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1. TITLUL INVENTIEI

PROCEDEU DE DENSITOMETRIE HPTLC PENTRU ANALIZA SOLUTIILOR DE
TIORIDAZINA NEIRADIATE $I IRADIATE BAZAT PE CARACTERIZAREA
FLUORESCENTEI INDUSA LASER S$I A TIMPULUI DE VIATA AL FLUORESCENTEI

2. DOMENIUL TEHNIC

Inventia face parte din domeniile tehnice ale ingineriei si tehnologiei chimice i se incadreaza in
subdomeniile chimia gi ingineria substantelor organice, chimia mediului, chimie farmaceutic4,
chimie alimentara sau tehnologii biochimice.

Cromatografia in strat subtire de inaltd performantid (HPTLC) oferd informatii superioare despre
separare probelor complexe pentru analiza §i evaluarea cantitativd a calititii produselor
farmaceutice, plantelor §i a ierburilor medicinale, amestecurilor de pesticide, probelor
criminalistice, colorantilor si intermediarilor utilizati in industria alimentara sau a cosmeticelor.
Prin tehnica HPTLC se pot analiza simultan diferite probe cu risc zero de contaminare incrucisata,
oferindu-se avantajul evaludrii unei plici utilizdnd diferite moduri de detectie (UV, fluorescenta
etc.). Astfel, este necesar un timp de analizi scurt, un cost scdzut de analiz3 pentru fiecare probd,
spectrometria de masa sau cu alte metode adecvate, cum ar fi RMN, FTIR, ESI, MALDI, se pot

identifica gi confirma structurile chimice ale analitilor studiati.

Prezenta inventie se referd la un procedeu de densitometrie HPTLC capabil si caracterizeze
compusi prin fluorescentd indusa laser si timp de viati al fluorescentei, obtindndu-se informatii
calitative si cantitative. Probele pentru care se aplica procedeul sunt solutii apoase de tioridazina
neiradiatd gi fotoprodusii rezultati in urma iradierii tioridazinei cu un fascicul laser cu lungimea de
undi de 266 nm emis de cétre un laser Nd:YAG. Sistemul de iradiere este descris in detaliu in
publicatia noastrd [Tozar, T; et al.; in Laser Optofluidics in Fighting Multiple Drug Resistance,
Bentham Science Publishers-Sharjah, 338-365 (2017)].

Placa HPTLC este deplasatd pe directiile OX cu un increment de 1 mm utilizdnd o mas3 de
translatie automati. Sursa de excitare este o dioda laser cu emisie in pulsuri la lungimea de unda

de 375 nm si durata temporald in domeniul picosecundelor. Sistemul de detectie pentru fluorescenti
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este un spectrograf echipat cu un detector ICCD si pentru fluorescentd rezolvatd in timp un
fotomultiplicator rapid cuplat la un osciloscop digital. Rezultatele obfinute constau in
cromatograme orizontale obtinute din mésurarea spectrelor de fluorescents si timpilor de viati ai

fluorescentei pentru compusii separati pe placa HPTLC.

Cererea de brevet acoperd exemplul oferit si orice modificdri sau permutiri adecvate in

conformitate cu cadrul prezentat mai sus.
3. STADIUL TEHNICII

Cromatografia in strat subtire de inaitd performantid (HPTLC) este cea mai avansatid forma de
cromatografie in strat subfire si constd din straturi cromatografice ce prezinti cea mai mare
eficientd de separare. Pentru a obtine separarea produsilor pe o placi HPTLC sunt necesari
urmdtorii pasi: aplicarea probelor, developarea placii, derivatizarea (daci este cazul) si detectia. In
prezent existd sisteme automatizate pentru fiecare proces implicat in aplicarea, developarea si
detectia plicilor HPTLC. in privinta aplicarii probelor si developirii plicilor, tehnologiile existente
sunt mature §i nu sunt necesare imbunatatiri. fns3, pentru detectia compusilor separati pe placa
HPTLC, existd doud modalititi de detectie/vizualizare, una calitativa si una cantitativa. Pentru cea
cantitativd, plicile HPTLC sunt introduse intr-un cabinet (Chromato-Vue, UV Illumination
Cabinet, Model C-65) echipat cu dou ldmpi ce emit la 254 nm si 366 nm si apoi sunt fotografiate.
Astfel, compusii pot fi vizualizati si se poate realiza o analiz3 cantitativd cu programe de analiza

corespunzatoare.

