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Partea experimentala

2.1. STUDIU DE RETENTIE A UNOR AMINO-ACIZI PE COLOANE UMPLUTE CU FAZE
STATIONARE DE TIP SULFOBETAINIC iIN MECANISMUL DE SEPARARE
CROMATOGRAFICA BAZAT PE INTERACTII HIDROFILE

2.1.3. Influenta modificatorului organic al fazei mobile asupra retentiei

cromatografice

Tabel 1. Valorile pK, log K., log D (nH=6), u, Sw si ale distributiei sarcinii pe fiecare atom pentru
aminoacizii studiati.

. . Pk, log log D n Sw Sarcini/atom
Aminoacid  "_NH, [ .COOH | K, | (pH=6) | (D) | (mg/L)

Triptofan 9,396 -1,05 -1,05 -0,19 2,77 4193

Fenilalanina 9,477 -1,28 -1,28 -1,18 2,22 | 3026,8

0,01

0,14

Tirozini 9125 | -1,76 | -1,76 | -1,49 | 3,56 | 94372

Histidina 9,253 -3,22 -3,22 -3,59 2,64 4193

Retentia compusilor studiati este mai puternica In cazul folosirii acetonitrilului decét in
cazul folosirii metanolului drept componentd organica in faza mobila, dupa cum se poate observa
in Figural. O posibila explicatie pentru acest comportament ar fi dezintegrarea stratului apos de
la suprafata fazei stationare. Practic, moleculele de apa sunt inlocuite de moleculele de metanol,
solvent protoic ce prezintd o capacitate mai mare de a forma legaturi de hidrogen creand o faza
stationard mai hidrofoba [1]. Pe de alta parte, puterea de elutie a acetonitrilului este mai mica

decat cea a metanolului avand drept consecinta timpi de retentie mai mari [2].
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Fig.1. Cromatograme suprapuse pentru tirozind.
Faza stationara:Sequant ZIC-HILIC, d.p.5um; faza mobila: (a)80%ACN si 20% AcNH4 10 mM si
(b) 80%MeOH 5i 20% AcNH4 10 mM

Complexitatea mecanismului de retentie in cromatografia de lichide bazata pe interactii

hidrofile este evidentiatd de comportamentul diferit al analitilor studiati cand faza mobila contine
modificatori organici diferiti. In cazul folosirii acetonitrilului drept componenti organica se
observd o scadere a timpilor de retentie direct proportionald cu scaderea procentului de
componentd organica, comportament tipic pentru separarile HILIC, pe cand in cazul metanolului
timpul de retentie scade pentru tot intervalul studiat in cazul tirozinei; pe cand in cazul celorlalti
compusi, pentru procente de modificator organic intre 70 si 55% tendinta este scadere, urmata de
o crestere in domeniul 40-30% sau 40-50% (in cazul triptofanului). In intervalul 55-40% valorile
timpilor de retentie pentru histidind, fenilalanina si triptofan variaza. Acest comportament este
cauzat de cresterea concentratiei de saruri din faza mobila ce poate modifica valorile pKa-ului

compusilor sau la disocierea gruparilor silanol reziduale de la suprafata silicei.

Fig.2. Structura chimicd a fazei stationare de tip sulfobetainic
Valorile log k calculate pentru tofi compusii studiati si diferite compozitii ale fazei

mobile utilizate Tn experimentele efectuate au fost reprezentate grafic in functie de procentul de
modificator organic din faza mobild. Aceste dependentepot fi modelate matematic de o functie

polinomiald de gradul doi, de forma :

logk=A+B1-C, +B2-C. (1)

In care A, Bl si B2 sunt parametrii de regresie polinomiald calculati cu ajutorul
programului Origin iar C,, reprezinta procentul de componentd organicd din faza mobila.
Valorile acestor parametrii sunt redati in Tabelul 2. Dupa cum se poate observa, aceste regresii

polinomiale de gradul doi sunt caracterizate de coeficienti de corelatie buni, mai mari de 0,9.



Fig.3. Influenta procentului de ACN asupra factorului de retentie pentru (a) triptofan, (b)
fenilalanina, (c) tirozind, (d) histidina.

