, it is still a 
high number of coefficients that 
requires a high number of experiments 
to obtain them, which is a serious 
drawback for the implementation of the 
global solvation parameter model in 
optimization of chromatographic 
separations or in prediction of 
retention. 

Literature shows other similar 
approaches based on solute and column 
properties, but that include ionic 
interactions and shape selectivity [9-
11]. Thus, Snyder and coworkers 
developed an empirical linear-free-
energy equation: 
 
log k = log kref + η’H +σ ’S + β‘A + α’ 
B + κ ’C                                             (3) 
 
where the quantities η’, σ ’, β‘, α’ and 
κ ’ refer to some property of the solute 
molecule, while H, S, A, B and C refer 
to properties of the chromatographic 
system. Each term of Eq. (3) stands for 
a different kind of interaction: 
hydrophobic interaction, steric 

selectivity, attraction of protonated 
bases by ionized silanols, hydrogen 
bonding between acceptor solutes and 
non-ionized silanols in the stationary 
phase or between donor solutes and one 
acceptor group in stationary phase. The 
authors characterized the columns 
using a constant mobile phase 
composition (50% acetonitrile-aqueous 
phosphate buffer pH 2.8), and although 
changes in mobile phase composition 
have been investigated [10], a general 
model relating retention of compounds 
to this system variable has not been 
developed. This model gives a lot of 
chemical information about the 
chromatograpic interactions, but it is 
not useful for quantitative prediction of 
the retention of new solutes, since it 
would require excessive experimental 
effort, as it is explained by the authors 
[9].  

Another interesting model is the 
one proposed by Euerby and Petersson 
[12,13]. They have performed an 
approach based on Tanaka’s 
methodology, using 6 parameters to 
characterize each column (surface 
coverage, hydrophobic selectivity, 
shape selectivity, hydrogen bonding 
capacity, total ion exchange capacity 
and acidic ion exchange capacity). To 
get each parameter they use the 
retention factor of one specific solute or 
the ratio of retention factors of two 
solutes. After that, they classify and 
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compare the columns basically by 
Principal Component Analysis (PCA). 
This approach allows to differentiate 
between columns, but not to predict 
retention of new solutes. 

In previous works [14-21] we have 
set up a “polarity parameter model”. 
This model relates the retention in 
RPLC (log k) to a mobile phase 
parameter (P N

m ) (related to the mobile 
phase composition), a solute parameter 
(p) and two chromatographic system 
parameters (P N

s  and (log k)0), that are 
related to RPLC system properties. 
This model has been successfully 
applied to the characterization of 
several RPLC C18 columns of different 
nature [17,20]. The model is based on 
the equation: 
 
log k = (log k)0 + p(P

N
m  - P N

s )           (4)  

 
The polarity parameter of the 

mobile phase (P N
m ) is related to its 

volume fraction of the organic modifier 
(φ) [15,17], according to Eq. (5) for 
acetonitrile-water and Eq. (6) for 
methanol-water mobile phases: 

 

P N
m  = 1.00 - 

φ
φ
42.11

13.2

+
                     (5) 

P N
m  = 1.00 - 

φ
φ
47.01

33.1

+
                     (6) 

 
The (log k)0 is the retention of any 

solute eluted with a hypothetical 

mobile phase showing the same 
polarity as the stationary phase (P N

m  = 
P N

s ), being P
N
s  the polarity parameter 

of the column. (log k)0 and P N
s  

parameters are constants that depend on 
the chromatographic system. The p 
parameter basically depends on the 
solute, although the nature of the 
mobile and stationary phases slightly 
modify its value. 

It must be noticed that in 
agreement with Reichart’s definition of 
“solvent polarity” [22], adopted by 
IUPAC [23], here the term “polarity” is 
taken in a broad sense as the ability of 
solvent (mobile or stationary phases) 
and solute to interact by all possible 
non specific and specific intermolecular 
interactions (dipole-dipole, dipole-
induced dipole, hydrogen bonding, etc) 
that contribute to the studied effect (i.e. 
chromatographic retention), excluding, 
however, those interactions leading to 
definite chemical alteration of the 
solute (such as protonation, oxidation, 
reduction, chemical complex 
formation, etc).  

At first glance, it seems that the 
hydrophobic substraction model of 
Snyder et al. [9-11] or the solvation 
parameter model should be better than 
the polarity parameter model, since 
they consider five independent 
interactions related to the retention and, 
therefore, these models embody five 
different parameters. However, this 
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perception is not exact, since the 
analysis of some Snyder’s data by 
means of principal component analysis 
showed that one principal component 
already explained 99.7% of the 
retention variation among solutes [24]. 
Therefore, one model with less 
parameters, such as the polarity one, 
could be considered. 

In a previous work [20] we 
demonstrated that the RPLC systems 
can be accurately characterized by 
means of the polarity parameter model 
with a small set of solutes, and we 
proposed 12 compounds as a standard 
characterization set. Since we have 
already established a wide database for 
p parameters (more than 250 
compounds) [18], it is possible to set 
up linear equations which transfer 

solute polarity data between the studied 
chromatographic systems, allowing 
easy prediction of the retention of new 
solutes in the characterized systems. In 
fact, any RPLC characterized system 
could be used as a reference to transfer 
solute polarity data to other RPLC 
systems, as we show in this article. 
Now, we extend our study to four new 
generation columns: Luna C18, 
Resolve C18, XTerra MSC18, and 
XTerra RP18 (see Table 1). All of them 
have C18 chains bound to the silica as 
stationary phase. Luna C18 and XTerra 
columns are endcapped  and with a 
very good quality silica support, with 
almost no residual acidic silanols, but 
Resolve C18 is not endcapped and 
shows more acidic silica support 
[25,26]. 

 

Table 1  
Characteristics of all columns used in this study, other columns studied in a 
previous work [20] and the column used to construct the database [18]; data 
supplied by manufacturers 

 
Spherisorb 
ODS-2 

Symmetry 
C18 

Chromolith 
RP-18e 

Luna  
C18(2) 

Resolve 
C18 

XTerra 
RP18 

XTerra 
MS C18 

Particle  
size (µm) 

5 5 - 5 5 5 5 

Pore size,  
φ (Å) 

80 86c 
13anm/ 
2bmm  

100 90c 127 125 

Surface area 
(m2/g) 

200 346 300 400 200 178 179 

Endcapped Yes Yes Yes Yes No Yes Yes 

Dimensions 
(mm) (lxi.d.) 

100x5 150×4.6 100×4.6 150×4.6 150×3.9 150×4.6 150×4.6 

pH range 3.5-7.5 2-8 2-7.5 2-8 2-8 2-12 1-12 

Manufacturer Waters Waters  Merck  Phenomenex  Waters  Waters  Waters  
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The aim of this work is to evaluate 
the ability of the polarity parameter 
model to predict accurately the 
retention of solutes from few 
experimental measurements. Thus, 
firstly the global solvation parameter 
and the polarity parameter models have 
been applied to chromatographic 
systems involving the mentioned set of 
C18 columns and a wide set of solutes. 
Experimental retention data fit well the 
predicted ones by means of both 
models, but the polarity parameter one 
requires much less experimental effort. 
Secondly, the polarity parameter model 
has been tested in order to predict the 
retention of solutes at any composition 
of mobile phase using the system 
parameters established by means of the 
own model. The idea is to do few 
experiments using a percentage of 
organic modifier and to be able to 
predict retention using any other 
percentage in the mobile phase. On the 
other hand, the transference of solute 
polarity data between RPLC 
characterized systems should allow the 
prediction of retention in any RPLC 
system starting from one of them used 
as a reference without any additional 
experimental work. 
 
2. Experimental 

 

2.1. Apparatus 

 

All studied columns are detailed in 
Table 1. The retention measurements 
were performed with a Shimadzu liquid 
chromatograph (Kyoto, Japan) 
equipped with two Shimadzu LC-10AD 
pumps and a Shimadzu SPD-M10A 
diode array detector. The temperature 
was controlled at 25.0 ± 0.1ºC with a 
Shimadzu CTO-10AS column oven. 
All pH measurements were taken with 
a Ross Combination electrode Orion 
8102 (glass electrode and a reference 
electrode with a 3.0 M KCl solution in 
water as salt bridge) in a Crison 
micropH 2002 potentiometer with a  
precision of  ± 0.1 mV (± 0.002 pH 
units). 
 

2.2. Chemicals 

 

Methanol and acetonitrile were 
RPLC grade from Merck (Darmstadt, 
Germany) and water purified by the 
Milli-Q plus system from Millipore, 
with a resistivity of 18.2 MΩ cm. The 
sodium dihydrogenphosphate 
monohydrate (GR), the disodium 
hydrogenphosphate (GR), the acetic 
acid (GR) and the sodium hydroxide 
(GR) were from Merck. The solutes 
employed were reagent grade or better 
and obtained from Merck, Fluka 
(Steinheim, Germany), Aldrich 
(Steinheim, Germany) or Carlo Erba 
(Milano, Italy).  
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2.3. Procedure 

 
The eluents were mixtures of 

organic modifier (acetonitrile or 
methanol) and water phase in 
percentages ranging from 10 to 80 % 
(v/v). Depending on the solutes, the 
aqueous phase was 0.01 M phosphate 
aqueous buffer adjusted at pH = 7 or 
0.1 M acetic acid (pH = 2.7), in order 
to get neutral solutes. All compounds 
were solved in methanol and their 
concentration were 0.1 mg mL-1. The 
injection volume was always 10 µl. 
Isocratic conditions were always used 
at a flow rate of 1 mL min-1. The 
column hold-up time was determined 
by using an aqueous solution of 
potassium bromide (0.1 mg mL-1) as 
unretained solute. Retention data were 
expressed by the logarithm of the 
capacity factor, log k, defined as log k 
= log [(tr – to)/to] where tr and to are the 
retention times of the solute and the 
unretained compound, respectively. All 
measurements were taken in triplicate.     

 
2.4. Calculation of polarity paramaters 

 
Initial estimations of the equation 

parameters (P N
s  , (log k)0 and p for 

each solute) were obtained from linear 
correlations of the retention data of 
each solute (log k) against the polarity 
value of the mobile phase (P N

m ) [14-
21], according to Eq.(7): 

 
log k = q + p P N

m                                (7)  
 
with 

 
q = (log k)0 - pP

N
s                               (8)  

 
Final values were obtained by non-

linear regression of Eq.(4), by using 
these initial estimations and minimizing 
the sum of residual squares between the 
experimental and calculated retention 
data. To implement the iterative 
process, the Solver tool of Microsoft 
Excel was used [20]. 
 
3. Results and discussion 

 

3.1. Study of several RPLC columns 

with the global solvation parameter 

model and the polarity parameter 

model 

First, we applied the global 
solvation parameter model to 
Symmetry C18, Chromolith RP-18e, 
Luna C18, Resolve C18, XTerra 
MSC18, and XTerra RP18 columns. To 
apply the global LSER model we 
needed at least 5 solutes for each 
coefficient. The set used for XTerra 
RP18 and MSC18 columns was the 
same previously selected to study these 
columns using acetonitrile [27], and 
now we have extended the study to 
methanol. However, the set used for 
Symmetry C18, Chromolith RP-18e, 
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Luna C18 and Resolve C18 columns is 
the same used in a previous work about 
the polarity parameter model [20]. All 
these solutes are included together in 
Table 2, which also shows the 
Abraham’s descriptors [28]. These 

compounds were injected using 
different percentages of acetonitrile and 
methanol in the hydroorganic mobile 
phases. The coefficients of Eq. (2) 
obtained after the linear regression are 
showed in Table 3.  

 
Table 2  
Solute descriptors of all solutes studied in this work. 

Solute E S A B V 
1-Naphthoic acid 1.460 1.27 0.65 0.45 1.3007 
2,3-Benzofuran 0.888 0.83 0.00 0.15 0.9053 
2,3-Dimethylphenol 0.850 0.90 0.52 0.36 1.0569 
2,4,6-Trichlorophenol 1.010 0.80 0.68 0.15 1.1423 
2,4-Dichlorophenol 0.960 0.84 0.53 0.19 1.0199 
2,4-Dimethylphenol 0.840 0.80 0.53 0.39 1.0569 
2-Bromophenol 1.037 0.90 0.35 0.31 0.9501 
2-Naphthol 1.520 1.08 0.61 0.40 1.1441 
2-Nitroaniline 1.180 1.37 0.30 0.36 0.9904 
2-Nitroanisole 0.968 1.34 0.00 0.38 1.0902 
3-Chloroaniline 1.050 1.10 0.30 0.36 0.9390 
3-Methylbenzoic acid 0.730 0.90 0.59 0.38 1.0726 
3-Nitroaniline 1.200 1.71 0.40 0.35 0.9904 
3-Nitrophenol 1.050 1.57 0.79 0.23 0.9493 
4-Chloroacetanilide 0.980 1.50 0.64 0.51 1.2357 
4-Chloroaniline 1.060 1.10 0.30 0.35 0.9390 
4-Chlorophenol 0.915 1.08 0.67 0.20 0.8975 
4-Nitroaniline 1.220 1.91 0.42 0.38 0.9904 
4-Nitrotoluene 0.870 1.11 0.00 0.28 1.0315 
Acetanilide 0.870 1.36 0.46 0.69 1.1137 
Acetophenone 0.818 1.01 0.00 0.48 1.0139 
alpha – Pinene 0.446 0.14 0.00 0.12 1.2574 
Aniline 0.955 0.96 0.26 0.50 0.8162 
Anisole 0.708 0.75 0.00 0.29 0.9160 
Anthracene 2.290 1.34 0.00 0.28 1.4544 
Antipyrine 1.320 1.50 0.00 1.48 1.5502 
Benzaldehyde 0.820 1.00 0.00 0.39 0.8730 
Benzamide 0.990 1.50 0.49 0.67 0.9728 
Benzene 0.610 0.52 0.00 0.14 0.7164 
Benzoic acid 0.730 0.90 0.59 0.40 0.9317 
Benzonitrile  0.742 1.11 0.00 0.33 0.8711 
Benzophenone 1.447 1.50 0.00 0.50 1.4808 
Benzyl benzoate 1.264 1.42 0.00 0.51 1.6804 
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Biphenyl 1.360 0.99 0.00 0.26 1.3242 
Bromobenzene 0.882 0.73 0.00 0.09 0.8914 
Butylbenzene 0.600 0.51 0.00 0.15 1.2800 
Butyrophenone 0.797 0.95 0.00 0.51 1.2957 
Caffeine 1.500 1.60 0.00 1.33 1.3632 
Chlorobenzene 0.718 0.65 0.00 0.07 0.8388 
Chrysene 3.027 1.73 0.00 0.36 1.8234 
Corticosterone 1.860 3.43 0.40 1.63 2.7389 
Cortisone 1.960 3.50 0.36 1.87 2.7546 
Dodecanophenone 0.720 0.95 0.00 0.50 2.4229 
Estradiol 1.800 3.30 0.88 0.95 2.1988 
Estriol 2.000 3.36 1.40 1.22 2.2575 
Ethylbenzene 0.613 0.51 0.00 0.15 0.9982 
Furan 0.369 0.53 0.00 0.13 0.5363 
Geraniol 0.513 0.63 0.39 0.66 1.4903 
Heptanophenone 0.720 0.95 0.00 0.50 1.7184 
Hexachlorobenzene 1.490 0.99 0.00 0.00 1.4508 
Hydrocortisone 2.030 3.49 0.71 1.90 2.7975 
m-Cresole 0.822 0.88 0.57 0.34 0.9160 
Methyl 4-hydroxybenzoate 0.900 1.37 0.69 0.45 1.1313 
Methyl benzoate 0.733 0.85 0.00 0.46 1.0726 
Monuron 1.140 1.50 0.47 0.78 1.4768 
Myrcene 0.483 0.29 0.00 0.21 1.0000 
Naphthalene 1.340 0.92 0.00 0.20 1.0854 
N-Ethylaniline 0.945 0.85 0.17 0.51 1.0980 
Nitrobenzene 0.871 1.11 0.00 0.28 0.8906 
n-Propyl 4-hydroxybenzoate 0.860 1.35 0.69 0.45 1.4131 
o-Toluidine 0.970 0.90 0.23 0.59 0.9571 
Pentachlorophenol 1.220 0.87 0.96 0.01 1.3871 
Phenol 0.805 0.89 0.60 0.30 0.7751 
Propiophenone 0.804 0.95 0.00 0.51 1.1548 
Propylbenzene 0.604 0.50 0.00 0.15 1.1391 
p-Xylene 0.613 0.52 0.00 0.16 0.9982 
Pyrene 2.808 1.71 0.00 0.28 1.5846 
Pyrimidine 0.606 1.00 0.00 0.65 0.6342 
Pyrocatechol 0.970 1.10 0.88 0.47 0.8338 
Pyrrole 0.613 0.73 0.41 0.29 0.5774 
Quinoline 1.268 0.97 0.00 0.51 1.0443 
Resorcinol 0.980 1.00 1.10 0.58 0.8338 
Thiourea 0.840 0.82 0.77 0.87 0.5696 
Thymol 0.822 0.79 0.52 0.44 1.3387 
Toluene 0.601 0.52 0.00 0.14 0.8573 
Valerophenone 0.795 0.95 0.00 0.50 1.4366 
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Table 3 
Coefficients of all studied systems with the global solvation parameter model using 
Eq. (2). 