O altd metoda cantitativd, numitd si densitometrie, se bazeazd pe detectarea substantelor
separate pe placa HPTLC si generarea cromatogramelor. in 1979 a fost dezvoltat un densitometru
integrat care are scopul de a reduce erorile relative de misurare a densititii optice integrate a
spoturilor/benzilor compusilor din cromatograme prin utilizarea unei surse de lumind cu doud
fascicule cu o unitate de sincronizare, o masd de scanare, un fotodetector, un amplificator,
detectoare sincrone ale semnalului de mésurare si de referintd §i un dispozitiv de integrare si
inregistrare [brevet nr. SU661261A1/appl nr. SU2406490A-din 24.09.1976]. Tipul sursei de

lumina si tipul fotodetectorului, cat i caracteristicile lor nu sunt specificate.

in plus, existd un densitometru de deflectie fototermald pentru cromatografia in strat subtire,

care se referd la o metod3 si un aparat care utilizeazi efectul de deviere fototermal3 pentru a masura
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absorbtia luminii pe o placd cromatograficd in strat subtire. Mai precis, inventia se referd la
utilizarea unei perechi de fascicule laser intersectate, una afectand si cealaltd paraleld cu placa
cromatograficd, pentru determinarea cantitativd a compusilor rezolvati cromatografic [brevet nr.
US4591272A/appl nr. US56534983A din 27.12.1983].

De asemenea, a fost dezvoltat un densitometru pentru determinarea cantitativd a continutului
unui spot de proba pe o placd cromatografici in strat subtire, in care spotul este scanat in zig-zag
de un fascicul de lumini cu o sectiune transversald micia. Maximele semnalului mésurate in cursele
individuale ale scandrii in zig-zag sunt folosite pentru a obtine un semnal convolufionat. Prin
schimbarea polarititii semnalului diferentiat, se detecteazi punctul minim intre doud maxime
succesive din curba de convolutie, astfel incit integrarea semnalului mésurat cauzat de fiecare
dintre componentele din punctul de esantionare se realizeaza separat de integrarea semnalului
misurat cauzat de alte componente [brevet nr. US4150899A/appl nr. US82855177A-din
29.08.1977].

Inventiile SU661261A1, US4591272A si US4150899A se aplicd pentru determinarea
absorbantei compusilor din plicile cromatografice, iar prezenta inventie se refera la determinarea
fluorescentei compusilor din plicile cromatografice. In prezent, exista diversi producitori precum
Shimadzu (Tokyo, Japan) [brevet nr 5243401/appl nr. 07827219 din 07.09.1993], Desaga
(Sarstedt, Germany) sau CAMAG (Switzerland) care au dezvoltat echipamente capabile si ofere
informatii legate de absorbanta sau fluorescenta compusilor din plicile HPTLC. De regula, aceste
echipamente folosesc trei lampi, deuteriu (UV), halogen-tungsten (vizibil), sau mercur (diverse
linii spectrale), ca surse de excitare si un monocromator pentru selectarea lungimii de unda. in
modulul de fluorescents, radiatia de excitare, de regula 254 nm sau 366 nm, avand dimensiunea de
6 x 0,4 mm este directionat perpendicular pe placa HPTLC [J. Sherma, B Fied, Handbook of thin-
layer chromatography, Marcel Dekker, New York, 2003]. Radiatia de fluorescentd emisi
traverseazd un filtru, care elimind radiatia de excitare, si este colectatd pentru detectie pe un
fotomultiplicator. In final, are loc procesarea semnalelor inregistrate prin identificarea distantei de
migrare, cuantificarea compusilor, obtinerea spectrelor de fluorescentd si efectuarea

cromatogramelor.