Tabel.2. Parametrii de regresie pentru ACN ca modificator organic.
ACN | Triptofan Fenilalanina | Tirozina Histidina

A -0,0621 -0,6526 -0,6458 -0,15944

B, -0,0319 -0,0169 -0,01273 -0,01801

B, 42177%10* | 3,1718*10* | 3,0619*10™ | 3,7164*10-4
R’ 0,9999 0,9992 0,9999 0,9997

Dependente polinomiale, in forma de U, sunt raportate in literatura de specialitate, atat
pentru mecanisme de faza inversd, cat si pentru mecanisme bazate pe interactii hidrofile. Acestea
sunt caracterizate de un punct minim situat in intervalul studiat de faza mobila, sau in afara
intervalului. Aceste curbe de elutie sunt descrise de ecuatia (1), mentionata anterior. In aceasta
ecuatie A reprezintd intersectia, adica valoarea extrapolatd a factorului de retentie k ce
corespunde unei faze mobile ce contine 100% componenta apoasa, parametru notat de regula cu
ky. Din punct de vedere matematic, aceasta curba este caraterizatd de un minim, notat cu log Apin
olog(k)

oC

m

, ce se poate obtine punand conditia matematica = 0. Acest punct minim de pe curba de

elutie este caracterizat de o anumita valoare a concentratiei de modificator organic, (Cp)min $1 O

valoare minima a log &, obtinute utilizind urmatoarele ecuatii:

By

(Crdmin = — 2B, (2)
B}
log kmin = A — 4B, (3)

Valorile calculate pentru marimile din ecuatiile de mai sus, pentru curbele de elutie in

forma de U, sunt redate 1n tabelul urmator.



Tabel 3. Parametrii curbelor de elutie in forma de “U’” pentru aminoacizii studiati.

Compus | Tirozina | Histidina | Fenilalanina | Triptofan
Modificator Organic Acetonitril

log ky -0,062 -0,652 -0,645 -0,159
(Cidmin 21,054 24,217 25,225 36,755
log kmin -0,779 -0,376 -0,853 -0,510

Modificator Organic Metanol

log ky -0,019 -0,427 -0,418 -0,053
(Cidmin 45,690 39,062 30,090 40,350
log Kmin -0,293 -0,602 -0,508 -0,2547

Conform literaturii de specialitate, in cazul in care retentia cromatografica este descrisa
de modelul partitiei hidrofile, reprezentarile grafice ce redau dependenta retentiei de procentul de
modificator organic este redatd de ecuatia (4)

logk =logk, —S¢ 4)
Unde ¢ reprezinta fractia de volum a solventului tare (in acest caz apa) din faza mobila, S este
panta rezultatd in urma unei reprezentari grafice conform unui model de regresie liniard, iar log
k este retentia pentru o fazd mobila ce contine 100% componenta apoasd. Reprezentarea grafica
log k vs fractia de volum ar trebui sa fie o linie dreaptd pentru mecanismul de partitie.

Daca retentia se datoreaza adsorptiei, atunci ecuatia cea mai potrivitd este Snyder —

Soczewinski:

logk =logk, —ﬁlog(,lﬁ
M )

Unde ¢ reprezinta fractia de volum a solventului tare din faza mobila, log kg este retentia
folosind doar solventul B, Ag si ny, sunt ariile sectiunii transversale ocupate de molecula
analitului la suprafata si molecula solventului (raportul As/nw poate fi considerat o constanta ce
poate fi estimata din reprezentarea grafica log k vs log ¢). In acest caz, reprezentarea grafica log
k vs log ¢ ar trebui sd fie descrisd de o linie dreapta, pentru a confirma un mecanism de
adsorptie[24].

Mecanismul de retentie pentru cei patru compusi a fost investigat pe baza celor doua
modele teoretice. Dupa cum se poate observa in Figura 3, pentru acetonitril, dependentele log k
vs continutul componentei organice se pot reprezenta dupi o ecuatie polinomiala. In Figura 4
sunt reprezentate grafic valorile logaritmului zecimal al factorului de retentie in functie de
logarimtul zecimal al continutului de faza apoasa pentru cazurile in care modificatorii organici ai
fazei mobile sunt acetonitrilul sau metanolul. Aceste reprezentari grafice pot fi considerate

polinomiale pentru toti compusii studiati.