Parameters 
Symmetry  

C18 
Chromolith  
RP-18e 

Luna  
C18 (2) 

Resolve 
 C18 

XTerra  
MSC18 

XTerra  
RP18 

Acetonitrile- 
water     

 
 

cw 0.671 0.137 0.523 0.347 0.002 -0.219 
cm -1.456 -1.361 -1.104 -1.044 -0.505 -0.192 
ew -0.070 0.162 0.295 0.145 0.423 0.470 
em 0.475 -0.021 -0.311 -0.003 -0.746 -0.615 
sw -0.290 -0.558 -0.378 -0.463 -0.811 -0.584 
sm -0.396 0.336 0.052 0.269 0.803 0.494 
aw -0.450 -0.585 -0.507 -0.540 -0.400 -0.248 
am -0.264 0.013 -0.071 0.025 0.132 0.060 
bw -2.630 -2.588 -2.358 -2.243 -3.094 -3.003 
bm 2.051 2.031 1.916 1.773 3.338 3.317 
vw 2.710 2.875 2.364 2.694 3.419 3.180 
vm -2.258 -2.755 -2.022 -2.691 -3.738 -3.642 
r 0.986 0.987 0.983 0.988 0.993 0.996 
n 154 184 155 172 156 151 

Methanol- 
water 

      

cw 0.408 -0.543 0.056 -0.335 -0,110 -0,456 
cm -1.040 -0.415 -0.593 -0.319 -0,838 -0,287 
ew -0.055 0.190 0.081 0.122 0,375 0,355 
em 0.380 0.096 0.146 0.086 -0,544 -0,359 
sw -0.926 -0.862 -0.573 -0.535 -0,986 -0,642 
sm 0.672 0.429 0.139 0.245 0,878 0,550 
aw -0.095 -0.266 -0.393 -0.504 -0,347 -0,168 
am -0.283 -0.111 0.153 0.255 0,073 0,072 
bw -3.167 -2.842 -2.668 -2.386 -2,800 -3,029 
bm 1.931 1.580 1.712 1.245 2,215 2,584 
vw 3.909 4.080 3.591 3.524 3,920 3,712 
vm -3.371 -3.595 -3.089 -3.062 -3,382 -3,494 
r 0.993 0.996 0.992 0.992 0.993 0.995 
n 179 226 184 207 195 201 

n is the number of experimental points used to obtain the coefficients (after 
removing the outliers) 

 
Next, we applied the polarity 

parameter model to the same columns 
in order to compare the results with 

those obtained with the global salvation 
parameter model. In this case, we need 
much less compounds, only twelve, as 
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it was previously demonstrated [20]. 
The set of twelve reference solutes (see 
Table 4) was injected in all columns 

using different percentages of 
acetonitrile and methanol in the 
hydroorganic mobile phases.  

 
Table 4  
Polarity parameters of the chromatographic systems and each compound  

Parameters Spherisorb 
ODS-2a 

Symmetry 
C18a 

Chromolith  
RP-18ea 

Luna  
C18  

Resolve  
C18 

XTerra 
MSC18 

XTerra 
RP18 

Acetonitrile-
water 

       

P
N
s  -0.03 -0.14 -0.06 -0.04 -0.04 -0.02 0.00 

(log k)0 -1.02 -1.40 -1.49 -0.83 -1.00 -1.02 -0.91 
p(1,2-
Dihydroxybenzene) 1.79 2.13 1.84 1.79 1.78 1.69 1.67 
p(Benzamide) 1.69 1.88 1.65 1.68 1.78 1.23 1.33 
p(3-Methylphenol) 2.82 3.04 2.85 2.72 2.70 2.78 2.71 
p(Propiophenone) 3.70 3.66 3.54 3.38 3.43 3.61 3.23 
p(Methyl benzoate) 3.59 3.60 3.46 3.30 3.36 3.46 3.15 
p(4-Nitrotoluene) 3.95 3.93 3.83 3.67 3.70 3.76 3.48 
p(Butyrophenone) 4.19 4.14 4.09 3.89 3.93 4.09 3.77 
p(Naphthalene) 4.86 4.65 4.66 4.38 4.43 4.64 4.34 
p(Propylbenzene) 5.56 5.21 5.28 5.01 4.97 5.34 4.81 
p(Heptanophenone) 5.78 5.49 5.69 5.36 5.45 5.82 5.33 
p(Butylbenzene) 6.13 5.64 5.81 5.51 5.49 5.91 5.31 
p(Chrysene) 7.33 6.28 6.52 - 6.23 - 6.18 

Methanol-water 
       

P
N
s  -0.05 -0.12 -0.12 -0.06 -0.06 -0.16 -0.08 

(log k)0 -1.13 -1.31 -1.76 -1.03 -1.02 -1.76 -1.25 
p(1,2-
Dihydroxybenzene) 1.98 2.07 2.05 1.87 1.48 2.29 1.85 
p(Benzamide) 2.10 2.06 2.07 1.98 1.67 2.35 1.73 
p(3-Methylphenol) 2.98 3.03 3.05 2.91 2.46 3.27 2.79 
p(Propiophenone) 3.88 3.59 3.63 3.51 3.18 3.83 3.18 
p(Methyl benzoate) 3.89 3.63 3.63 3.55 3.17 3.86 3.22 
p(4-Nitrotoluene) 4.08 3.80 3.76 3.69 3.29 3.93 3.43 
p(Butyrophenone) 4.36 4.10 4.14 4.05 3.65 4.30 3.65 
p(Naphthalene) 5.12 4.92 4.80 4.77 4.24 4.90 4.41 
p(Propylbenzene) 5.71 5.54 5.41 5.52 4.87 5.45 4.77 
p(Heptanophenone) 6.06 5.73 5.77 5.82 5.29 5.69 5.04 
p(Butylbenzene) 6.32 6.10 6.01 6.16 5.51 5.93 5.23 
p(Chrysene) 8.46 7.70 7.11 6.98 6.74 - - 

a from ref. [20] 
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The resulting retention data were 
used to get P N

s  and (log k)0 as we 
explained above. Thus, each 
chromatographic system (column and 
organic modifier) is characterized by 
means of these two parameters. They 
are reported in Table 4, together with 
those determined previously [20]. In 
some cases it was not possible to get 
the p value of chrysene due to its strong 
retention. All columns show similar 
P N

s  and (log k)0 parameters as we 
expected, since all of them are C18 
columns, and no significant differences 
can be observed due to the 
manufacturing process of stationary 
phases.  

To check the goodness of the 
models, we have plotted calculated log 
k vs. experimental log k for all columns 
and models (see Figs. 1-4). The outliers 
(solutes with a standard residual >|2.5|) 
were removed when the models were 
calculated, but they are also 
represented (by empty circles). The 
theoretical line with slope 1 and 
intercept 0 is also represented for each 
plot. However, we have used different 
number of solutes to characterize the 
chromatographic systems by means of 
both models. For that reason, in the 
case of polarity parameter model, we 
have not only represented the set of 
characterization, but that we have 
added the compounds given in Table 5. 
In order to get their calculated log k 

values we have used the P N
s and (log k)0 

parameters of Table 4, and p suitable 
values for the solutes (average p 
parameter for any solute from those 
determined at each studied mobile 
phase composition). Now, each pair of 
graphs of the same column (applying 
the polarity or the global LSER model) 
have almost the same experimental 
points. As it can be seen in Figs. 1-4, 
good correlations were obtained with 
both models. Global LSER parameter 
model shows deviation in some points, 
which had mobile phases containing 
high percentage of organic modifier, 
while polarity parameter model shows 
deviation for mobile phases with high 
content of water. 

In order to compare the accuracy of 
both models, Table 6 was constructed. 
It can be observed that the standard 
deviation is better for polarity 
parameter model in most cases. The 
number of outliers which were 
removed depends on the 
chromatographic system. In five 
systems we removed more 
experimental points with the polarity 
parameter model (being the total 
number of experimental points slightly 
higher), but in the other seven systems 
was the opposite. Therefore, the 
polarity parameter model can be 
considered as good as the global LSER 
parameter model, or slightly better.  
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Fig. 1. Plot of calculated log k vs. experimental log k values for all studied mobile 
phase compositions with acetonitrile, using the polarity parameter model (a, c, e) 
and the global LSER parameter model (b, d, f). The studied columns were XTerra 
RP18 (a, b), XTerra MSC18 (c, d) and Luna C18 (e, f). Symbols: (●) solutes used 
to construct the models, (○) outliers. 
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Fig. 2. Plot of calculated log k vs. experimental log k values for all studied mobile 
phase compositions with acetonitrile, using the polarity parameter model (a, c, e) 
and the global LSER parameter model (b, d, f). The studied columns were Resolve 
C18 (a, b), Chromolith RP-18e (c, d) and Symmetry C18 (e, f). Symbols: (●) 
solutes used to construct the models, (○) outliers. 
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Fig. 3. Plot of calculated log k vs. experimental log k values for all studied mobile 
phase compositions with methanol, using the polarity parameter model (a, c, e) and 
the global LSER parameter model (b, d, f). The studied columns were XTerra RP18 
(a, b), XTerra MSC18 (c, d) and Luna C18 (e, f). Symbols: (●) solutes used to 
construct the models, (○) outliers. 
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Fig. 4. Plot of calculated log k vs. experimental log k values for all studied mobile 
phase compositions with methanol, using the polarity parameter model (a, c, e) and 
the global LSER parameter model (b, d, f). The studied columns were Resolve C18 
(a, b), Chromolith RP-18e (c, d) and Symmetry C18 (e, f). Symbols: (●) solutes 
used to construct the models, (○) outliers. 
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Table 5
Set of commercial compounds used in this study and their p  parameters in acetonitrile and methanol.

Compounds

p (ACN) p (MeOH) p (ACN) p (MeOH) p (ACN) p (MeOH) p (ACN) p (MeOH) p (ACN) p (MeOH) p (ACN) p (MeOH)

1,4-Dimethylbenzene 4.75 5.06 4.66 4.87 4.47 4.86 4.49 4.27 - - - -
1-Benzofuran - - - - - - - - 3.95 4.25 3.74 3.78
1-Naphthoic acid 3.29 3.88 3.06 3.74 2.99 3.77 3.11 3.3 - - - -
2,3-Dimethylphenol - - - - - - - - 3.22 3.77 3.23 3.36
2,4,6-Trichlorophenol 4.22 4.88 4.1 4.68 3.96 4.64 4.03 4.11 - - - -
2,4-Dichlorophenol 3.7 4.2 3.53 4.04 3.42 4.01 3.49 3.49 - - - -
2,4-Dimethylphenol - - - - - - - - 3.24 3.84 3.24 3.4
2-Bromophenol 3.17 3.24 2.96 3.15 2.87 3.15 2.96 2.65 - - - -
2-Naphthol 3.38 3.63 3.19 3.53 3.11 3.52 3.2 3.03 3.27 3.94 3.39 3.7
2-Nitroaniline 2.91 2.51 2.77 2.69 2.82 2.81 2.81 2.07 2.88 3.23 2.92 3
2-Nitroanisole - - - - - - - - 3.21 3.34 3.06 2.96
2-Toluidine - - - - - - - - 2.68 3.04 2.52 2.45
3-Chloroaniline - - - - - - - - 3.1 3.39 3.07 3.01
3-Methylbenzoic acid 2.9 3.41 2.65 3.33 2.57 3.34 2.71 2.86 - - - -
3-Nitroaniline - - - - - - - - 2.72 2.9 2.74 2.67
3-Nitrophenol 2.85 2.87 2.61 2.78 2.56 2.82 2.66 2.32 - - - -
4-Chloroacetanilide - - - - - - - - 2.63 3.59 2.66 3.21
4-Chloroaniline - - - - - - - - 2.98 3.34 2.92 2.95
4-Chlorophenol - - - - - - - - 3 3.63 3.12 3.39
4-Nitroaniline - - - - - - - - 2.48 2.71 2.63 2.64
4-Xylene - - - - - - - - 4.74 - 4.33 4.29
Acetanilide - - - - - - - - 1.9 2.77 1.9 2.27
Acetophenone - - - - - - - - 2.88 3.33 2.67 2.71
Aniline 2.4 1.83 2.21 2.02 2.25 2.13 2.33 1.65 2.27 2.6 2.14 2.02
Anisole - - - - - - - - 3.56 3.82 3.3 3.25
Anthracene - - 5.63 6.16 - - 5.45 - - - - -
Antipyrine - - - - - - - - 1.36 2.5 1.16 1.64