—
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4. PREZENTAREA PROBLEMEI TEHNICE PE CARE INVENTIA O REZOLVA

Utilizarea pentru excitare a unei diode laser in locul ldmpilor conventionale oferd o mai buni
reproductibilitate i selectivitate a radiatiei de excitatie, oferind mésuratori rapide si precise, in
special in determindrile cantitative. Astfel de surse de excitare pot oferi producétorilor oportunitéti
de miniaturizare si solutii cu costuri mai mici pentru fabricarea de noi densitometre. In plus, diodele
laser oferd o duratd de viai mai lunga a sistemului deoarece pot fi folosite imediat dupéd pornire,
nefiind necesar un timp de incalzire ca in cazul limpilor unde este necesar in jur de 30 minute
pentru a intra in regimul optim de functionare. Mai mult, fascicolul emis de diodele laser poate fi

cuplat cu usuringi la fibre optice.

Un avantaj in utilizarea diodelor laser ce emit pulsat in domeniul picosecundelor il reprezinta
posibilitatea determindrii timpului de viata al fluorescentei pentru compusii aflati pe placé. Pand in
prezent, nu existé nicio metoda de investigare a timpului de viati al fluorescentei compusilor de pe
placile HPTLC. Timpul de viatd al fluorescenfei are o valoare absolutd (independentd de
concentratie) pentru un compus §i poate ajuta la identificarea acestora. O specificitate suplimentara
a masurdrii semnalului de fluorescenti rezolvat in timp este aceea ci se poate diferentia cu usurinti
radiafia de excitare impréstiata si radiatia fluorescentd de emisie. Compusii investigati au un timp
de viati al fluorescentei intre 2-4 ns. Pentru mésurarea acestui timp de viati este necesar realizarea
excitdrii compusilor cu o radiatie cu un timp de viati mai mic de cel pufin 10 ori decét cel al
fluorescentei. Lampile conventionale au emisie in continuu sau flash. Cele din urma prezinté o
durati a emisiei de microsecunde, in consecinti nu se pot utiliza in determinarea timpului de viata
al fluorescentei compusilor. De asemenea, procedeul inovator dezvoltat in prezenta cerere
beneficiazd de caracteristicile superioare ale radiatie laser comparativ cu surse de lumind
conventionale si anume coerentd, directionalitate, monocromaticitate. Prin utilizare radiatiei laser
in picosecunde se obtine o buni rezolvare spatiald a distributiei compusilor pe placa HPTLC,
permitdnd o mai bund focalizare a radiatiei pe placa si investigarea unei suprafete determinate de
dimensiunea fasciculului (in cazul prezent 1,6 x 1,8 mm). Determinarea timpului de viafa al
fluorescentei emise poate ajuta la discriminarea a doud molecule cu spectre de fluorescenti care se

suprapun dar care au timpi de viati ai fluorescentei diferifi.

De asemenea, scanarea pe directiile OX si OY cu o rezolutie mai buna datd de dimensiunea

mai micé a spotului laser (ex 1,6 x 1,8 mm) decét ceea ce este utilizat in prezent pentru lampi (6 x
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0,4 mm) poate imbunitéti informatii legate de distributia compusilor pe plicile HPTLC. Distributia
probei se refera la modul in care sunt distribuite aceleasi molecule, in respectiva banda, pe suprafata
plicii HPTLC. Rezolutia superioard de scanare a placii HPTLC obtinutd prin utilizarea unui
fascicul laser cu o secfiune transversald micd poate permite stabilirea purititii compusilor prin

evaluarea fluorescentei pe directia OY pentru acelasi spot in banda cromatogramei.
5. EXPUNEREA INVENTIEI