Deoarece atat reprezentarile grafice log-lin cat si cele log-log sunt descrise de functii
polinomiale, putem conclude ca analitii sunt retinuti atat prin interactii directe cu faza stationara
(mecanism de adsorptie) cat si indirecte prin partitia cdtre stratul apos de la suprafata fazei

stationare [25].

log k
log k

~—
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Fig 4. Dependentete log k versus log (continut faza apoasd) pentru amino acizi cand
modificatorul organic al fazei mobile este (a) acetonitrilul si (b) metanolul
Parametrii pic-urilor cromatografici nu variazd semnificativ in cazul modificarii

procentului de modificator organic al fazei mobile nici In cazul acetonitrilului nici in cazul
metanolului. Cu toate acestea, in majoritatea cazurilor, valorile simetriei sunt mai mici ca 1,
indicand aparitia fenomenului de “tailing”, iar eficienta procesului cromatografic urmeaza o
tendinta de crestere cand procentul de modificator organic scade.

Atat 1n cazul acetonitrilului cat si in cazul metanolului eficienta si simetria pic-urilor
cromatografice se imbunatatesc cand procentul de componentd organica scade, si in consecinta
cantitatea de saruri creste, datoritd suprimarii interactiilor electrostatice intre grupdrile

functionale ale analitilor si cele ale fazei stationare [26, 27].

2.1.4. Influenta tariei ionice a fazei mobile asupra retentiei cromatografice

Téria ionica a fazei mobile este un parametru ce afecteaza retentia in HILIC, prezenta
sarurilor in faza mobild influenteaza efectele electostatice, atat pe cele de atractie cat si pe cele
de repulsie. Cresterea concentratiei de sare din faza mobild duce la scdderea retentiei daca
aceasta este influentatd de interactii de schimb ionic de atractie sau la cresterea retentiei daca
apar repulsii electrostatice [7]. In cazul folosirii unei faze mobile bogati in componenti organica,
mecanismul de retentie nu este influentat semnificativ de concentratia acetatului de amoniu
adaugat fazei mobile. Cu toate acestea, timpul de retentie scade semnificativ pentru histidina,
mai pufin accentuat pentru triptofan, creste pentru fenilalanina si tirozina in intervalul 2,5-10mM

si scade in intervalul 10-20mM. Scédderea timpilor de retentie ai tirozinei si fenilalaninei pentru



intervalul de concentratie 10-20 mM se datoreaza faptului ca ionii disociati ai sdrurilor
actioneaza ca agenti de titrare pentru contraionii fazei stationare [28].

In intervalul de concentratie studiat, in cazul unei faze mobile ce contine mai putini
componentd organicd, timpii de retentie sunt mai mici (mai ales in cazul histidinei) si nu se poate
observa nicio tendintd de crestere sau scddere a timpilor de retentie in functie de concentratia de
saruri adaugatd componentei apoase a fazei mobile pentru niciun compus. In cazul in care
retentia in HILIC este bazata pe un mecanism de schimb ionic, reprezentarea grafica a factorului
de retentie n functie de valoarea reciprocai concentratie de sare din componenta apoasa a fazei
mobile ar trebui sa fie descrisd de o functie liniard. Pentru cazul in care faza mobild a continut un
procent ridicat de componentd organica, graficele k vs 1/[AcNHy4] pot fi descrise de o functie
liniara (Fig.5(a)) ceea ce ar putea indica faptul cd mecanismul de retentie dominant este de
adsorbtie bazat pe schimb ionic. In cazul in care faza mobild a continut un procent scizut de
component organic, graficele k vs 1/[AcNH4] nu sunt descrise de o dependentd lineara,
(Fig.5(b)), mecanismul dominant nemaifiind bazat pe schimb ionic ci mai degraba un mecanism

mixt cu influente atat din mecanisme de partitie cat si de aborbtie [5].
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Fig.6. Influenta inversului concentratiei de acetat de amoniu asupra factorului de retentie la o
concentratie a fazei mobile de (a) 80%ACN si (b)40% ACN pentru cei patru aminoacizi studiafi.

Asemanator studiului efectelor modificatorului organic asupra retentiei, nici in cadrul
acestui studiu nu se observa variatii ale simetriei sau eficientei pic-urilor cromatografice. in cazul
unei faze mobile bogatd in componenta organica, in afara de histidind, pentru toti ceilalfi
compusi valorile simetriei sunt mai mari ca 1, specific fenomenului de “fronting”. In literatura de
specialitate acest fenomen este descris ca fiind cauzat de modificarea stratului apos de la
suprafata fazei stationare [29]. In restul cazurilor, valorile simetriei sunt mai mici ca 1, indicand

mecanisme multiple in procesul cromatografic. Cresterea pronuntatd valorilor eficentei in cazul
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in care faza mobila contine 40% modificator organic in componenta subliniazd suprimarea de

catre saruri a interactiilor electrostatice prezente.