XTerra MSC18 XTerra RP18Symmetry C18 Chromolith RP-18e Luna C18 (2) Resolve C18
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Benzaldehyde 3 2.7 2.78 2.7 2.69 2.68 2.84 2.34 2.83 3.17 2.65 2.59
Benzene 3.76 3.69 3.58 3.59 3.45 3.57 3.49 3.03 3.66 3.85 3.36 3.23
Benzoic acid 2.54 2.83 2.24 2.75 2.17 2.77 2.33 2.29 - - - -
Benzonitrile - - - - - - - - 3.02 3.23 2.84 2.69
Benzophenone - - - - - - - - 4.36 4.73 4.11 4.19
Biphenyl 5.15 - 5.11 5.46 4.92 - 4.95 4.89 - - - -
Bromobenzene - - - - - - - - 4.36 4.57 4.07 4.06
Caffeine - - - - - - - - 0.95 2.19 0.94 1.55
Chlorobenzene 4.25 4.36 4.12 4.23 3.96 4.23 4.01 3.69 4.22 4.44 3.92 3.9
Corticosterone - - - - - - - - 2.72 4.49 2.53 3.74
Cortisone - - - - - - - - 2.15 3.94 2.07 3.2
Estriol - - - - - - - - 1.74 3.69 2.11 3.67
Ethylbenzene - - - - - - - - 4.72 4.84 4.31 4.23
Furan - - - - - - - - 2.87 3.13 2.65 2.51
Geraniol - - - - - - - - 3.93 - 3.6 4.2
Hydrocortisone - - - - - - - - 2.04 4.08 1.99 3.39
Methoxybenzene 3.66 3.6 3.49 3.52 3.36 3.51 3.44 3.01 - - - -
Methyl 4-hydroxybenzoate 2.56 2.67 2.3 2.62 2.25 2.68 2.39 2.23 - - - -
Monuron - - - - - - - - 2.66 3.52 2.65 3.11
N -Ethylaniline 3.6 3.26 3.5 3.33 3.46 3.42 3.44 2.52 - - - -
Nitrobenzene - - - - - - - - 3.35 3.51 3.18 3.08
n -Propyl 4-hydroxybenzoate 3.41 3.87 3.24 3.78 3.16 3.82 3.25 3.33 - - - -
Pentachlorophenol - - 5.14 6.22 4.97 - 5.02 - - - - -
Phenol 2.58 2.45 2.31 2.38 2.24 2.37 2.35 1.87 2.3 2.83 2.34 2.43
Pyrene - - 5.99 - - - - - - - - -
Pyrimidine - - - - - - - - 0.86 1.54 0.86 0.77
Pyrrole - - - - - - - - 2.23 2.36 2.16 1.9
Quinoline - - - - - - - - 2.59 3.53 2.35 2.85
Resorcinol - - - - - - - - 1.33 2.64 1.42 1.69
Thiourea - - - - - - - - -0.32 0.6 -0.3 -0.01
Thymol 4.28 4.72 4.17 4.55 4.01 4.55 4.05 3.95 4.29 4.75 4.21 4.33
Toluene 4.24 4.36 4.11 4.22 3.95 4.19 3.98 3.64 4.19 4.36 3.83 3.76
Valerophenone 4.6 4.76 4.54 4.64 4.38 4.69 4.44 4.2 4.66 4.89 4.31 4.28
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Table 6  
Comparison of the accuracy of the global solvation parameter model and the 
polarity model, using the standard deviation and the number of outliers. 

Parameters 
Symmetry 

C18 
Chromolith 
RP-18e 

Luna 
C18 (2) 

Resolve 
C18 

XTerra 
MSC18 

XTerra 
RP18 

Acetonitrile-water       
Global LSER model       

SD 0.094 0.108 0.092 0.089 0.092 0.062 
n 159 189 156 172 166 166 

Outliers 5 5 1 0 10 15 
       

Polarity model       
SD 0.046 0.058 0.039 0.042 0.075 0.061 
n 170 202 165 184 165 164 

Outliers 7 9 7 9 4 4 
Methanol-water       

Global LSER model       
SD 0.068 0.070 0.069 0.074 0.092 0.073 
n 187 234 193 217 202 214 

Outliers 8 8 9 10 7 13 
       

Polarity model       
SD 0.048 0.064 0.047 0.061 0.065 0.072 
n 208 258 203 237 202 212 

Outliers 6 7 6 7 9 8 

n is the number of experimental points (included the outliers) 

The polarity parameter model 
combines all free energy terms in one 
unique term and thus, needs one unique 
descriptor for solute and one unique 
descriptor for each phase (mobile and 
stationary phases), instead of 12 fitting 
coefficients and 5 solute parameters of 
global solvation parameter model. The 
global LSER model characterizes better 
the fundamental solute-solvent 
interactions in the RPLC system and 
therefore, it provides more chemical 
information. However, the polarity 
parameter model is simpler because it 

requires less parameters, so it can be 
easier to implement in RPLC retention 
prediction programs [29]. Moreover, 
although polarity parameter model 
seems less rigorous, there is no loss of 
precision regarding global solvation 
parameter model (as it could be 
expected).  

In order to predict data retention 
we need to have the system 
characterized with one of these models 
and to know p values of the new 
compounds (for the polarity parameter 
model) or all their LSER descriptors 



90                                                                                                                    Article 4                                           

(for the global solvation parameter 
model). To characterize one system 
with the polarity parameter model we 
only need 12 solutes, while the global 
LSER model requires at least 5 
compounds for each coefficient of the 
equation. The p values can be obtained 
by measurement in one unique mobile 
phase composition in the characterized 
chromatographic system or by 
transference from the p values of these 
compounds in the solute data base or in 
any other characterized system through 
Eq. (4). They can be also calculated by 
means of the CODESSA program [18]. 
This is much easier that getting LSER 
descriptors. There is a wide data base 
of these descriptors, but if one new 
compound is not included there, it is 
necessary to get the values 
experimentally or calculate them with 
ABSOLVE software [30, 31], although 
the values obtained with the software 
are less accurate. For these reasons, we 
consider simpler to predict data 
retention with the polarity parameter 
model. 

 
3.2. Prediction of retention of new 

compounds by the polarity parameter 

model 

In order to demonstrate the 
predictive ability of the polarity 
parameter model, we have used a set of 
commercial compounds different to the 
set used in the characterization of the 

columns. The wide p range of this set 
goes from 0 to 6, and the compounds 
are structurally different. The 
compounds used to check the 
prediction of the retention are those 
reported in Table 5. 
3.2.1. Prediction of retention from data 

obtained  in the same column 

The first aim was to achieve the 
prediction of retention at any 
percentage of organic modifier in one 
specific column. The idea was to work 
with only one mobile phase 
composition and to be able to predict 
the behaviour of all compounds at any 
other composition. We select 40% for 
acetonitrile and 50% for methanol as 
average compositions in the studied 
percentage range. First, we obtained the 
experimental values for all compounds 
with different mobile phases (60, 50, 
40, 30, 20, 10 % of acetonitrile and 80, 
70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 % of 
methanol) in order to check the 
predictions. After this experimental 
work, we used the retention factors (log 
k) in 40% acetonitrile or 50% methanol 
to obtain the values of the solute 
polarity (p) using Eq. (4) (see Table 5). 
The parameters of the system P N

s  and 
(log k)0 were taken from Table 4, and 
the P N

m  values for the intermediate 
compositions calculated by Eq. (5) or 
(6).  

Finally, we also obtained the 
calculated retention factors (log k) for 
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the other mobile phase compositions 
using again Eq. (4), where the solute 
polarity (p) values were those 
calculated previously, as we explained 
above. The correlations achieved 
between the calculated and 
experimental data are shown in Fig. 5 
and Fig. 6, for acetonitrile and 
methanol respectively. A theoretical 
line with slope 1 and intercept 0 is 
represented for each plot, together with 
the standard deviation. It can be seen 
that all predictions are good, and the 
standard deviations are similar. 
However, when we compare the plots 
for each column and both solvents, we 
observe that the predictions are always 
more accurate with methanol, except 
for Resolve C18 (Figs. 5d and 6d) 
where the standard deviation is lower 
with acetonitrile. The largest dispersion 
in each plot is observed for data at 20 
or 10 % of organic modifier, where the 
precision of the model is the lowest. 
This is due to the difficulty in 
measuring the retention with accuracy 
working at these mobile phase 
compositions, since the solutes spend a 
long time inside the column. For this 
reason, we recommend to use the 
model in order to predict the retention 
of solutes for any mobile phase 
containing between 80 and 30 % of 
methanol and between 60 and 30 % of 
acetonitrile. For less than 30 % you can 
have an idea of the retention, but this 

estimation is not accurate enough. The 
dispersion obtained with methanol is 
smaller than with acetonitrile, and thus, 
the estimation at low percentages of 
methanol is better. 

 
3.2.2. Prediction of retention from data 

obtained in any other column 

The second aim was to predict the 
retention in any RPLC system (column 
and mobile phase) starting from one 
specific system, used as a reference. 
The system XTerra RP18/acetonitrile 
has been chosen to predict all the 
others. We used the solute polarity data 
from Table 4 to establish linear 
relationships between the systems, 
according to: 
 
p2  =  a p1 + b                                      (9) 
 
where p1  is the p value in the reference 
system and p2 is the p value of the same 
solute in any other chromatographic 
system. The slopes a and interceptions 
b (shown in Table 7) allow the solute 
polarity data transference between 
RPLC systems. 
 First, we transferred the p values of 
10 test solutes (those of Table 5 that 
were injected in all 6 columns) from 
the reference system to all other 
systems using the linear relationships 
from Table 7. After that, we calculated 
all retention data with them (using Eq. 
(4).The correlations between calculated 
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Fig. 5. Prediction of retention factors of new solutes in different mobile phases (60, 
50, 30, 20 and 10 % of acetonitrile), and different columns: a) XTerra RP18, b) 
XTerra MSC18, c) Luna C18, d) Resolve C18, e) Chromolith RP-18e, f) Symmetry 
C18. The predictions of each column were made by means of the study of one 
percentage of acetonitrile (40%) in that column. 
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Fig. 6. Prediction of retention factors of new solutes in different mobile phases (80, 
70, 60, 40, 30, 20 and 10 % of methanol), and different columns: a) XTerra RP18, 
b) XTerra MSC18, c) Luna C18, d) Resolve C18, e) Chromolith RP-18e, f) 
Symmetry C18. The predictions of each column were made by means of the study 
of one percentage of methanol (50%) in that column. 
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Table 7 
Slopes a and interceptions b of the linear relationships between p values to transfer 
solute polarity data between RPLC systems. The reference system is XTerra 
RP18/acetonitrile, used always as the independent variable. 

RPLC systems a b r
2
 SD 

XTerra RP18, methanol 0.89 0.41 0.993 0.10 

XTerra MSC18, acetonitrile 1.15 -0.25 0.998 0.09 

XTerra MSC18, methanol 0.92 0.88 0.989 0.14 

Luna C18, acetonitrile 0.98 0.23 0.995 0.08 

Luna C18, methanol 1.09 0.10 0.986 0.21 

Resolve C18, acetonitrile 0.97 0.29 0.995 0.11 

Resolve C18, methanol 1.06 -0.21 0.981 0.23 

Chromolith RP-18e, acetonitrile 1.05 0.09 0.996 0.10 

Chromolith RP-18e, methanol 1.12 -0.01 0.982 0.23 

Symmetry C18, acetonitrile 0.96 0.52 0.997 0.08 

Symmetry C18, methanol 1.26 -0.32 0.963 0.38 

 

and experimental data are shown in 
Fig. 7 and Fig. 8, for acetonitrile and 
methanol respectively. In Fig. 7a, 8a 
and 8b there are more points than in 
the other graphs, due to the fact that 
we used all compounds of Table 5 in 
common with those of the reference 
system (not only 10 solutes, but 44). 
A theoretical line with slope 1 and 
intercept 0 is represented for each 
plot, together with the standard 
deviation. In this case it is just the 
opposite, although all predictions are 
quite good we obtained better 

standard deviations with acetonitrile. 
This fact is due to the solute polarity 
data transference. In Fig. 7 the 
transference is only between 
columns, but same solvent 
(acetonitrile). However, in Fig. 8 we 
transferred solute polarity data to 
other column and solvent, so the 
accuracy of the predictions is slightly 
worse. It can also be observed that in 
Figs. 8c-f  most of the calculated log 
k values are higher than the 
theoretical values, while in Fig. 7 this 
fact does not happen. 
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Fig. 7. Prediction of retention factors of different systems transferring solute 
polarity data from one reference system (XTerra RP18, acetonitrile). The studied 
mobile phases contained acetonitrile ranging from 60 to 10%, and the different 
columns are: a) XTerra MSC18, b) Luna C18, c) Resolve C18, d) Chromolith RP-
18e, e) Symmetry C18. 
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Fig. 8. Prediction of retention factors of different systems transferring solute 
polarity data from one reference system (XTerra RP18, acetonitrile). The studied 
mobile phases contained methanol ranging from 80 to 10%, and the different 
columns are: a) XTerra RP18, b) XTerra MSC18, c) Luna C18, d) Resolve C18, e) 
Chromolith RP-18e, f) Symmetry C18. 
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This prediction method have an 
enormous potential, since it is possible 
to know the chromatographic 
behaviour of one compound in any 
studied system just working with one 
reference system. This information can 
be very useful in order to predict the 
best conditions to get good 
chromatographic separations. 
 
4. Conclusions 

 
The global solvation parameter and 

the polarity parameter models have 
been successfully applied to several 
RPLC systems involving modern C18 
columns and methanol and acetonitrile 
as organic modifiers of the mobile 
phases. Then, a proper characterization 
of these systems has been done 
requiring the polarity parameter model 
much less experimental effort although 
the global LSER parameter model 
gives more chemical information. Both 
models show similar ability in the 
prediction of retention of solutes. 

We have demonstrated that the 
system parameters ( N

sP  and (log k)0) of 
a given chromatographic system 
(column and organic modifier) 
determined by means of the polarity 
parameter model can be used to predict 
retention in any other characterized 
chromatographic system. There are two 
ways to get these predictions. First, it is 
possible to predict the retention for any 

mobile phase composition in one 
specific column working with only one 
percentage of organic modifier in the 
mobile phase. Second, we have 
extended the prediction to any system 
(stationary and mobile phase) just 
working with one specific system used 
as a reference. To get this 
approximation it is necessary to 
transfer solute polarity data by means 
of linear relationships between the 
different systems. In both cases the 
results obtained are really good, 
showing the big potential of this 
polarity parameter model.   
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3.1. Caracterització de sistemes de 
cromatografia de líquids  
 
 

 Tal i com s’explica a la introducció, les columnes IAM emprades en 

cromatografia de líquids pretenen modelar propietats biològiques gràcies a 

la seva estructura, similar a la de les membranes cel·lulars. No obstant, 

abans d’estudiar la seva relació amb sistemes biològics, vam voler 

caracteritzar mitjançant diversos models cromatogràfics aquesta fase 

estacionària per tal de conèixer millor les seves propietats. 