Prezenta inventie are ca scop obtinerea cromatogramele verticale cit si orizontale ale
compusilor separafi pe placi HPTLC prin inregistrarea spectrelor de fluorescentd indusi laser,
obtinand intensitatea semnalului de fluorescenti si de asemenea, timpul de viafa al fluorescentei.
Sursa de excitare este o dioda laser (Alphals, PicoPower LD-37550) ce emite la 375 nm, cu o durata
a pulsului de 87,7 ps, domeniul de frecventd a pulsurilor de pana la 50 MHz, si putere medie de
490 uW (la o frecvenfa a pulsurilor de 30 MHz). Radiatia emisd de dioda este directionatd
perpendicular pe placa HPTLC cu ajutorul unei oglinzi (BB1-E01, ThorLabs) fira a o prelucra
optic. Spotul laser prezinti o forma elipticd de dimensiuni 1,6 x 1,8 mm. Placa HPTLC este
deplasatd pe directiile OX si OY cu ajutorul unei mase de translatie automatd (model 8MTF-
102LS05, Standa), cu un pas de 1 mm. Pentru colectarea semnalului de fluorescentd emis de
compusii aflati pe placa s-a utilizat o fibra optica (diametrul miezului 1500 pm, domeniu spectral
UV-Vis-IR, Thorlabs), pozitionati la 45° fatd de fasciculul incident. Fibra este alternativ cuplati la
un spectrograf sau fotomultiplicator, pentru a inregistra spectrele de fluorescentd sau semnalul de

fluorescentd rezolvat in timp.

Spectrele de fluorescentd sunt inregistrate cu un spectrograf (Acton Research, SpectraPro SP-
2750) cuplat cu o camerd ICCD (intensified CCD camera, PIMAX 1024RB, Princeton
Instruments). Pentru studiile privind timpul de viafa al fluorescentei, semnalul de fluorescenta este
detectat cu un fotomultiplicator (H-6780-02, Hamamatsu) al cirui semnal de iesire este cuplat la
un osciloscop digital (DPO 7254, Tektronix). Radiatia este filtrati inainte de fotomultiplicator cu
un filtru trece bandé (Thorlabs, FGL400) la lungimi de undd mai mari de 400 nm. Declangarea
inregistrarii semnalului de cétre osciloscop sau spectrograf este asigurati de un semnal TTL

standard provenit de la sursa diodei laser.

Semnalul de fluorescenta a fost inregistrat pe directia OX (cromatograma orizontald - evolutia

fluorescentei unui anumit compus) sau OY (cromatograma verticald — evolutia tuturor compusilor

5
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dintr-o proba). In urma acestor masuritori sunt obfinute spectrele de fluorescentd/intensitatea
fluorescentei si timpii de viati ai fluorescentei pentru compusii separati pe placa HPTLC. Spectrele
de fluorescenti sunt analizate utilizdnd programul OringinPro 2019 (OriginLab) si sunt determinate
intensititile maximelor benzilor de fluorescentd corespunzitoare fiecdrui compus, obtindndu-se

cromatogramele orizontale/verticale.

6. PREZENTAREA AVANTAJELOR INVENTIEI iIN RAPORT CU STADIUL
TEHNICII

Noutatea procedeului conform inventiei, consti in utilizarea ca sursa de excitare in obfinerea
cromatogramelor a unei diode laser cu emisie monocromaticé pulsati, in domeniul picosecundelor.
Aceasta oferd o mai bund stabilitate, reproductibilitate si selectivitate a radiatie de fluorescenta
emisd. Un avantaj major il reprezinti determinarea timpului de viati al fluorescentei care pana in
prezent, nu a fost utilizat in evaluarea compusilor de pe plicile HPTLC. Astfel, se pot diferentia
doud molecule cu spectre de fluorescenti care se suprapun dar care au timpi de viati ai fluorescentei
diferiti. De asemenea, utilizarea unui spot laser de 1,6 x 1,8 mm si evaluarea fluorescentei cu un
increment de 1 mm oferd informatii legate de distributia §i de puritatea compusilor pe placa
HPTLC. Cea mai importants diferents intre LED-urile pulsate si diodele laser pulsate este faptul
ca emisia LED-urilor este divergentd, necoerents, nepolarizata si, de asemenea, mai neuniforma in
distributia intensitatii sale. in plus, lirgimea spectrali a pulsurilor LED-urilor este aproximativ de

10 ori mai decat cele ale diodelor laser.