2.2. STUDIU DE RETENTIE A UNOR DIPEPTIDE PE COLOANE UMPLUTE CU FAZE
STATIONARE DE TIP SULFOBETAINIC iN MECANISMUL DE SEPARARE
CROMATOGRAFICA BAZAT PE INTERACTII HIDROFILE

2.2.3. Influenta modificatorului organic al fazei mobile asupra retentiei

cromatografice

Tabel 4. Valorile pK, log K,,, log D (pH=6), u, Sw si ale distributiei sarcinii pe fiecare atom pentru compusii
studiati.

log log D Sw .o
pK. K,. (pH=6) n(D) (mg/L) Sarcina/atom
Glicil-1- Aol 0,03 | -2.29 5.42 1541
fenilalanina
Glicil-l-tirozini " 0,45 2.6 5,08 12350 o
Glicil-l-leucini I \n/\ 0,43 2,69 4,64 4229
L. [} "
Q 81
SN Jox
Glicil-l-alanina | =™ ", -1,61 3,95 4,74 104300 o Y N,
CHy o ‘ ot \0[)‘]4/\055

Mecanismul de retentie Tn HILIC este bazat pe distributia diferentiala a moleculelor de
analit intre faza mobild si stratul apos de la suprafata fazei stationare. Cu cat hidrofilicitatea

analitilor creste, echilibrul de partitie este deplasat spre dreapta iar analitii sunt retinuti mai
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puternic [9]. De asemenea, cu cat valoarea momentului de dipol este mai mica, cu atat timpii de
retentie ar trebui si fie mai mici [19]. In studiul celor patru dipeptide prezentate, se poate observa
ca timpii de retentie cresc in ordinea valorilor log ke si log D si invers fata de valorile
momentului de dipol: glicil-l-fenilalania, glicil-1-tirozina, glicil-l-leucina, glicil-1-alanind pentru
compozitii ale fazei mobile cuprinse intre 55-70% acetonitril. Intre 70-80% acetonitril ordinea de
elutie este inversatd intre glicil-l-tirozina si glicil-l-leucina fiind posibil ca la procente mari de
modificator organic valoarea pk,-ului analitilor sa se schimbe fatd de valoarea acestuia in solutie
apoasa [30].

In cazul folosirii acetonitrilului drept modificator organic, retentia analitilor scade odati
cu cresterea procentului de componentad organica, comportament specific separarilor HILIC. Cu
cat procentul de solvent organic din faza mobila creste, cu atat apa este mai puternic adsorbita la
suprafata fazei sationare hidrofile, favorizand partitia lichid-lichid cu faza mobila [31]. In cazul
glicil-l-leucinei si glicil-l-alaninei, pentru compozitii ale fazei mobile cu mai putin de 55%
modificator organic, timpul de retentie scade sub timpul mort al coloanei, indicand interactii mai
puternice ale analitului cu faza mobild decat cu faza stationara.

Figura 8 prezinta reprezentarea grafica a valorilor calculate ale logaritmului zecimal al
factorului de retentie n functie de procentul de modificator organic din faza mobila pentru glicil-
|-fenilalanina si glicil-l-tirozind. Aceste dependente pot fi modelate dupa o functie polinomiala
de gradul 2, cu coeficienti de corelatie mai mari de 0.9, indicand prezenta si a altor mecanisme
de retentie secundare, asociate adsorbtiei, in special legaturi de hidrogen si interactii ionice

[24,32].
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Fig.7. Influenta procentului de ACN asupra factorului de retentie pentru glicil-l-fenilalanina si glicil-
I-tirozina in cazul folosirii unei faze stationare de tip amfionic.
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Tabel.5. Parametrii de regresie pentru ACN ca modificator organic in

cazul folosirii unei faze stationare de tip amfionic
Glicil-l-fenilalanina Glicil-l-tirozina