 

 

3.1.1. Caracterització de l’acidesa d’una columna IAM 
 

 L’acidesa d’una columna ens informa de si queden grups silanols lliures 

a la sílice després del procés de fabricació de la fase estacionària i de la 

seva activitat. A partir de la determinació del pKa dels silanols podem saber 
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a quins pH’s la retenció d’alguns compostos (especialment bàsics) pot 

resultar afectada.  

 Per calcular l’acidesa dels silanols s’estudia la retenció del nitrat de liti a 

diferents valors de pH. De fet treballem amb l’escala de pHs
s . El valor de 

pHs
w  correspon al pH mesurat en una fase hidroorgànica amb un elèctrode 

calibrat amb tampons aquosos, fàcilment mesurable. A partir d’aquest valor 

podem passar a l’escala de pHs
s  senzillament, ja que la diferència entre les 

dues escales és una constant per a cada fase mòbil anomenada δ (en el 

nostre cas experimental, 60% de metanol, δ = 0.17)76-78.  
 Quan els silanols estan desprotonats, interaccionen amb el liti injectat, 

provocant un augment a la seva retenció (figura 1, article 1). Encara que 

l’estructura de la fase estacionària IAM presenta un grup fosfat carregat 

negativament (figura 1.3), aquest grup no afecta significativament a la 

retenció del catió liti, com es demostra als cromatogrames obtinguts. El pKa 

del grup fosfat està entre 1 i 279,80, pel que està totalment desprotonat a 

pHs
s = 5.1. No obstant, quan es va injectar nitrat de liti amb aquest pH a la 

fase mòbil, els dos pics van coeluir, és a dir, cap dels dos ions va quedar 

retingut a la fase estacionària (figura 1a, article 1). Per tant, el 

comportament del liti a pHs
s ’s superiors és degut únicament a la 

desprotonació dels silanols.  

 Les dades experimentals de retenció del catió liti van ser representades 

enfront dels diferents pHs
s ’s estudiats (figura 3.1), i els punts es van ajustar 

a l’equació (3), obtenint la línia representada a la figura 3.1. El millor ajust 

es va aconseguir amb m=1, el que vol dir que només s’ha trobat un grup 

de silanols a la columna IAM en el rang de pHs
s  estudiat (de 3 a 8.5). De 

l’equació (3) podem obtenir dos paràmetres que ens informen dels silanols 

presents a la columna: pKai ens informa de la seva acidesa i ki de la seva 
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activitat. Per a la columna IAM vam obtenir un s
s pKai = 7.61 ± 0.02. Tenint 

en compte que el fabricant recomana treballar amb aquesta columna fins a 

un pH màxim de 7, el valor obtingut és molt bo, perquè els silanols lliures 

només ens afectaran quan estiguem a les condicions de treball extremes de 

la columna. Per altra banda, l’activitat que presenten és molt elevada (ki = 

18.14 ± 0.32). És a dir, que encara que no es manifesten fins pH’s elevats, 

quan ho fan són molt actius, i el seu efecte s’hauria de tenir en compte.  
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Figura 3.1. Dependència de la retenció del Li+ a la columna IAM enfront 

del pHs
s de la fase mòbil.  

 

 En estudis previs realitzats al nostre grup es va determinar l’acidesa de 

diversos tipus de fases estacionàries27,28. A la taula 3.1 es troben resumides  
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les principals característiques d’aquestes columnes, incloent la IAM que jo 

he caracteritzat. Per altra banda, a la taula 3.2 es troben els diferents s
s pKai 

obtinguts per a cada columna en els diferents rangs de pH estudiats, i els 

estadístics corresponents a l’ajust dels punts experimentals a l’equació (3). 

Es pot observar com la sílice de la columna IAM ( s
s pKai 7.61 ± 0.02) és 

d’una qualitat similar a la que presenten les columnes Luna C18 ( s
s pKai 7.24 

± 0.17) i Symmetry C18 (7.87 ± 0.12). Encara que la columna Luna C18 

presenta també un s
s pKai de 5.65 ± 2.33, l’activitat d’aquests silanols és 

pràcticament inexistent, ja que k2 = 0.29 ± 0.67. Aquestes dues columnes 

presenten altres tipus de silanols a pH’s més elevats, mentre que per a la 

columna IAM només se’n observa un tipus. Però això és degut a que el 

rang de pH estudiat es va poder ampliar més per a la Luna C18 i la 

Symmetry C18, d’acord amb les especificacions del fabricant. Per altra 

banda s’ha de tornar a incidir en el fet que l’activitat dels silanols de la 

columna IAM és molt alta. Comparant el seu valor de ki amb els altres 

valors obtinguts per a la Luna C18 i la Symmetry C18, veiem que encara 

que la sílice de totes tres columnes presenti una acidesa similar, els silanols 

seran molt més actius a la columna IAM, ja que n’hi ha molts més de 

lliures.  

 La taula 3.2 també ens mostra com hi ha altres columnes 

cromatogràfiques fabricades amb una sílice de pitjor qualitat que la sílice de 

la columna IAM, com són la LiChrospher 100 RP-18, la Resolve C18, la 

Resolve Silica i la Symmetry Silica. Per altra banda, també vam trobar 

columnes amb una sílice de major qualitat. A la taula 3.2 falten les 

columnes XTerra MSC18, Chromolith RP-18e i Purospher RP-18e, perquè la 

seva sílice és tan bona que no presenten cap activitat dels silanols en tot 

l’interval de pH treballat. 
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 Una manera ràpida i visual de comparar l’acidesa de totes les columnes 

estudiades és mitjançant la figura 3.2. En el gràfic està representada 

l’activitat dels silanols de cada columna respecte el seu s
s pKai. Per tenir 

sílices de bona qualitat interessa que el valor de ki sigui el més petit 

possible mentre que el valor de s
s pKai sigui el més gran possible. 

Gràficament podem veure a simple vista els resultats comentats fins ara: 

com la columna IAM presenta una sílice de bona qualitat respecte les altres 

columnes, encara que els seus silanols són uns dels més actius de tots.  
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Figura 3.2. Distribució de les columnes depenent de l’acidesa i activitat 

dels seus silanols. (x) LiChrospher 100 RP-18, (□) Resolve C18, (◊) Resolve 

Silica, (●) Symmetry C18, (-) Symmetry Silica, (∆) Luna C18 (2), (*) 

Underivatized XTerra, (+) IAM.PC.DD2.   
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 Una altra figura que pot resultar de gran utilitat és la representació de 

la retenció de cada columna respecte el pHs
s en un mateix gràfic (figura 2, 

article 1). D’aquesta manera podem saber per a un determinat pHs
s  quines 

columnes presentaran silanols actius i en quin grau. Per exemple, fins a 

pHs
s  6 veiem com la columna IAM no presenta activitat dels silanols, 

mentre que altres columnes (Lichrospher 100 RP-18, Symmetry Silica, 

Resolve C18, Resolve Silica) ja presenten una gran activitat, perquè les 

seves corbes estan per sobre de la de la columna IAM. A partir d’aquest 

pHs
s  l’activitat dels silanols de la columna IAM s’incrementa ràpidament. 

També es pot deduir de la gràfica que la derivatització fa disminuir 

l’activitat dels silanols en els 2 casos estudiats (Resolve i Symmetry), i que 

aquest efecte encara s’aprecia més si la columna ha patit un procés 

d’endcapping.  

 

 

3.1.2. Caracterització de sistemes cromatogràfics 

mitjançant el model LSER 
 

 Per conèixer millor les propietats de la fase estacionària d’interès, la 

columna IAM, es va aplicar el model cromatogràfic de solvatació LSER 

descrit a la introducció. Es va seleccionar una sèrie de 59 soluts d’estructura 

i propietats ben diferents i es van injectar al sistema amb diferents fases 

mòbils acetonitril-aigua (entre el 60 i el 10% de modificador orgànic). La 

selecció dels soluts provenia d’un estudi previ fet al nostre grup81 on es van 

escollir 71 compostos d’una base de dades amb quasi 3000 soluts. La 

selecció es va dur a terme a partir de l’anàlisi de components principals 

(PCA), de manera que els descriptors dels soluts seleccionats cobrien un 
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interval de valors elevat i no estaven correlacionats entre si. D’aquests 71 

compostos vam triar només els 59 que presentaven una absorbància 

raonable per a la seva detecció en el cromatògraf de líquids i que eren 

neutres al pH de treball (pH=7). Aquest últim punt és molt important, 

perquè el model LSER tal i com està aquí explicat (equació (12)) no es pot 

aplicar a compostos parcialment o totalment ionitzats. Existeixen estudis 

realitzats amb aquest tipus de soluts82, però va ser necessària una 

modificació de l’equació (12). Per evitar això, ens vam assegurar que els 59 

soluts seleccionats fossin neutres a pH=7. Els descriptors de tots els 

compostos estudiats, a més de les seves dades de retenció cromatogràfica, 

es poden trobar a la taula 1, article 2. En aquesta taula no només trobem 

les dades de retenció de la columna IAM, sinó també aquelles 

corresponents a les columnes XTerra MSC18 i XTerra RP18. Es tracta de 

dues columnes C18 comercials on també es van aplicar els diferents models 

cromatogràfics per poder comparar els resultats obtinguts amb els de la 

columna IAM. Les característiques principals d’aquestes tres columnes 

queden recollides a la taula 4, article 3. 

 Per aplicar el model LSER a cada columna i fase mòbil estudiada es fa 

una regressió multilineal entre les dades de retenció i els descriptors dels 

soluts. Els coeficients obtinguts i els paràmetres estadístics es poden trobar 

a la taula 2, article 2, mostrant bones correlacions en tots els casos. A la 

taula es pot observar com el nombre de punts utilitzats (n) és inferior a 59 

en tots els casos perquè es van eliminar alguns punts aberrants a l’hora de 

construir el model. El criteri utilitzat va ser eliminar tots els punts que 

presentessin un residu estàndard superior a 2.5 en valor absolut. A part 

d’això, a percentatges baixos d’acetonitril les substàncies quedaven molt 

més retingudes a la columna, i no es va poder obtenir el factor de retenció 

de totes elles.  
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 L’anàlisi dels coeficients de la taula 2, article 2, ens informa de les 

diferències entre les fases mòbil i estacionària de cada sistema. A partir de 

l’equació (12) es dedueix que els coeficients positius impliquen un 

increment en el factor de retenció, es a dir que la partició a la fase 

estacionària està afavorida. De la mateixa manera, els coeficients negatius 

ens indiquen que els compostos tindran major afinitat per la fase mòbil. Per 

altra banda, com més gran sigui el coeficient en valor absolut, més 

influència tindrà aquella propietat en la retenció del compost. En tots els 

sistemes cromatogràfics estudiats, els coeficients que presenten una major 

influència són v i b. Es a dir, el volum del solut i la basicitat per pont 

d’hidrogen són les propietats del solut que més influeixen en la seva 

retenció. Si observem els signes dels coeficients, veiem que v i e són 

positius, mentre que s i b són sempre negatius. Aquest fet ens indica, per 

una banda, que és més fàcil la creació d’una cavitat de la grandària de la 

molècula del solut a la fase estacionària que a la fase mòbil, i que la fase 

estacionària és més polaritzable. Per altra banda, els coeficients s i b 

negatius ens indiquen que la fase mòbil és més dipolar i força més àcida 

per pont d’hidrogen que les tres fases estacionàries estudiades.  

 L’únic coeficient on canvia el signe entre la columna IAM i les altres 

dues columnes C18, és el coeficient a, positiu per a la columna IAM i 

negatiu per a les columnes XTerra. La columna IAM és, per tant, més 

bàsica per pont d’hidrogen que la fase mòbil, succeint a la inversa per a les 

altres dues columnes. Degut a aquesta diferència en la basicitat, els 

compostos donadors de pont d’hidrogen quedaran més retinguts quan 

s’injectin a la columna IAM que en les altres columnes C18. Per tant, els 

compostos que no presentin acidesa per pont d’hidrogen (A=0) s’haurien 

de comportar d’igual manera a les tres columnes, mentre que els 

compostos àcids (A>0) haurien de mostrar diferències en la seva retenció. 

Per tal de comprovar això es va construir la figura 5, article 3. Es va 



3.1. Caracterització de sistemes de cromatografia de líquids                               127 

representar la retenció dels compostos d’unes columnes enfront de les 

altres (una a una), indicant els soluts àcids mitjançant quadrats blancs i els 

que no ho eren amb quadrats negres. Tal i com esperàvem, la figura 5a, 

article 3, mostra que tots els compostos es comporten de manera similar en 

les dues columnes, excepte els compostos àcids significativament més 

retinguts a la columna IAM. En aquest gràfic és on es pot apreciar més 

clarament, perquè la columna IAM és la més bàsica de les tres, mentre la 

XTerra MSC18 és la menys bàsica. La columna XTerra RP18 presenta una 

basicitat intermèdia, pel que les figures 5b, 5c, article 3, presenten la 

mateixa tendència, però menys acusada. La basicitat de la columna IAM pot 

ser deguda, segons Taillardat-Bertschinger i col·laboradors15, als grups 

propilamino que resten lliures a la superfície de la sílice. No obstant, el grup 

negatiu que presenta l’estructura del fosfolípid potser també influeix en la 

seva capacitat acceptora de pont d’hidrogen. La diferència en basicitat 

respecte les dues columnes XTerra pot ser explicada pel grup carbamat que 

la columna XTerra RP18 porta incorporat a la seva estructura (figura 8, 

article 3) i que es comporta com a acceptor de pont d’hidrogen.   

 Per comparar totes les propietats de les columnes entre sí observem 

detalladament els coeficients de la taula 2, article 2. Podem concloure que 

la fase estacionària més hidrofòbica és la columna XTerra MSC18, i la 

menys hidrofòbica la columna IAM, restant la columna XTerra RP18 entre 

les dues. La columna IAM és la més bàsica, la més àcida i la més 

polaritzable, seguida per la columna XTerra RP18, i en últim lloc la columna 

XTerra MSC18.  

 Els coeficients no només varien amb les diferents fases estacionàries, 

sinó també amb la composició de la fase mòbil. Les diferents proporcions 

d’acetonitril afegides a la fase aquosa fan variar les propietats del solvent i 

per tant, els coeficients canvien. A la figura 3, article 2, trobem 

representades aquestes variacions gràficament. Els coeficients de les tres 
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columnes presenten tendències similars entre el 20 i el 60% d’acetonitril. 