Prin utilizarea diodelor laser, (1) esantionarea temporala a probelor este limitatd doar de durata
pulsului utilizat, timpul de raspuns al fotomultiplicatorului, §i rata de achizitie a osciloscopului,
care in cazul procedeului propus spre patentare sunt: durata pulsului: 87,7 ps, timp de raspuns: 780
ps si rata de achizitie: 40 GS/s; in acest caz se pot masura timpi de viata ai fluorescentei mai mari
de 780 ps (respectiv, mai mari decat timpul de rispuns al fotomultiplicatorului); (2) esantionarea
spatiali a probelor este limitatd doar de dimensiunea spotului laser, care in cazul procedeului
propus spre patentare este: 1,6 mm x 1,8 mm= 2,9 mm?; in acest caz, raportat la o suprafafi a
probelor (spotul produsului cu diametru de 6 mm) de 28,2 mm?, rezulti ci sunt posibile pani la 9
esantiondri pe suprafata aceleiasi probe fird prelucrarea optica a fasciculului laser (focalizare,
respectiv utilizarea de componente optice suplimentare); (3) limita de detectie a semnalului de

fluorescenta (intensitatea semnalului util) este afectati doar de utilizarea unei surse laser de excitare

l/?
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(sursd de radiatie monocromatica) necorespunzitoare spectrului de absorbtie al probei, rezultdnd
un semnal util cu intensitate micé sau lipsa acestuia, sau de semnalele de fond parazitare (artefacte
in esantionare); in acest caz, sursa laser a fost selectatd in concordantd cu domeniul spectral de
absorbtie al fluoroforilor din proba studiatd, nivelul de energie utilizat, de asemenea, ales in
concordantd cu proba esantionatd, iar lanturile de masura ale fluorescentei (timp de viatd sau
spectral) sunt sincronizate, astfel incdt raportul semnal/zgomot s& fie maximizat (esantionare

temporald de 780 ps pentru timp de viati si de 2 ns pentru analiza spectral3).
Comparativ:

- Procedeele care utilizeazd 1dmpi conventionale cu emisie continud nu permit mésurarea
timpilor de viati ai produgilor analizati (esantionare temporald); iar cele care utilizeaza surse LED
pulsate, care au spectrul de emisie mai larg (de ordinul a 10 nm) decét al diodelor laser ( de ordinul
a 1 nm), nu permit distingerea produsilor aflati in aceeasi prob#, dar cu domenii spectrale de

absorbtie diferentiate de cdtiva nanometri.

- Dezavantajul procedeului supus patentarii (cu sursa de excitare, dioda laser) este acela c& nu
poate evidentia produsii pentru care lungimea de undd de emisie a diodei laser nu se afld in
domeniul spectral de absorbtie. Din aceastd cauzi procedeul este specific si optimizat pentru
tipurile de probe enuntate sau cele care au domenii spectrale de absorbtie ce cuprind lungimea de

unda de emisie a laserului.

- Utilizarea in cadrul acestui procedeu a unor echipamente cu specificatii tehnice diferite, mai
bune decét cele mentionate cum ar fi, de exemplu: timp de rdspuns si durata pulsului mai mici, sau
lungime de unda diferitd, se pot masura timpii de viati mai mici sau probe diferite, ceea ce
recomanda procedeul pentru utilizarea pe o scard largé de probe, doar prin ajustarea caracteristicilor

echipamentelor utilizate.

Prin scanarea placii HPTLC la un increment de 1 mm nu este necesard normalizarea datelor
obtinute deoarece sunt investigate atit fluorescenta pléacii cat si cea a compusilor. Mai mult, acest
procedeu poate fi utilizat cu succes in analiza majorititilor compusilor aromatici sau heterociclici

care pot fi excitati cu 375 nm.