A -2,05561 -1,4985

B, 0,034 -0,0186

B, -7,420%107 9,0282*107

R’ 0,987 0,986

In cazul inlocuirii acetonitrilului cu metanolul ca modificator organic al fazei mobile,
pentru glicil-l-fenilalanind si glicil-l-tirozina, retentia este mai slaba, desi in cazul ambilor
compusi studiati comportamentul este asemdnator, In sensul in care retentia scade odata cu
scaderea procentului de modificator organic. Valorile calculate pentru marimile din ecuatiile (2)
si (3) detaliate in capitolul anterior, pentru curbele de elutie in forma de “U” ale glicil-1-
fenilalaninei si glicil-1- tirozinei, in cazul in care faza mobila contine acetonitril sau metanol ca

modificator organic, sunt redate in tabelul urmator.

Tabel.6. Parametrii curbelor de elutie in forma de “U” pentru dipeptidele studiate.

Compus | Glicil-1-fenilalanina | Glicil-I-tirozina
Modificato organic Acetonitril
log k,, -2,055 -1,498
(Ci)min 2291 9,960
log kuin -1,665 1,587
Modificator organic Metanol
log ky -2,017 -1,771
(Cm)min 23,220 23,6 10
log kyin -1,797 -2,015

La fel ca in cazul aminoacizilor influenta modificatorului organic a fost studiata prin
modelarea datelor conform ecuatiilor (4) si (5).

Reprezentarile grafice de tip log-lin cat si cele log-log , pot fi considerate polinomiale
pentru dipeptidele studiate, confirmand prezenta unor mecanisme de retentie multiple, atat de
tipul partitiei hidrofile cat si de tipul adsorptiei.

Timpii de retentie sunt mai mari in cazul folosirii unei faze stationare de tip silice decat in
cazul folosirii unei faze stationare de tip sulfobetainic. Aceastd observatie are la baza faptul ca

interactiile intre compusii studiati si acest tip de faza stationara sunt mai puternice.

Fig.8. Structura chimicd a fazei stationare de tip silice nemodificatd chimic.
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Tabel.7. Parametrii de regresie pentru ACN ca modificator organic in cazul folosirii unei
faze stationare de tip silice.

Glicil-I-fenilalanina Glicil-l-tirozina Glicil-l-leucina Glicil-l-alanina
A | -0,006 -0,0119 0,1646 -0,0223
B, | -0,00558 -0,0031 -0,0193 -0,0113
B, | 1,9916%10™ 2,1086%10™* 3,5613%10™* 3,4186%10™
R> | 0,985 0,992 0,990 0,996

Pentru toti cei patru compusi se observa coeficienti de corelatie mai mari decat in cazul
folosirii unei fazei stationare de tip sulfobetainic, indicand interactii suplimentare puternice intre
analiti si faza stationare, cel mai probabil cauzate de faptul ca stratul apos este mai vast in cazul
acestui tip de faza stationara, datoritd unei concentratii mai mari de grupari silanol polare fata de
fazele stationare modificate chimic. Aceastd particularitate permite procese de partitie mai

pronuntate.

2.2.4. Influenta tariei ionice a fazei mobile asupra retentiei cromatografice

Mecanismul de retentie HILIC este influentat puternic de contributia tariei ionice a fazei
mobile. Prezenta sarurilor in faza mobila influenteaza interactiile electrostatice intre analit si faza
stationara. Cele mai des utilizate saruri in HILIC sunt acetatul de amoniu si formiatul de amoniu
datorita solubilitatii crescute a acestora in solventul fazei mobila.

Din datele experimentale obtinute se observa cd ca timpul de retentie este mai mare in
cazul folosirii formiatului de amoniu decat in cazul folosirii acetatului de amoniu, puterea de
elutie a ionului acetat este mai mica decat cea a ionului formiat [9].

In general, cresterea concentratiei de saruri din faza mobila are drept consecinti sciderea
interactiilor electrostatice in cazul in care este folositd o faza stationard de tip sulfobetainic in
separarea analitilor ce pot 1oniza. Deoarece tendinta tuturor compusilor analizati este de crestere
a timpului de retentie este posibil sd existe interactii de tipul repulsiilor electrostatice intre
gruparea SO;™ apartinind fazei stationare si gruparile carboxil deprotonate ale analitilor.