L’acidesa de la fase mòbil es veu dràsticament reduïda quan augmentem la 

proporció d’acetonitril (coeficient b disminueix), respecte a l’acidesa de la 

fase estacionària, mentre que la lipofilicitat de la fase mòbil s’incrementa al 

mateix temps que ho fa el contingut de modificador orgànic (coeficient v 

augmenta). Es a dir, que per a continguts baixos d’acetonitril les diferències 

entre fase mòbil i estacionària s’accentuen, mentre que per a continguts 

alts d’acetonitril les diferències entre fases són menors. Les altres 

propietats també es veuen afectades pel contingut d’acetonitril a la fase 

mòbil, però en menor grau. Sobretot la basicitat del sistema (coeficient a), 

pràcticament resta invariable amb la composició de la fase mòbil. En el cas 

de la columna IAM també es va estudiar el 10% d’acetonitril, observant-se 

com es perdia la linealitat de la variació dels coeficients en aquest punt. 

 Els resultats obtinguts en aquest estudi s’han comparat amb les 

caracteritzacions que altres autors havien realitzat per a la columna IAM 

(taula 3.3).  

 

Taula 3.3. Comparació entre sistemes cromatogràfics caracteritzats per 

diferents autors utilitzant la columna IAM i 20% d’acetonitril a la fase mòbil 

Coeficients   

c e s a b v  Referències 

-0.71 

(0.04) 

0.50 

(0.06) 

-0.58 

(0.04) 

0.19 

(0.03) 

-2.00 

(0.06) 

2.13 

(0.04) 
 Article 2 

-0.83 

 

0.23 

(0.08) 

-0.20 

(0.08) 

0.22 

(0.09) 

-2.03 

(0.17) 

1.89 

(0.11) 
 83 

-0.95 

(0.06) 

0.47 

(0.05) 

-0.34 

(0.04) 

0.10 

(0.05) 

-2.26 

(0.07) 

2.17 

(0.18) 
 52 
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 Els coeficients que vam obtenir per a la columna IAM són molt similars 

als extrets de la bibliografia. Els coeficients e i v són pràcticament iguals als 

que van obtenir Lepont i Poole52, mentre que els coeficients a i b són molt 

similars als obtinguts per Valko i col·laboradors83. L’únic que varia una mica 

és el coeficient s, però en general podem afirmar que vam obtenir els 

mateixos resultats que altres autors. 

 

3.1.3. Caracterització de sistemes cromatogràfics 

mitjançant el model LSER global i el model de polaritat 
 

 El desavantatge que presenta el model LSER és que es necessari 

construir una equació per a cada fase mòbil estudiada. Un cop caracteritzat 

un sistema, i coneixent els descriptors d’un nou solut, es pot predir la seva 

retenció sense més treball experimental. Però si es vol conèixer la retenció 

d’un compost a diferents composicions de fase mòbil, s’han de caracteritzar 

diversos sistemes. Per solucionar això, va sorgir el model LSER global, que 

engloba en una única equació totes les composicions, ja que estableix cada 

coeficient del model LSER com una variació lineal del tant per u de 

modificador orgànic.  

 El model LSER global es va aplicar a les columnes IAM, XTerra MSC18 i 

XTerra RP18 (equacions (16-18), article 3), obtenint bons paràmetres 

estadístics després d’eliminar els punts aberrants amb el mateix criteri 

d’abans (residu estàndard superior a 2.5 en valor absolut). Es van eliminar 

com a punts aberrants aproximadament entre un 5% i un 6% dels punts 

experimentals inicials. La informació sobre les propietats del sistema que es 

pot extreure d’aquestes equacions és la mateixa que amb el model LSER, 

aplicant a φ el valor desitjat. Aquest model global requereix 12 paràmetres 
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per definir el sistema (cw, cm, ew, em, sw, sm, aw, am, bw, bm, vw, vm) i 5 

paràmetres pel solut (descriptors E, S, A, B, V) (veure equació (13)). 

 Un altre model cromatogràfic que engloba totes les composicions de 

fase mòbil en una única equació és el model de polaritat. El model relaciona 

el factor de retenció d’un compost neutre amb un paràmetre de polaritat 

del solut (p), un paràmetre de polaritat de la fase mòbil ( N
mP ) i dos 

paràmetres del sistema ((log k)0 i N
sP ), segons l’equació (11). El model es 

va aplicar a la mateixa sèrie de 59 compostos utilitzada fins ara, injectats a 

diferents percentatges d’acetonitril. Primerament es representen les dades 

de retenció enfront del paràmetre de polaritat de la fase mòbil, que depèn 

de la composició d’aquesta, segons l’equació (8). D’aquesta relació lineal 

podem extreure q i p de l’ordenada a l’origen i del pendent, respectivament 

(veure equació (7)). A continuació es representen els valors de q enfront de 

p de cada solut, obtenint la figura 1, article 3. Aquestes relacions ens 

permeten obtenir una primera estimació dels paràmetres del sistema (log 

k)0 i N
sP  (veure equació (10)). Per optimitzar aquests paràmetres, i els de 

polaritat del solut p, s’aplica un procés iteratiu sobre l’equació (11) amb 

l’eina Solver del programa Excel, buscant la minimització de la suma dels 

quadrats dels residuals entre les dades de retenció experimentals i 

calculades per l’equació. Un cop finalitzat el procés iteratiu, s’obtenen les 

equacions (19-21), article 3, que caracteritzen a cadascun dels sistemes.  

 El paràmetre N
sP  ens informa de la polaritat de la fase estacionària 

d’una manera global, d’acord amb la definició que va fer Reichardt84 de la 

“polaritat d’un solvent” i que va ser adoptada per la IUPAC85. El terme de 

polaritat del solvent (fase mòbil o estacionària) es defineix com la seva 

capacitat per a interaccionar amb el solut mitjançant qualsevol interacció 

intermolecular específica i/o no específica (dipol-dipol, dipol-dipol induït, 

pont d’hidrogen, etc.) contribuint, en aquest cas, a la retenció 
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cromatogràfica. En canvi, el terme de polaritat no recull cap interacció que 

provoqui algun tipus d’alteració química del solut, tal com protonació, 

oxidació, reducció, formació d’un complex químic, etc. La columna IAM 

presenta la polaritat més elevada (0.154), seguida de les columnes XTerra 

RP18 (0.022) i XTerra MSC18 (-0.010), amb polaritats molt similars entre sí. 

 Per comparar els dos models aplicats a les tres columnes, observem les 

figures 2-4, article 3, i les equacions (22-27), article 3. Observant les 

equacions (22, 24, 26) corresponents al model LSER global respecte les 

equacions (23, 25, 27) corresponents al model de polaritat podem veure 

com els paràmetres estadístics són lleugerament millors pel model de 

polaritat, encara que els dos models s’ajusten molt bé a les dades 

experimentals. Les gràfiques representen els valors calculats respecte els 

experimentals, ajustant-se perfectament a les línies teòriques de pendent 1 

i ordenada a l’origen 0. S’han inclòs també amb cercles buits els punts 

aberrants exclosos a l’hora de construir el model. 

 A continuació es va ampliar l’estudi d’aquests dos models amb un altre 

solvent a la fase mòbil, metanol, i més columnes C18 comercials (Symmetry 

C18, Chromolith RP-18e, Luna C18 i Resolve C18). Les característiques 

d’aquestes columnes es troben a la taula 1, article 4. A les dues columnes 

XTerra vam injectar la mateixa sèrie de 59 soluts amb diferents 

percentatges de metanol a la fase mòbil. Però per a les altres quatre noves 

columnes C18 vam fer servir una altra sèrie de soluts, perquè part de les 

dades experimentals provenien d’un estudi previ sobre el model de polaritat 

realitzat al nostre grup86. El conjunt total de soluts, i els seus descriptors, 

queda recollit a la taula 2, article 4. Es van aplicar els dos models a totes 

les columnes i pels dos solvents, acetonitril i metanol. A la taula 3, article 4, 

queden recollits tots els coeficients del model LSER global obtinguts després 

de fer la regressió multilineal i els paràmetres estadístics. El model es va 
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ajustar perfectament a les dades experimentals en totes les columnes i 

ambdós solvents.  

 Per caracteritzar correctament un sistema es necessiten al menys cinc 

soluts per cada coeficient a determinar. Per això la sèrie de soluts pel model 

LSER (o LSER global) ha de ser tan extensa. Però en el cas del model de 

polaritat no cal una sèrie de soluts tan gran. En un estudi previ del nostre 

grup86 es va establir una sèrie de 12 soluts idonis per realitzar la 

caracterització, d’estructures diferents i que cobreixen un ampli interval de 

valors de p. En aquest mateix estudi es va demostrar que els paràmetres 

del sistema obtinguts a partir d’aquests 12 soluts eren molt similars als que 

s’obtenien amb una sèrie de soluts més àmplia, i per tant, es van establir 

aquests compostos com a sèrie de caracterització per a treballs futurs. 

Tenint en compte això, es van caracteritzar totes les columnes amb 

acetonitril i metanol amb aquests 12 soluts. Els paràmetres del sistema i els 

valors de p de cadascun dels soluts després del procés d’optimització 

queden reflectits a la taula 4, article 4. Els paràmetres del sistema són molt 

similars en tots els casos, com era d’esperar. Totes són columnes C18 i no 

s’aprecien diferències significatives en els seus termes de polaritat.  

  Per comparar l’ajust dels dos models ens basem en les figures 1-4, 

article 4. Els punts aberrants també estan representats, encara que 

s’haguessin eliminat per construir el model. Per poder comparar els ajustos 

en igualtat de condicions, hauríem de tenir el mateix nombre de dades 

experimentals en el gràfic de cada model. Per tant, en el cas del model de 

polaritat, no només es van representar els 12 compostos de la sèrie de 

caracterització, sinó també tots aquells de la taula 5, article 4 que 

s’haguessin fet servir amb el model LSER global. Per determinar els factors 

de retenció calculats d’aquests soluts complementaris es va fer servir 

l’equació (11), substituint els paràmetres del sistema prèviament obtinguts 

a la taula 4, article 4. Els valors de p del solut es van obtenir de la mitjana 
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entre els valors obtinguts a cada composició de fase mòbil estudiada. 

D’aquesta manera es va aconseguir que cada parell de gràfics tingués el 

mateix nombre de punts experimentals, encara que per realitzar els ajustos 

feien falta moltes menys substàncies amb el model de polaritat. Els dos 

models s’ajustaven bé a les dades experimentals, com es veu a les figures 

1-4, article 4, encara que alguns punts es desviaven de la recta teòrica. En 

el cas del model LSER global les desviacions provenien principalment de 

fases mòbils amb un alt contingut de modificador orgànic, mentre que el 

model de polaritat presentava desviacions per a baixos continguts de 

solvent orgànic. Per comparar la precisió dels dos models, es va construir la 

taula 6, article 4. Es pot veure com les desviacions estàndards són una mica 

inferiors en el model de polaritat, en la majoria de casos, mentre que el 

nombre de punts aberrants eliminats per construir els models és a vegades 

superior, a vegades inferior. Si a més tenim en compte la gran senzillesa 

del model de polaritat (un paràmetre del solut, dos paràmetres del sistema) 

enfront del model LSER global (cinc paràmetres del solut, dotze paràmetres 

del sistema), es pot considerar com una bona opció en la caracterització de 

sistemes cromatogràfics, encara que perdem la informació química que ens 

dona el model LSER. 

 Encara que no s’ha publicat a cap article, també s’han aplicat els dos 

models a la columna IAM fent servir metanol com a modificador orgànic 

(taula 3.4, figura 3.3). 

 

Taula 3.4. Paràmetres resultants de l’ajust del model LSER global i de 

polaritat a la columna IAM utilitzant metanol com a solvent orgànic. 

Model LSER global  Model de polaritat 

cw -0.954  N
sP  0.08 

cm 0.358  (log k)0 -0.75 
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ew 0.695  p (1,2-dihidroxibenzè) 1.87 

em -0.586  p (benzamida) 1.01 

sw -0.672  p (3-metilfenol) 2.14 

sm 0.666  p (propiofenona) 2.16 

aw 0.340  p (benzoat de metil) 2.15 

am -0.343  p (4-nitrotoluè) 2.58 

bw -2.974  p (butirofenona) 2.60 

bm 3.238  p (naftalè) 3.57 

vw 3.122  p (propilbenzè) 3.61 

vm -3.477  p (heptanofenona) 4.31 

r 0.989  p (butilbenzè) 4.42 

n 216  p (crisè) 7.35 
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Figura 3.3. Representació dels log k calculats enfront dels log k 

experimentals de la columna IAM, utilitzant metanol com a solvent orgànic 

a la fase mòbil, amb el model a) LSER global i b) de polaritat. Símbols: (●) 

compostos utilitzats per construir el model, (○) punts aberrants. 

 

 

 En el cas del metanol també es van obtenir bons ajustos per a la 

columna IAM, i exactament la mateixa desviació estàndard amb els dos 

models (0.088), encara que va ser necessari eliminar molts més punts 

aberrants durant la construcció del model LSER global que amb el model de 

polaritat. La polaritat de la fase estacionària és 0.08, un valor 

moderadament superior al que presentaven totes les columnes C18. 
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3.1.4. Predicció de la retenció cromatogràfica mitjançant el 

model de polaritat 
 

 En cromatografia de líquids resulta molt útil poder predir la retenció dels 

compostos en el disseny de nous mètodes. Pot estalviar-nos molt temps i 

treball experimental, i encaminar-nos cap al sistema (fase mòbil i fase 

estacionària) més adient per resoldre el nostre problema analític.  

 Dels dos models cromatogràfics estudiats, considerem més apropiat el 

model de polaritat per fer prediccions de la retenció. Això es degut en part 

a la seva senzillesa. Per poder fer prediccions, necessitem primer tenir els 

sistemes caracteritzats. Per fer-ho, només necessitem 12 compostos en el 

cas del model de polaritat, mentre que pel model LSER (o LSER global) 

necessitem almenys cinc compostos per cada coeficient a determinar, és a 

dir 30 compostos. Segon, necessitem conèixer els valors de p dels nous 

soluts o els seus descriptors, depenent del model. Els valors de polaritat del 

solut s’obtenen amb una única mesura experimental, a una composició de 

fase mòbil en el sistema caracteritzat. Altra possibilitat és per transferència 

del valor de polaritat del mateix compost però en un altre sistema, ja que 

disposem d’una àmplia base de dades de polaritat del solut87. La 

transferència es fa mitjançant una relació lineal que explicaré amb detall en 

aquest mateix apartat 3.1.4. Per poder obtenir els descriptors del solut es 

pot consultar la base de dades que els conté88, però en cas de que no hi 

siguin allà es força més complicat aconseguir-los experimentalment. 

Aquests paràmetres també es poden estimar amb programes informàtics, 

fent servir el programa CODESSA87 pel paràmetre p del solut i el programa 

ABSOLVE47,48 pels descriptors, encara que els valors així obtinguts són 

menys precisos.  
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 Per demostrar la capacitat predictiva del model de polaritat utilitzem la 

sèrie de 12 compostos per a la caracterització i tots els altres compostos de 

la taula 5, article 4, per fer les prediccions. Tots els compostos que farem 

servir presenten estructures diferents i cobreixen un ampli interval de valors 

de p (entre 0 i 6). 