4¢
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7. PREZENTAREA FIGURILOR DIN DESENE

Figura 1. Montajul experimental utilizat pentru studiul densitometric prin scanarea

fluorescentei probelelor aplicate si separate pe plici HPTLC.

Figura 2. Caracteristicile spectrale ale compusului parental, tioridazina, si ale fotoprodusilor

rezultati ca urmare a iradierii intre 1 minut §i 240 minute.

Figura 3. a) Placa HPTLC, developatd in faza mobild, vizualizati la 254 nm utilizdnd
cabinetul (Chromato-Vue, UV Illumination Cabinet, Model C-65). b) Cromatogramele orizontale

reprezentand fluorescenta indus3 laser a tioridazinei si a fotoprodusilor sai.

Figura 4. Semnalele tranziente de fluorescenti in cazul tioridazinei si fotoprodusilor rezultati

in urma excitirii cu 375 nm.

8. PREZENTAREA iN DETALIU A UNUI MOD DE REALIZARE CU REFERIRE
LA DESENE

Sistemul experimental pentru inregistrarea fluorescentei indusa laser a compusilor separati din
placa HPTLC este alcatuit din dioda laser §i unitatea de alimentare §i control a acesteia, sistem
automat de deplasare a placii HPTLC, fibra optics, spectrograf, fotomultiplicator i osciloscop
(Figura 1). Compusii separati pe plicile HPTLC sunt excitati cu radiatia emisd in domeniul
picosecundelor de o dioda laser (Alphals, PicoPower LD-37550) la lungimea de unda 375 nm, cu
o durati a pulsului de 87,7 ps, o frecvents de repetitie de 30 MHz si putere medie mésurati de 490
uW. Pentru directionarea fascicolului laser pe placd se foloseste o oglinda dielectricid de banda
larga cu reflectivitate mai mare de 99% in domeniul 350-400 nm. Nu sunt utilizate alte elemente

de prelucrare optica a fascicolului laser.

Fluorescenta indus3 laser (LIF) este inregistratid in timp real si colectatd cu o fibrd opticad
(diametrul miezului 1500 pm, NA 0.39, domeniu spectral 300-1200 nm) pozitionati la 45° fati de
fasciculul incident. Spectrele sunt inregistrate cu un spectrograf cuplat cu o camera ICCD utilizata
pentru detectarea §i analizarea radiatiei emise. Spectrograful utilizat este SpectraPro SP-2750
(Acton Research, USA) care are o configuratie Czerny—Turner, distantd focald de 750 mm i o
rezolutie de 2.6 nm pentru refeaua cu 150 trdsituri/mm. Detectorul este un ICCD (Princeton
Instruments, USA), model PIMAX 1024RB (dimensiune senzor 25 mm, rezolutie 64 p/, previzut

cu o unitate de control programabili (rezolutie temporald de 2 ns).

4
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Pentru studiile privind timpul de viati al fluorescentei, semnalul LIF este colectat cu aceeasi
fibrd optica (diametrul miezului 1500 pm, NA 0.39, 300-1200 nm) pozitionatd la 45° fata de
fasciculul incident si este detectatd cu un fotomultiplicator in domeniul UV-Vis (300-850 nm),
Hamamatsu H-6780-02, cu timp de rispuns de 0,78 ns, al cdrui semnal electric de iegire este
mdsurat cu un osciloscop digital Tektronix DPO 7254. Declansarea inregistrarii semnalului de cétre

osciloscop este asiguratd de un semnal TTL provenit de la sursa laser.

Solutiile de medicament utilizate pentru testarea si validarea procedeului dezvoltat sunt probe
de tioridazina (TZ) dizolvat# in apa ultrapur, iradiate timp de 1, 15, 30, 60, 120, 180 si 240 minute
cu un fascicul laser cu lungimea de undd de 266 nm emis de un laser Nd:YAG (Continuum, Excel
Technology, model Surelite I, 6 ns largimea temporald a pulsului la semi-indltime, 10 Hz rata de

repetitie a pulsurilor, 6.5 mJ energie medie pe puls). Concentratia solutiei de TZ este de 2 mg/mL.