Intrucat reprezentarea grafica k vs 1/[AcNH,] (Figura 9) nu este descrisi de o functie
liniard pentru niciunul din compusi, interactiile de schimb ionic nu sunt cele care contribuie cel

mai puternic la mecanismul de retentie.
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Fig.9. Influenta inversului concentratiei de saruri asupra factorului de retentie la o concentratie de (a)
80%ACN si (b)75% ACN pentru cei patru compusi studiati.

2.3. INFLUENTA TEMPERATURII ASUPRA RETENTIEI iN MECANISMUL DE SEPARARE
CROMATOGRAFICA BAZAT PE INTERACTII HIDROFILE

2.3.3. Influenta temperaturii asupra retentiei unor aminoacizi in mecanismul de
separare cromatografica bazat pe interactii hidrofile

In separarile HILIC, temperatura este un parametru cu importante influente asupra
retentiei cromatografice. Relatia dintre factorul de retentie si temperaturd este data de ecuatia
van’t Hoff:

0 0
Ink = —8H' /b 0+ 857/0 +Indp (6)

unde AH° si AS° reprezintd entalpia si entropia de retentie, R constanta gazelor(8.314 J/mol*K),
T temperatura in grade Kelvin iar ¢ raportul de volume al celor doua faze.

Desi variatiile timpilor de retentie in functie de temperaturd nu sunt semnificative, se
observa trei comportamente ale compusilor analizati folosind faze mobile ce contin acetonitril sau
metanol drept modificator organic, atunci cand temperatura coloanei cromatografice creste:
timpul de retentie scade pentru fenilalanind si histidind, creste pentru triptofan iar in cazul
tirozinei retentia creste intre 20 si 30°C si scade intre 30 si 50°C. In cazul tirozinei, reprezentarea

grafica a comportamentului acesteia urmeaza o forma de “U”, sugerand schimbarea mecanismului
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de retentie in jurul temperaturii de 30°C, posibil de la un mecanism de partitie (intre 20 si 30°)
spre un mecanism de schimb ionic (intre 30 si 50°), similar comportarii cromatografice la
influenta concentratiei de modificator organic. In toate cazurile analizate, timpii de retentie au fost
mai mici pentru metanol decat pentru acetonitril, aspect detaliat in capitolul 2.1.

Valorile In k, calculate pentru toti compusii studiati au fost reprezenate grafic in functie
de inversul temperaturii coloanei cromatografice (1/T). O parte din aceste dependente, pot fi
modelate matematic de o functie liniara de forma:

Ink=A+B-1/T (7)
cat si de o functie polinomialad de gradul doi de forma:

Ink=A+B1-1/T +B2-(1/T)? (8)

Pe baza datelor obtinute prin reprezentarea grafica a logaritmului natural al factorului de
retentie in functie de inversul temperaturii absolute se pot estima valorile AH®, in cazul
dependentelor lineare. Valorile variatiei de entalpie standard se pot estima in mecanismul HILIC
folosind valorile calculate ale pantei (B), AH°=-ReB. Astfel, pentru triptofan, in cazul in care
faza mobila contine 80% acetonitril, AH® =8,979 kJ/mol si in cazul in care faza mobila confine
75% acetonitril AH® =7,050kJ/mol. in cazul in care AH® este mai mare ca zero, procesul de
retentie poate fi considerat ca fiind endoterm.

Figura 10 si tabelul 9 redau representarile grafice si parametrii de regresie in cazul in care
logaritmul natural al factorului de retentie este reprezentat grafic in functie de inversul
temperaturii absolute folosind o functie polinomiala de gradul doi.

Forma curbata a reprezentarilor grafice ale logaritmului natural al factorului de retentie in
functie de inversul temperaturii absolute este atribuitd unei retentii cromatografice realizate atat
prin procese de partitie cat si prin unele mecanisme secundare suprapuse acestora, cel mai
probabil interactii ionice[33].