 

Predicció de la retenció a diverses composicions de fase mòbil partint de les 

dades experimentals d’un únic percentatge en aquella mateixa columna 

 Per realitzar aquest tipus de predicció només cal tenir caracteritzada 

una determinada columna, injectar un nou solut a un percentatge intermedi 

de solvent orgànic, i ja es pot predir la retenció a qualsevol altre 

percentatge. Per comprovar la bondat de les prediccions vam seleccionar 

com a percentatge intermedi del rang estudiat el 40% d’acetonitril i el 50% 

de metanol, encara que els compostos van ser injectats a totes les 

composicions de fase mòbil per comprovar si el model era capaç de predir 

la retenció correctament. Els factors de retenció obtinguts amb aquests 

percentatges intermedis són els que es van fer servir per calcular el valor 

de p de cada solut aplicant l’equació (11) i els paràmetres del sistema 

prèviament caracteritzat. Tots els paràmetres de polaritat del solut així 

calculats estan recollits a la taula 5, article 4. No apareixen els valors de p 

de tots els compostos perquè recordem que hi ha dos sèries de compostos 

diferents, i a cada columna es va injectar una o altra. Un cop disposem 

d’aquestes dades de polaritat del solut, només vam haver d’aplicar 

novament l’equació (11) per a cada fase mòbil desitjada i vam obtenir els 

factors de retenció calculats per a totes les composicions. Finalment, vam 

representar les dades experimentals enfront de les calculades (figures 5 i 6, 

article 4, per a acetonitril i metanol, respectivament).  

 Totes les prediccions obtingudes són bones, i les desviacions estàndards 

que es mostren als gràfics en general són similars entre sí. Però si es mira 
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amb més detall la predicció a cada columna per a ambdós solvents es pot 

veure com les prediccions sempre són més precises utilitzant metanol 

(excepte per a la columna Resolve C18, que és més precisa la predicció 

amb acetonitril). Els punts que més es desvien de les rectes teòriques són 

aquells corresponents a percentatges baixos de solvent orgànic (10 o 20%), 

degut a que els soluts queden molt més retinguts a la columna i és més 

difícil mesurar la seva retenció amb precisió, encara que aquesta dispersió 

és més rellevant en el cas d’acetonitril que en el de metanol. Per això 

considerem més adient utilitzar el model per fer prediccions entre el 30 i el 

80% de metanol, i entre el 30 i el 60% d’acetonitril. A percentatges més 

baixos es pot fer servir per tenir una idea aproximada dels factors de 

retenció, però la predicció no es prou bona. 

 

Predicció de la retenció en una columna partint de les dades experimentals 

de qualsevol altre sistema cromatogràfic 

 La predicció de la retenció amb el model de polaritat encara resulta més 

interessant si es pot injectar un solut en una columna amb un únic 

percentatge de modificador orgànic, i a partir d’aquesta dada experimental 

predir la retenció del compost a qualsevol altre sistema cromatogràfic 

(diferent columna i/o fase mòbil). Per poder portar-ho a terme necessitem 

tenir tots els sistemes desitjats caracteritzats (conèixer els seus paràmetres 

(log k)0 i N
sP ) i establir unes relacions lineals de transferència de polaritat 

del solut. Es pot escollir qualsevol sistema com a referència i relacionar tots 

els altres amb ell. En aquest estudi es va triar com a sistema referent la 

columna XTerra RP18 i l’acetonitril com a solvent, i es va predir la retenció 

en tots els altres. Per establir les relacions lineals de transferència es van 

correlacionar les dades de polaritat del solut dels 12 compostos de 

caracterització (taula 4, article 4), obtenint una relació d’aquest tipus: 
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p2 = a p1 + b                                                                                  (29) 

 

 El valor de p del solut en el sistema de referència és p1 i el valor de p 

del mateix solut però en un altre sistema és p2. A la taula 7, article 4, 

queden recollits tots els valors d’a i b, la pendent i la ordenada a l’origen de 

les rectes obtingudes. També estan inclosos els paràmetres estadístics, 

mostrant bones correlacions en tots els casos. 

 En aquest estudi es va predir la retenció de deu compostos, aquells que 

hi havia en comú en les dues llistes de soluts i s’havien injectat a totes les 

columnes (2-naftol, 2-nitroanilina, anilina, benzaldehid, benzè, clorobenzè, 

fenol, timol, toluè i valerofenona). Primer de tot es va obtenir el valor de p 

d’aquests deu soluts a tots els sistemes per transferència del valor obtingut 

al sistema de referència (fent servir les relacions de la taula 7, article 4). 

Amb aquests valors, i els paràmetres que caracteritzen a cada sistema, es 

va poder aplicar l’equació (11) per calcular tots els factors de retenció a 

totes columnes i composicions de fase mòbil, i representar-los enfront de 

les dades de retenció experimentals (figures 7 i 8, article 4). En el cas de 

les figures 7a, 8a, i 8b, article 4, es veuen molts més punts representats 

perquè disposàvem de més soluts en comú amb el sistema de referència 

(en lloc de 10 vam predir la retenció de 44 substàncies). A totes les figures 

s’obtenen prediccions raonables, tot i que les desviacions estàndard són 

millors fent servir acetonitril. Aquest fet era d’esperar, degut a que a la 

figura 7, article 4, només hem transferit dades de polaritat entre columnes, 

però hem mantingut el mateix solvent, acetonitril. En canvi a la figura 8, 

article 4, la transferència té lloc entre columnes i solvents, tot alhora, 

provocant una pèrdua de precisió. De fet s’observa com a les figures 8c-f, 

article 4, hi ha una tendència a sobreestimar els factors de retenció, perquè 

donen la majoria de log k’s calculats un valor lleugerament superior al 

teòric.  
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3.2. Estimació de propietats biològiques a 
partir de sistemes de cromatografia de líquids  
 
 

 Per poder avaluar la possibilitat d’estimar propietats biològiques amb un 

sistema físico-químic, en aquest cas cromatografia de líquids, és necessari 

tenir caracteritzats ambdós sistemes amb el model LSER. Llavors, a partir 

de la distància d  (equació (17)) entre els dos sistemes, podem determinar 

si són similars entre sí, i per tant, si un d’ells pot servir per modelar l’altre. 

Els sistemes biològics utilitzats per fer aquest estudi d’estimació es van 

extreure de la bibliografia19,39,55-57,89-91. A la taula 3, article 2, queden 

recollits els coeficients del model LSER que altres autors van obtenir a 

l’aplicar el model a certes dades biològiques (com l’absorció intestinal, la 

permeabilitat i la partició a través de la pell, etc.).  

 Per trobar el sistema cromatogràfic més adient per estimar una 

determinada propietat biològica hauríem de calcular la seva distància amb 

tots els sistemes estudiats (totes les columnes i totes les composicions de 

fase mòbil). Però en realitat no és necessari, ja que el càlcul de la distància 
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d es fa amb els coeficients LSER normalitzats, i les diferències als 

coeficients degudes a la composició de fase mòbil desapareixen. Això queda 

reflectit a la figura 4, article 2. En aquesta figura s’han representat els 

coeficients LSER de les columnes IAM, XTerra RP18 i XTerra MSC18 a 

diferents percentatges d’acetonitril a la fase mòbil mitjançant uns gràfics 

radials de 5 eixos. Els gràfics a-c d’aquesta figura corresponen als 

coeficients sense normalitzar, mentre que els gràfics d-f estan fets després 

de la normalització. Gràficament es pot veure a primera vista com les 

diferències existents entre els coeficients (sobre tot b i v) es fan mínimes 

un cop s’han normalitzat. Per tant, no és necessari calcular les distàncies 

amb cada fase mòbil diferent, perquè els resultats seran molt similars. El 

que es va fer és escollir un percentatge intermedi i representatiu del rang 

estudiat, el 40% d’acetonitril, i determinar la distància entre els sistemes 

cromatogràfics (les 3 columnes amb aquesta composició de fase mòbil) i els 

biològics. 

 A la taula 4, article 2, es mostren les distàncies d que vam determinar, 

junt amb la distància D’ d’Abraham i el cos θij d’Ishihama. El cosinus de 

l’angle està relacionat trigonomètricament amb el nostre paràmetre de 

distància (equació (17)), pel que els dos paràmetres ens proporcionen la 

mateixa informació. L’únic problema que presenta el cosinus de l’angle és 

que la seva escala no és lineal, pel que costa més de diferenciar entre 

parelles de sistemes, en termes de similitud. En canvi la distància d, que va 

de 0 a 1, sí que segueix una escala lineal, considerant similars aquells 

sistemes que estiguin separats per una distància igual o inferior a 0.25. En 

canvi, el paràmetre D’ ens pot donar una informació diferent. També és un 

paràmetre de distància, però sense normalitzar els coeficients. En el cas de 

que dos vectors tinguin similar direcció però mòduls molt diferents, 

obtindrem una distància d petita però D’ gran, proporcionant-nos 

informació contradictòria. De fet, això és exactament el que passa en 
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alguns casos de la taula 4, article 2. Per exemple, segons el nostre 

paràmetre d, la columna IAM podria modelar la permeabilitat a través de la 

barrera hematoencefàlica (0.234), però arribaríem a la conclusió contrària 

fixant-nos en un paràmetre D’ molt elevat (3.127). En canvi per a la 

distribució a través d’aquesta mateixa barrera vam obtenir una gran d 

(0.712) però una relativament petita D’ (1.208). Recordem que per 

considerar dos sistemes similars necessitem una d entre 0 i 0.25 mentre 

que la D’ hauria d’estar entre 0.5 i 0.8. 

 Sorprenentment el paràmetre d ens informa que no només la columna 

IAM es capaç de modelar bé paràmetres biològics, idea per la qual va ser 

dissenyada. També la columna XTerra RP18 presenta similitud amb 

diversos sistemes de biopartició, ja que les distàncies calculades eren 

inferiors a 0.25. De fet, totes dues columnes mostren similitud amb els 

mateixos sistemes: partició a la pell humana, narcosi en cap-grossos, 

permeabilitat a través de la barrera hematoencefàlica i distribució octanol-

aigua. Per altra banda, la columna IAM no pot modelar correctament la 

permeació a través de la pell humana (d = 0.317), mentre que les 

columnes XTerra RP18 (d = 0.200) i XTerra MSC18 (d = 0.181) sí poden 

fer-ho.  En canvi, si ens fixem en el paràmetre D’, l’únic sistema que es 

podria modelar correctament seria la partició a través de la pell humana, 

per les dues columnes XTerra, mentre que la columna IAM no seria similar 

a cap dels sistemes de biopartició presentats a la taula. Per últim, hi ha 

alguns sistemes que no es podrien modelar amb els sistemes 

cromatogràfics aquí estudiats perquè totes les distàncies calculades són 

massa grans (com són la distribució a través de la barrera hematoencefàlica 

i la partició a través del múscul i del cervell).  

 La distància d també pot ser utilitzada per buscar analogies entre els 

diferents sistemes biològics (veure taula 5, article 2). Com és lògic, el 

paràmetre d va trobar similituds entre la distribució a través de la barrera 
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hematoencefàlica i la partició a través del cervell, i per altra banda, entre la 

partició i la permeació a través de la pell humana. També mostrava com a 

anàlogs els sistemes de narcosi en cap-grossos i distribució octanol-aigua, 

com efectivament queda demostrat al treball d’Abraham i Ràfols55. A més, 

aquests dos sistemes eren a la vegada similars a la permeabilitat a través 

de la barrera hematoencefàlica i a la partició a través de pell humana. La 

resta de parelles de sistemes donaven distàncies superiors a 0.25 i per tant 

no es poden considerar anàlogs.  

 

 

3.2.1. Exemples de diferents propietats modelades per 

sistemes cromatogràfics 
 

 Després de realitzar el càlcul de les distàncies d, el més adient era 

comprovar si les conclusions extretes eren correctes i si efectivament 

aquests sistemes cromatogràfics eren capaços de modelar les propietats 

corresponents. En aquest cas, hauríem d’obtenir bones relacions lineals 

entre les propietats i el sistema cromatogràfic escollit. Vam triar tres 

sistemes de biopartició a mode de exemple: distribució octanol-aigua, i 

partició i permeació a través de la pell humana. 

  Respecte al coeficient de partició octanol-aigua (log Poct), vam poder 

trobar a la bibliografia39,50,92 dades experimentals per a quasi tots els 59 

soluts (taula 1, article 2) injectats als sistemes IAM, i XTerra’s (exceptuant 

α–pinè, geraniol i mircè). Vam representar aquestes dades de log P enfront 

dels log k per cada columna estudiada i 40% d’acetonitril a la fase mòbil i 

vam obtenir bones  correlacions (veure figura 5 i equacions (13-15), article 

2). Segons el nostre paràmetre d  esperàvem bones correlacions en tots els 

casos, sent una mica millors per a la columna IAM i XTerra RP18 (d=0.12 i 
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d=0.13 respectivament), respecte la columna XTerra MSC18 (d=0.18). I 

efectivament, això és el que vam obtenir. Observant les equacions 

resultants de la correlació, veiem que els millors paràmetres estadístics 

(coeficient de la correlació i desviació estàndard) són per a la columna IAM i 

la XTerra RP18, i que tots tres sistemes modelen bé la distribució octanol-

aigua. Aquests resultats concorden amb els publicats prèviament per altres 

autors93-97, demostrant que la cromatografia de líquids és una tècnica 

adequada per estimar el log Poct amb la fase estacionària i mòbil adient. 

Aquests resultats confirmen que el paràmetre d ens ha proporcionat la 

informació correcta, mentre que el paràmetre D’ indicava que cap dels tres 

sistemes cromatogràfics era similar a la distribució octanol-aigua. 

 Els següents sistemes a estudiar van ser la permeació (log Kp) i la 

partició (log Ksc) a través de la pell humana. Del nostre llistat de 59 soluts 

només vam trobar valors de log Kp i/o de log Ksc a la bibliografia19 per a 17 

d’aquests compostos. Per aquest motiu vam seleccionar una nova sèrie de 

soluts (taula 6, article 2) dels que tinguéssim les dades biològiques i els 

vam injectar a les tres columnes amb 40% d’acetonitril a la fase mòbil. 

D’aquesta manera disposàvem de més punts per fer les correlacions. 

Segons el paràmetre d, esperàvem bones correlacions de log Kp amb el 

factor de retenció de les columnes XTerra RP18 i XTerra MSC18 (d=0.20 i 

d=0.18, respectivament), però no amb la columna IAM (d=0.32). Les 

correlacions que vam obtenir es mostren a la figura 6, article 2, junt amb 

les equacions (16-18) del mateix article. Encara que les distàncies són igual 

de petites, les correlacions obtingudes són més pobres que en l’anterior cas 

de log Poct. Això és degut a la precisió de les dades originals. Per obtenir 

bones correlacions necessitem que els dos sistemes siguin similars 

(distància d petita), però també que la desviació estàndard de les dades 

que volem correlacionar no sigui gaire gran. Com pitjor sigui la desviació 

estàndard resultant de la mesura d’una propietat, pitjor és la correlació. A 
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la taula 3, article 2, podem trobar aquestes dades, sent la desviació del 

paràmetre log Poct 0.116 mentre que la del log Kp és 0.461. Aquestes dades 

no són sorprenents, degut a que els processos físico-químics (com és la 

distribució octanol-aigua) són més fàcils de mesurar amb precisió que no 

pas els processos biològics. De totes maneres, podem veure a les figures 

6b-c, article 2 (columnes XTerra), com les correlacions són millors que la 

figura 6a, article 2 (corresponent a la columna IAM). Aquesta última 

correlació és tan pobre que no es pot fer servir per fer cap estimació.            