Solutiile sunt aplicate pe placile HPTLC (Alugram Nano-Sil G (Roth), 10 x10 cm) utilizand
sistemul semi-automat Linomat 5 (CAMAG). O cantitate de 4 uL de solutie este aplicatd pe placa
sub forméd de banda (5 mm) la o viteza de dozare de 20 nl/s. Faza mobila constati dintr-un amestec
de acetond: metanol: 25% solutie amoniac in apd (50:50:1, V:V:V). Pentru a facilita ob{inerea unei
atmosfere saturate cu vapori in tancul de developare, este introdus un filtru de hartie. Placa HPTLC
este introdusa in tancul de developare si este developatd la temperatura camerei pana cand solventul

s-a deplasat aproximativ 8 cm fati de linia de pornire.

Spectrele de fluorescentd inregistrate pentru TZ si fotoprodusii acesteia (P1-P8) sunt prezentate
in Figura 2. Din spectrele inregistrate se pot extrage lungimile de unda pentru maximele de
fluorescentd, aria, sau intensitatea fluorescentei. Astfel s-au obtinut urmétoarele lungimi de unda
ale intensitdfii maxime de fluorescenti pentru fotoprodusi si TZ: P1 — 477 nm, P2 — 486 nm, P3 —
493 nm, P4 — 469 nm, P5 — 479 nm, P6 — 475 nm, P7 — 482 nm ,TZ — 476 nm si P8 — 480 nm. TZ

este identificat in probele iradiate prin folosirea unei solutii neiradiate de TZ ca referint.

Figura 3a reprezinti placa HPTLC realizati pentru solutiile de tioridazina neiradiata si iradiate
1, 15, 30, 60, 120, 180 si 240 minute, vizualizatd cu ajutorul cabinetului Chromo-Vue® Cabinet
C-65 (UVP) cu lampa UV ce emite la 254 nm si fotografiata.

Pentru analiza placilor HPTLC cu ajutorul densitometrului dezvoltat, sunt inregistrate spectrele
de fluorescenta utilizdnd excitarea cu radiatie laser la 375 nm de-a lungul directiilor OY si apoi

OX, deplasdnd masa de translatie cu un pas de 1 mm. Initial, spotul laser a fost pozitionat pe
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mijlocul fiec#rei benzii de placa ce contine un compus, §i sunt inregistrate pe directia OY spectrele
de fluorescentd. Dupé prelucrarea spectrele sunt obfinute cromatogramele verticale. Din acestea
sunt extrasi factorii de retentie pentru fiecare compus. Pentru analiza pe directia OX, pozitia de
start este setatd pentru OX — 0 (marginea stiangd a placii HPTLC) si OY — factorul de retentie, iar
placa este deplasati cu un increment de 1 mm de la stinga la dreapta. in final, sunt extrase
maximele intensitdtilor de fluorescentd si sunt reprezentate in functie de distanfa parcursa,

obtinandu-se astfel cromatograma orizontald (Figura 3b).

De asemenea, sunt inregistrate semnalele de fluorescentd rezolvatd in timp pentru TZ si
fotoprodusii sdi. Din cinetica semnalului de fluorescents, utilizind functia de fitare mono-
exponentiald, sunt obtinute valorile timpului de viati al fluorescentei pentru TZ i cei 8 fotoprodusi

(Figura 4).