 Per últim, vam correlacionar les dades de log Ksc amb la retenció als tres 

sistemes cromatogràfics (veure figura 7 i equacions (19-21), article 2). En 

aquest cas les correlacions són molt millors, però també la desviació 

estàndard de les dades originals ho és (SD=0.216). La millor correlació, 

segons els paràmetres estadístics, és amb la columna IAM, tal i com havia 

predit la distància d.  

 Aquests tres exemples han demostrat la fiabilitat del paràmetre de 

distància d per avaluar la similitud entre sistemes, permetent-nos tenir una 

idea de quins sistemes cromatogràfics podrien fer-se servir per estimar 

propietats biològiques. Evidentment, la distància d es pot aplicar també 

entre altres tipus de processos, sempre que aquests hagin estat 

caracteritzats mitjançant el model LSER.  
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3.3. Determinació de la constant d’enllaç 
albúmina-fàrmac  
 
 

 La constant d’enllaç albúmina-fàrmac (Kd) és un paràmetre biològic molt 

important en el disseny de nous fàrmacs. Hi ha fàrmacs que funcionen 

perfectament en assajos in vitro, però que no són efectius quan finalment 

es realitzen els assajos in vivo. Aquesta pèrdua d’activitat pot ser deguda a 

diverses causes, però principalment es deu a una baixa permeabilitat a 

través de la membrana i/o a un fort enllaç amb les proteïnes de la sang 

(sent la albúmina la més abundant). Tampoc interessa que la Kd  sigui molt 

petita, perquè sinó el fàrmac no serà transportat per la sang fins el seu lloc 

d’acció. Per tant, la possibilitat de determinar aquest paràmetre a l’inici del 

desenvolupament d’un nou fàrmac és clau per a la indústria farmacèutica. 

 Un assaig PAMPA, normalment utilitzat per determinar la permeabilitat 

passiva dels compostos, va ser modificat amb l’objectiu d’estimar constants 

d’enllaç albúmina-fàrmac. L’experiment es va realitzar amb onze fàrmacs de 

propietats molt diferents en termes de permeabilitat i constant d’enllaç amb 
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la proteïna. Per seleccionar els compostos adients vam representar a la 

figura 3.4 els valors de -log Kd de 35 fàrmacs extrets de la bibliografia98 

enfront dels de la permeabilitat aparent a pH=7.4 (extrets de la base de 

dades interna de Novartis Pharma AG). 
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Figura 3.4. Mapa de compostos utilitzant com a variables la permeabilitat 

aparent a pH=7.4 i la constant d’enllaç albúmina-fàrmac. Els fàrmacs 

utilitzats en aquest estudi estan representats pel símbol ◊. 

 

 El gràfic està dividit en vàries zones, depenent del que es considera 

alta, mitja o baixa permeabilitat i un fort, intermig o feble enllaç a 

l’albúmina. La selecció dels 11 fàrmacs (veure figura 4, article 5) es va 

realitzar intentant cobrir al màxim tot l’espai de propietats. L’únic compost 

que ens va donar problemes va ser el diflunisal, perquè és molt poc 
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permeable, i a sobre, s’enllaça fortament a l’albúmina deixant poca fracció 

de fàrmac lliure, pel que la mesura de la seva concentració al compartiment 

acceptor va ser analíticament impossible.  

 Per solventar aquest problema, que tindríem amb tots els compostos de 

similars característiques al diflunisal, es va provar també amb una altra 

membrana líquida alternativa a l’hexadecà (hxd), l’octanol (oct). Es va triar 

aquest solvent orgànic perquè el log Doct del diflunisal era 0.5 mentre que el 

log Dhxd era inferior a -2. De totes maneres s’ha de tenir en compte que 

perquè una membrana sigui adequada pel nostre estudi ha de ser altament 

permeable al compost d’interès però impermeable a la proteïna i al complex 

que forma amb aquell compost. Abans de fer servir l’octanol es va 

comprovar que fos efectivament impermeable a l’albúmina humana, al 

menys en el període de temps que necessitàvem per dur a terme el perfil 

cinètic (2 hores). A la figura 1, article 5, es mostren els tres cromatogrames 

corresponents a la injecció de la proteïna, i de solució del compartiment 

acceptor fent servir hexadecà o octanol com a membrana líquida. Fins que 

no van passar quatre hores no es va detectar cap resta de proteïna en el 

compartiment acceptor per a cap de les dues membranes, i quan es va fer 

va ser a nivell de traça. Per tant, en aquest sentit totes dues opcions, 

hexadecà i octanol, són adequades per a aquest estudi, ja que la proteïna 

no les penetra.  

 Els 11 fàrmacs escollits es presenten a la taula 1, article 5, mostrant 

diferents propietats també a nivell d’acidesa/basicitat, lipofilicitat, etc. Es va 

mesurar la seva permeabilitat aparent en presència i absència de proteïna, 

recollint fraccions del compartiment acceptor a diferents temps d’incubació 

(0.1, 0.2, 0.5, 1 i 2 hores). L’experiment es va realitzar en plats que 

contenien 96 compartiments (veure figura 3.5), dividint el plat en dues 

zones (la meitat contenia proteïna i l’altra meitat no) i les files en funció del 

temps d’incubació. Per tant, la concentració del fàrmac en el compartiment 
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acceptor va ser calculada fent la mitjana de dotze valors (per a t=0.1, 0.2 i 

0.5 hores) i de sis valors (per a t=1 i 2 hores). 

 

 

 

  

     

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.5. Disseny experimental de l’estudi PAMPA-HSA. 

 

 A continuació es va representar la concentració de fàrmac en el 

compartiment acceptor enfront del temps, i mitjançant el programa 

informàtic Berkeley Madonna es van ajustar simultàniament les dues corbes 

teòriques (presència i absència de proteïna) als punts experimentals 

proporcionant el valor òptim de Kd  per a aquell ajust. A la taula 1, article 5, 

es mostren els valors de –log Kd  que vam obtenir, juntament amb aquells 

que vam extreure de la bibliografia99-130. Per tal de determinar si la tècnica 

era reproduïble, la mesura de Kd es va fer per triplicat durant un període de 

6 setmanes. Es a dir, entre la mesura del primer, segon i tercer replicat 

passaven 2 setmanes. Els valors de cada replicat obtinguts pels fàrmacs 

més afins a la albúmina es poden consultar a la taula 3, article 5. 
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 A mode d’exemple presentem l’ajust de les corbes als punts 

experimentals per a quinina, warfarina i clorpromazina (veure figures 5-7, 

article 5). Els perfils cinètics obtinguts són molt diferents, però també ho 

són les propietats dels compostos. Com la quinina s’enllaça a l’albúmina 

molt feblement, les dues corbes són molt pròximes entre sí. Justament al 

contrari del que passa amb la warfarina, un compost que presenta una 

elevada afinitat per a l’albúmina, donant per tant corbes àmpliament 

separades. El perfil de la clorpromazina presenta una forma diferent al dels 

altres dos compostos, i és degut a que queda retingut parcialment a la 

membrana d’hexadecà. En aquest estudi vam diferenciar entre el coeficient 

de distribució de la membrana (Dmem), que va ser mesurat al grup de treball 

mitjançant una tècnica potenciomètrica, i el coeficient de distribució (Kh) 

que ens proporcionava el programa Berkeley Madonna i que no diferenciava 

entre retenció de membrana i adsorció no específica a les parets del 

compartiment. En el cas de que no hi hagués cap tipus d’adsorció a les 

parets, Dmem i Kh serien idèntics. En el cas de la clorpromazina vam obtenir 

log Kh =3.4 i log Dhxd =2.6, pel que també quedava en part adsorbida a les 

parets del plat. Quan es produeix algun dels dos fenòmens (o tots dos), 

s’observa al principi del perfil cinètic un petit desfase. En un primer moment 

el fàrmac s’adsorbeix, o queda retingut a la membrana, i després comença 

a creuar cap al compartiment acceptor. Aquesta peculiar forma del perfil 

cinètic pot observar-se a les corbes C i D de la figura 2A, article 5. Aquesta 

figura és una simulació feta pel programa Berkeley Madonna per a suposats 

compostos que tinguessin diferents valors de Dmem, i per tant, quedessin 

retinguts a la membrana de menor a major grau. Encara que es doni 

aquesta pèrdua de compost per adsorció o retenció de membrana, el model 

ho té en compte a través de les equacions diferencials (25-27) i per tant no 

ens perjudica en l’estimació de la constant d’enllaç.    
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 A la taula 1, article 5, es pot veure com tres compostos van ser 

analitzats amb una membrana d’octanol enlloc d’hexadecà. La warfarina i el 

verapamil es van estudiar en ambdues membranes per comprovar que els 

resultats obtinguts de Kd no depenguessin de la naturalesa de la membrana 

emprada, i es van obtenir valors similars en els dos casos. Va ser impossible 

analitzar el diflunisal utilitzant hexadecà, tal i com he explicat abans, però 

amb octanol sí va ser possible, obtenint-se un –log Kd =5.91. Un cop 

determinades totes les constant d’enllaç albúmina-fàrmac es van 

representar enfront de les dades extretes de la bibliografia, obtenint una 

molt bona correlació, com es mostra a la figura 8, article 5. Per tant, el 

nostre mètode d’estimació de Kd és una alternativa vàlida a les tècniques 

clàssiques de diàlisi i ultrafiltració.  

 La presència de proteïna en el comportament donador provoca una 

disminució de la permeabilitat aparent del fàrmac. Per aquest motiu vam 

mirar de relacionar la constant d’enllaç amb la diferència de valors de 

permeabilitat que obteníem. Els valors obtinguts es troben a la taula 3.5. 

 

Taula 3.5. Constants d’enllaç Kd obtingudes amb l’assaig PAMPA i 

diferències en la permeabilitat aparent provocades per la presència de 

proteïna a l’assaig. 

Compost -log Kd ∆log Pa 

Clorpromazina 4.26 0.20 
Desipramina 3.07 0.09 
Diazepam 4.61 0.72 
Diclofenac 5.61 1.38 
Oxazepam 4.16 0.41 
Propranolol 3.36 0.05 
Quinina 3.51 0.17 
Tolbutamida 5.22 0.90 
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Verapamil 3.19 0.16 
Warfarina 5.33 1.02 

 
 

 La relació que vam obtenir entre aquests dos paràmetres no és lineal, 

sinó quadràtica (veure figura 3.6). L’equació de segon grau obtinguda ens 

permet tenir una primera aproximació de log Kd sense la necessitat de 

construir tot el perfil cinètic. Només cal mesurar la permeabilitat després de 

dues hores d’incubació (procés completament automatitzat) i a partir de la 

figura 3.6 obtenir el valor aproximat de la constant d’enllaç. Per conèixer 

aquest paràmetre amb precisió és necessari fer el perfil cinètic, però si 

només volem tenir una idea aproximada de si el fàrmac presentarà un 

y = 0.151x2 - 0.831x + 1.209
R2 = 0.975
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Figura 3.6. Relació entre la diferència en permeabilitat de fàrmacs en 

presència i absència de proteïna i la seva constant d’enllaç albúmina-fàrmac 
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enllaç fort o feble amb l’albúmina, llavors la figura 3.6 pot resultar molt útil. 

 Tots els experiments van ser realitzats amb una concentració inicial de 

fàrmac de 50µM i de 100µM per a l’albúmina. Però tenint en compte que 

avui en dia hi ha fàrmacs cada cop més lipofílics i insolubles, podria ser 

necessari fer els experiments a una concentració més baixa, fins el punt on 

ho permeti el límit de quantificació de la tècnica de mesura, LC-MS/MS en el 

nostre cas. Per comprovar que el canvi de les condicions experimentals no 

influiria en l’estimació de la constant d’enllaç es va estudiar el propranolol a 

una concentració inicial de 10µm i variant la concentració de proteïna entre 

50 i 600µM (veure taula 2, article 5). Tots els paràmetres resultants són 

similars, pel que les condicions inicials de l’experiment es poden variar en 

funció del compost a analitzar sense cap perjudici per a la determinació de 

Kd.   

 L’ús d’un assaig PAMPA per a determinar el paràmetre Kd és una bona 

alternativa i presenta alguns avantatges respecte la tècnica de diàlisi, 

tradicionalment utilitzada per a la mesura d’aquesta constant:  

- La nostra aproximació és més ràpida, perquè no hem d’esperar que 

s’arribi a l’equilibri per a l’estimació de Kd.  

- La pèrdua de compost per adsorció a les parets del plat o a la 

membrana es tinguda en compte i no influeix en la nostra mesura 

de la constant d’enllaç. Per tant, no es necessari fer els càlculs de 

balanç de massa propis de la diàlisi.  

- La membrana d’hexadecà no és permeable a l’aigua, i per tant, no 

hi ha canvi de volum als compartiments degut a la pressió osmòtica 

ni cal fer cap correcció al respecte (com sí succeeix a la diàlisi). 

- A l’assaig PAMPA les membranes no necessiten cap tipus de 

pretractament, pel que l’automatització de la tècnica és molt 

senzilla. 
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 Encara que aquest estudi s’ha basat només en la determinació de la 

constant d’enllaç albúmina-fàrmac, podria ser aplicat en el futur a altres 

proteïnes solubles en aigua, sempre que es doni la condició que la 

membrana líquida utilitzada sigui impermeable per a aquestes proteïnes. En 

definitiva, considerem que és una tècnica amb un gran potencial. 
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3.4. Avaluació de la interacció de derivats de 
l’epicatequina amb liposomes de DPPC 
 
 

 Els flavonoids són uns compostos polifenòlics presents en certs aliments 

(com fruites, verdures, vi negre, etc.) de propietats beneficioses per a la 

salut humana. Tenen caràcter antioxidant i es creu que ajuden a prevenir el 

càncer i les malalties cardiovasculars131,132. Hi ha molts tipus de flavonoids 

naturals classificats segons la seva estructura (calcones, flavones, 

isoflavones, flavonols, catequines, etc.). En general, tots són compostos 

orgànics heterocíclics constituïts per dos anells aromàtics (A i B) amb 

diferents grups hidròxid, units per una cadena de tres àtoms de carboni que 

poden formar, o no, un tercer anell (C). A la figura 1, article 6, es poden 

trobar les estructures dels flavonoids seleccionats per a aquest estudi, 

l’epicatequina i quatre dels seus derivats. Torres i col·laboradors133,134 van 

descriure aquests compostos, els quals contenen un àtom de sofre en la 

posició 4. 
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 La part no fenòlica de cada una d’aquestes molècules influeix en les 

diferents propietats que presenten els compostos, i pot ser degut en part a 

la seva diferent capacitat d’interacció amb les membranes cel·lulars. De fet, 

s’ha demostrat que els derivats catiònics penetren més a la pell que les 

catequines zwiteriòniques i sense derivatitzar135. Per tal d’entendre una 

mica més el comportament d’aquests derivats de l’epicatequina davant de 

les biomembranes, s’ha estudiat la seva interacció amb liposomes de DPPC, 

degut a que la seva estructura és similar a la de les membranes cel·lulars. 

En estudis previs d’altres autors136,137 s’ha demostrat que l’epicatequina i 

l’epicatequina-gallat podien penetrar en els liposomes establint, 

principalment, interaccions hidrofòbiques. Però de fet hi ha molt poca 

informació avui en dia sobre la interacció d’aquest tipus de compostos i les 

membranes. 

  

 

3.4.1. Estudi calorimètric dels liposomes 
 

 Per tal de determinar si els compostos estudiats interaccionaven 

d’alguna manera amb els liposomes es va emprar la tècnica DSC 

(calorimetria d’escaneig diferencial). Es van preparar una sèrie de 

liposomes amb diferents concentracions de compost (de 0 a 30% molar), i 

es van sotmetre a uns cicles de temperatura (escalfament/refredament) 

obtenint els termogrames corresponents. Cada experiment es va fer per 

triplicat en dies no consecutius.  

 La figura 4, article 6, mostra un exemple dels termogrames obtinguts 

amb diferents concentracions de l’epicatequina, representats conjuntament 

en un únic gràfic. El termograma “a” correspon al liposoma de DPPC pur, 

mostrant una transició a Tm = 41 ºC. En realitat també hi ha una petita 

pretransició a 35 ºC, però no es pot apreciar a l’escala que s’ha fet servir en 
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aquesta figura. Els valors observats estan en bona concordància amb els 

obtinguts per altres autors73,138. Els termogrames b-g corresponen a un 

increment de la concentració d’epicatequina fins a un màxim de 30% molar. 

Es pot apreciar clarament com el pic es va desplaçant cap a l’esquerra 

(disminueix la temperatura de transició) i es va fent més ample cada 

vegada. A més desapareix la pretransició típica del DPPC. Aquest és el 

comportament habitual dels flavonoids en solucions de liposoma de DPPC, 

tal i com s’ha publicat en altres treballs136,137. 

 La relació entre Tm i ∆T1/2 respecte la concentració dels diferents 

compostos és avaluada a les figures 2 i 3, article 6, respectivament. Es 

poden observar comportaments molt diferents, depenent del compost. El 

flavonoid catiònic ECys-Ec va ser el compost que va presentar la interacció 

més forta amb la membrana lipídica. La temperatura de transició del 

liposoma decreix abruptament a mesura que augmenta la concentració de 

ECys-Ec. A partir de 20% molar continua disminuint, però més 

gradualment. Per tant, aquest compost interacciona fortament amb el 

liposoma, pertorbant l’estabilitat de la membrana. També es pot veure a la 

figura 3, article 6, com el paràmetre ∆T1/2 s’incrementa amb la concentració 

de ECys-Ec fins 15% molar, i després disminueix. Això significa que 

concentracions baixes d’aquest compost fan augmentar la fluïdesa de la 

membrana, però a concentracions més altes les molècules de fosfolípid 

interaccionen menys amb el compost i més entre sí, augmentant la 

cooperativitat del procés. Aquest comportament suggereix que el compost 

ECys-Ec pot estar formant agregats a partir de certes concentracions.  

 L’altre flavonoid catiònic estudiat és Cya-Ec. Aquest compost sembla no 

afectar a l’estabilitat del liposoma, ja que la temperatura de transició resta 

invariable per a tot l’interval de concentracions de Cya-Ec estudiat. En 

canvi, sí que s’observa un increment de l’amplada a mitja alçada del pic. 

Aquest és el típic comportament de molècules situades en la zona més 
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externa de la bicapa, com s’ha descrit per a alguns pèptids139. La part més 

hidrofòbica del compost penetra dintre de la membrana, en la part més 

superficial, a prop dels caps polars, pertorbant la cooperació de les 

molècules lipídiques en el procés de transició de fase. No obstant, el 

compost Cya-Ec ni estabilitza ni desestabilitza la membrana, perquè la 

transició es dona a la mateixa temperatura que si tinguéssim el liposoma 

pur.    

 Els flavonoids no carregats, epicatequina (Ec) i AMCys-Ec, es comporten 

de forma similar. Com no presenten càrregues, només interaccionen 

hidrofòbicament. Els dos compostos provoquen una moderada disminució 

de la temperatura de transició en augmentar la seva concentració, afectant 

només lleugerament a l’estabilitat dels liposomes. En canvi l’augment de 

l’amplada del pic és més pronunciat en el cas de AMCys-Ec que en 

l’epicatequina. Aquest diferent comportament ens indica que el substituent 

que diferencia a la AMCys-Ec de l’epicatequina influeix en la interacció amb 

la membrana i provoca una major incorporació del compost en el lípid, pel 

que les propietats antioxidants dels dos compostos podrien variar en funció 

d’això. 

 L’últim compost estudiat és l’espècie zwiteriònica Cys-Ec. El seu 

comportament és molt diferent als altres, ja que a baixes concentracions 

sembla no afectar gaire a l’estabilitat del liposoma, però a concentracions 

superiors al 10% molar destrueix completament el liposoma, pel que ja no 

veiem cap transició. Per aquest motiu es va estudiar amb més detall 

l’interval entre 0 i 10% molar per a aquest compost (veure figura 5, article 

6). Es va poder constatar com la temperatura de transició restava 

pràcticament invariable i l’amplada de pic augmentava només lleugerament. 

Per tant, semblava que el compost no pertorbava gaire als liposomes, fins 

una certa concentració crítica on trencava completament la seva estructura. 
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Aquest és el comportament que vam observar pel flavonoid Cys-Ec, encara 

que no és l’habitual en aquest tipus de compostos. 

 Els resultats obtinguts demostren que els diferents substituents que 

units a l’epicatequina formen alguns dels seus derivats, influeixen en la 

seva diferent interacció amb les biomembranes i per tant, també en les 

seves propietats específiques. 

 

 

3.4.2. Retenció cromatogràfica dels derivats d’epicatequina 

en una columna IAM 
 

 Les columnes IAM, com els liposomes, també presenten una estructura 

similar a les membranes cel·lulars, ja que estan constituïdes per cadenes de 

fosfatidilcolina enllaçades a la sílice. De fet, s’ha demostrat en alguns 

estudis previs140,141 una bona correlació entre el factor de retenció en 

columnes IAM i el coeficient de partició en liposomes.  

 L’epicatequina i els seus quatre derivats van ser injectats en la columna 

IAM amb una fase mòbil a pH=7 i 20% d’acetonitril com a modificador 

orgànic. Els factors de retenció obtinguts es troben a la taula 1, article 6. El 

compost més retingut, amb diferència, és Ecys-Ec, en concordància amb els 

resultats obtinguts amb els liposomes, ja que era el compost que 

presentava una interacció més forta amb ells. A continuació anaven el 

AMCys-Ec i l’epicatequina, en aquest ordre, tal i com s’esperava a partir de 

les conclusions extretes dels liposomes, on AMCys-Ec interaccionava més 

amb els liposomes, afectant en major grau a la cooperació de les molècules 

lipídiques. El compost Cya-Ec va quedar retingut a la columna el mateix 

temps que l’epicatequina. Segons el model dels liposomes, l’epicatequina 

presenta una interacció hidrofòbica amb el lípid mentre que la Cya-Ec més 
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aviat interacciona amb la part polar de la bicapa que es troba a la 

superfície. Per tant, la columna IAM no és capaç de diferenciar entre 

aquests dos tipus d’interacció, mentre que els liposomes sí ho fan. Per últim 

tenim a la Cys-Ec, que pràcticament no queda retinguda a la columna, 

concordant amb la informació dels liposomes (a baixes concentracions del 

compost no hi havia pràcticament cap interacció amb la membrana). 

 Per tant, la columna IAM també ens ofereix informació sobre si aquests 

tipus de compostos interaccionen o no amb les membranes, encara que els 

liposomes ens aporten més informació (tipus d’interacció polar o 

hidrofòbica, zona més exterior o interior on té lloc, etc.).  

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

Conclusions 
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A partir dels resultats obtinguts s’extreuen les següents conclusions: 

 

1. La caracterització de l’acidesa d’una columna de membrana artificial 

immobilitzada (IAM) no va mostrar cap evidència de silanols lliures a la 

sílice fins a un pHs
s  de 6. A partir d’aquest valor, els cations liti injectats 

comencen a quedar retinguts pels silanols lliures per interacció iònica, 

mostrant una gran activitat. La qualitat de la sílice d’aquesta columna és 

comparable a la de la Luna C18 i la Symmetry C18, dues columnes 

comercials amb una sílice de gran qualitat. Encara que s’ha demostrat 

que els silanols de la columna IAM són molt més actius, també es cert 

que només es presenten a un pH extrem de treball, a prop del límit 

recomanat pel fabricant.  

 

2. L’estudi a partir del model de paràmetres de solvatació LSER indica que 

és més favorable crear una cavitat de la grandària del solut en totes les 

fases estacionàries estudiades que en les fases mòbils. Mentre que 

dintre de les columnes estudiades podem concloure que la columna IAM 

és la menys hidrofòbica de totes. Totes les fases estacionàries són 

menys àcides per pont d’hidrogen que les fases mòbils, essent la 

columna IAM més àcida que les altres columnes C18 estudiades. També 

és la columna IAM la més polaritzable de totes, essent totes les fases 

estacionàries més polaritzables que les fases mòbils. Respecte la 

basicitat per pont d’hidrogen es va trobar la principal diferència entre 

les fases estacionàries. La columna IAM era més bàsica per pont 

d’hidrogen que la fase mòbil, mentre que les altres columnes no ho 

eren. Degut a aquesta diferència, els compostos donadors de pont 

d’hidrogen queden més retinguts quan s’injecten a la columna IAM que 

en altres columnes C18. 
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3. El model de paràmetres de solvatació permet predir la retenció de 

soluts neutres en cromatografia de líquids, en base als descriptors dels 

soluts i als coeficients de l’equació de solvatació corresponent. Un 

sistema cromatogràfic que posseeixi el valor d’un dels coeficients molt 

elevat en valor absolut respecte la resta, serà capaç de discriminar molt 

bé entre soluts que difereixin en aquella propietat.  

 

4. Per poder conèixer la retenció de qualsevol compost, de descriptors 

coneguts, a qualsevol composició de fase mòbil sense necessitat de 

caracteritzar-les totes, es pot construir el model LSER global que 

proporciona excel·lents resultats amb una única equació, encara que 

s’han de determinar dotze coeficients per caracteritzar un sol sistema. 

 

5. El model de polaritat és una bona alternativa al perfectament establert 

model LSER. Ambdós models tenen una capacitat similar per predir la 

retenció de nous compostos, un cop coneguts els paràmetres del solut. 

El model de polaritat és més senzill d’aplicar, ja que només requereix 

dos paràmetres per caracteritzar el sistema (incloent totes les 

composicions de fase mòbil), però proporciona menys informació 

química de les interaccions que tenen lloc entre el solut i les fases. A 

més, presenta l’avantatge que es poden transferir les dades de polaritat 

del solut d’un sistema a un altre, de manera que es poden efectuar les 

prediccions a qualsevol sistema cromatogràfic treballant només amb un 

sistema de referència, i estalviant una gran feina experimental. 

 

6. El paràmetre de distància d entre dos vectors LSER de coeficients 

normalitzats és una bona eina per determinar la similitud matemàtica de 

dos sistemes (siguin físico-químics o biològics). Una distància inferior a 
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0.25 ens indica que un determinat sistema pot ser ben modelat per 

aquell amb qui s’ha comparat. De totes maneres, la bona correlació que 

finalment s’obtingui entre ambdós paràmetres no només depèn de la 

distància entre els sistemes, sinó també de les desviacions estàndard de 

les dades originals. Com pitjor sigui la precisió de les dades, pitjor serà 

la correlació amb un altre paràmetre. 

 

7. La columna IAM no és sempre la millor elecció per a l’estimació de 

propietats biològiques. En el cas de la permeació a través de la pell 

humana s’ha demostrat que les columnes XTerra MSC18 i XTerra RP18 

haurien d’estimar molt millor aquest paràmetre que no la columna IAM. 

De totes maneres pot ser útil per a l’estimació d’altres paràmetres, com 

la partició octanol-aigua, la narcosi en cap-grossos, la partició a la pell 

humana i la permeació a través de la barrera hematoencefàlica. 

 

8. L’assaig de permeabilitat a través d’una membrana artificial (PAMPA) és 

utilitzat normalment per a determinar la permeabilitat passiva de 

fàrmacs, però s’ha demostrat en aquell treball que també pot ser una 

eina útil en la determinació de la constant d’enllaç albúmina-fàrmac. 

L’assaig està dissenyat per utilitzar l’hexadecà com a membrana artificial 

líquida, però també es pot fer servir octanol com alternativa per a 

aquells compostos molt poc permeables en hexadecà i que presentin un 

fort enllaç a la proteïna. Els compostos poden quedar retinguts en part 

a la membrana o adsorbits a les parets dels compartiments, però aquest 

fenomen queda recollit a les equacions del model i per tant, es té en 

compte en la mesura de la constant d’enllaç.  

 

9. L’assaig PAMPA-HSA és una bona alternativa a la tècnica clàssica de 

determinació de la constant d’enllaç albúmina-fàrmac, la diàlisi. És una 
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aproximació més ràpida, perquè no s’ha d’esperar a que s’arribi a 

l’equilibri. No s’ha de fer correcció de volum perquè la membrana 

d’hexadecà no és permeable a l’aigua. La possible pèrdua de compost 

es té en compte al model, pel que no es necessari fer balanç de 

masses. I és una tècnica fàcilment automatitzable perquè la membrana 

no requereix cap tipus de pretractament.  

 

10.  Els liposomes poden ser utilitzats per a l’estimació de la interacció de 

diferents compostos amb les membranes cel·lulars a partir d’estudis 

calorimètrics. Derivats de l’epicatequina, amb diferents substituents 

sulfurats, mostraven interaccions diferents amb les membranes. Tots 

aquests compostos van ser injectats a la columna IAM obtenint 

conclusions similars a les que proporcionava l’estudi dels liposomes, 

encara que la columna IAM és incapaç de diferenciar entre interacció 

hidrofòbica i polar, mentre que el model del liposoma sí que ho fa. 
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