Precizia masurdtorilor a fost evaluati atit pentru fluorescenta indusé laser a probelor cét si
pentru timpul de viatd al fluorescentei. Precizia mésuratorilor a fost determinaté prin calcularea
erorii standard relative (%RSD) a fluorescentei si al timpului de viati al fluorescentei tioridazinei.
Pentru estimarea preciziei, mésuritorile s-au realizat in triplicat, iar pe fiecare placa HPTLC au
fost aplicate sase probe identice de tioridazina neiradiati. In cazul spectrelor de fluorescenta s-a
obtinut pentru fiecare placd urmétoarele valori %RSD 0.31%, 1.42% si 1.38%, iar pentru timpul
de viati al fluorescentei 1.12%, 1.35% si 1.64%. Un% RSD mai mic de 2% reprezintd in analiza
farmaceutica nivelul dorit pentru precizie [Jenkins, D.; Diallo, C.; Bethea, E.; Kaale, E.; Layloff,
T. Method Validation Approaches for Pharmaceutical Assessments — Highlights with High
Performance Thin Layer Chroma-tographic (HPTLC) Techniques. 2018.]. De asemenea, evaluarea
linearitafii demonstreazé cd masuritorile sunt proporfionale cu cantitatea de analit intr-un interval
de concentratie dat. Pentru masurétorile de liniaritate in intervalul 2-64 pg/banda, folosind analiza

de regresie liniard, s-a obtinut un coeficient de corelatie de 0.996.
9. MODUL IN CARE SE POATE APLICA INDUSTRIAL

Inventia se referd la o solutie tehnica ce poate fi aplicatd industrial in chimia si ingineria
substantelor organice, chimia mediului, chimie farmaceuticd, chimie alimentari sau biochimie.
Fluorescenta ofera informatii legate de caracteristicile spectrale ale compusilor studiati si poate fi

folositd atét pentru determindri calitative cét si cantitative. Timpul de viati al fluorescentei ofera
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informatii suplimentare, valori care nu depind de concentrafia produsului si poate fi folosit pentru

analiza calitativd a compusilor din matrice HPTLC complexe.

Transpunerea procedurii pentru aplicatii industriale necesiti folosirea unor echipamente deja
existente, respectiv o sursd de excitare de tip diodd laser cu emisie pulsati in domeniul
picosecundelor, un spectrograf cuplat cu un ICCD, un fotomultiplicator cuplat cu un osciloscop si

o masi de translatie pe doua directii.

Aceastd inventie poate fi aplicatd industrial prin automatizarea méisurdtorilor si crearea unui
program prin care interpretarea spectrelor de fluorescentd si semnalelor de fluorescentd rezolvata

in timp s3 fie realizatd in timp real.
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REVENDICARILE

Procedeu de densitometrie HPTLC pentru obtinerea de cromatograme din spectrele de
fluorescenti ale fotoprodusilor tioridazinei iradiati, fotoprodusi separati pe placa HPTLC,
aplicabil in domeniile tehnice ale ingineriei §i tehnologiei chimice si caracterizat prin aceea
ca excitarea fluorescentei compusilor se face cu un fascicul laser pulsat emis la 375 nm in
domeniul picosecundelor de o dioda laser, colectarea radiatiei de fluorescenta se realizeaza
cu o rezolutie spatiald de 1 mm si inregistrarea spectrelor se obtine cu un spectrograf cuplat
cu ICCD;

Procedeu de obtinere a timpilor de viatd pentru fotoprodusii tioridazinei iradiati in scopul
identificarii acestora, fotoprodusi separati pe placa HPTLC, aplicabil in domeniile tehnice
ale ingineriei §i tehnologiei chimice, caracterizat prin aceea ci excitarea este obtinuta cu un
fascicul laser pulsat (dioda laser) emis la 375 nm in domeniul picosecundelor, colectarea
fluorescentei se realizeazd cu o rezolutie spatiald de 1 mm si inregistrarea semnalelor de
fluorescentd rezolvate in timp se realizeazi cu un fotomultiplicator cuplat la un osciloscop

digital;
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DESENE SI FIGURI

Figura 1
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Figura 2

Intensitate fluorescenta (x10° unit. arb)
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Figura 3

Directia de developare

int. max. fluoresc. (x107 unit. arb.)
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Figura 4

Intensitate fluoresccenta (unit. arb)
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