Dependente care redau abateri de la liniaritatea van’t Hoff sunt raporate in literatura de

specialitate, in unlele cazuri de mecanism de faza inversa [15,16].
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Fig.10. Reprezentarile polinomiale ale logaritmului natural al factorului de retentie in functie de
inversului temperaturii absolute de tip sulfobetainic cand faza mobild contine 80% si 75% acetonitril
pentru fenilalaning, triptofan, tirozind, histidind
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Tabel 8. Valorile parametrilor de regresie pentru reprezentarile polinomiale ale logaritmului natural
al factorului de retentie in functie de inversului temperaturii absolute cand faza mobila contine 80% si
75% acetonitril pentru fenilalaning, triptofan, tirozind, histidina
Fenilalanina Triptofan Tirozina Histidina

80%ACN 75%ACN 80%ACN 75%ACN 80%ACN 75%ACN 80%ACN 75%ACN
A 5,561 1,179 3,496 1,4342 - - -6,8486 -7,038
B, | -3,18110° | -6,03310° | -1,478-10° | -2,472:10> | - - 5,264¢10° 527710°
B, | -5211:10° | 1,47410° | 2,087-10° [ 0,249-10° | - - -7,333:10° | -7,2186°10°
R> | 0,975 0,801 0,914 0,935 - - 0,983 0,934

Deviatiile de la legea van’t Hoff sunt comune in cadrul mecanismului de separare
cromatografica HILIC [34] Acestea se pot datora fie diferitelor forme ale compusilor implicati in
separare, forme existente in faza mobila, care vor fi implicate In interactii multiple cu suprafata
polara a fazei stationare (interactii ion-ion, ion-dipol, dipol-dipol). De exemplu, in cazul
histidinei, aceasta poate prezenta mai multe forme protonate/deprotonate, in functie de pH-ul
fazei mobile (Figura 11). La un pH ~ 7 pentru o componentd apoasd datd de solutia de
concentratie de 10mM CH3COONH; folosita in studiu, histidina poate avea cel putin doud forme

disociate, care vor interactiona diferit cu gruparile polare de pe suprafata fazei stationare.

% Composition

Fig.11. Forme moleculare ale histidinei la diferite valori ale
pH-ului.
Pentru comparatie, in a doua parte a acestui studiu s-a urmarit influenta temperaturii unei

coloane cromatografice umpluta cu o faza stationara de tip silice nemodificata chimic asupra
retentiei cromatografice a histidinei (cel mai puternic retinut compus) cand faza mobild contine
75% acetonitril ca modificator organic si 10 mM acetat de amoniu in faza apoasa. Desi
comportamentul acesteia este acelasi, datele experimentale sugereaza interactii mai putermice ale
analitului cu aceasta faza stationara decat in cazul folosirii unei faze stationare de tip

sulfobetainic.
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2.3.4. Influenta temperaturii asupra retentiei unor dipeptide in mecanismul de
separare cromatografica bazat pe interactii hidrofile

In cazul tuturor compusilor studiati se observa o descrestere a timpului de retentie cu
cresterea temperaturii fazei stationare, comportament considerat clasic pentru separarile
cromatografice ce folosesc mecanisme bazate pe interactii hidrofile. Acest comportament indica
faptul ca procesul de transfer al acestor analiti hidrofili din faza mobila catre faza stationara este
un proces exoterm, favorizat de temperaturi joase [9].

In cazul in care reprezentarile grafice ale logaritmului natural al factorului de retentie in
functie de inversul temperaturii absolute pot fi modelate matematic dupd o functie liniara,
mecanismul de retentie este datorat fenomenelor de partitie a anatilor intre faza mobila bogata in
componentd organicd si startul apos adsorbit la suprafata fazei stationare [6]. Astfel de
dependente apar in cazul glicil-l-fenilalaninei cand faza mobile contine 75% modificator organic
si pentru glicil-lI-leucina cand faza mobile contine 80% modificator organic. Pentru acesti
compusi, valorile AH’ calculate (folosind relatia prezentata in Capitolul 2.3.3.) au fost de -9,926
kJ/mol in cazul glicil-I-fenilalaninei si -8,837 kJ/mol in cazul glicil-I-leucinei.

In cazul in care s-au realizat reprezentari grafice ale logaritmului natural al factorului de
retentie n functie de inversul temperaturii absolute modelate matematic dupa o functie liniara s-
au obtinut valori ale R* mai mari de 0,99 in cazul glicil-l-fenilalaninei si glicil-I-alaninei (pentru
un procent de acetonitril de 75%) si pentru glicil-I-tirozina si glicil-1-leucina (cand faza mobila a
avut 80% modificator organic). In celelalte cazuri, coeficientii de corelatie mai buni decét in
cazul reprezentirilor liniare. In acest caz, in mecanismul de retentie al compusilor intervin si alte
fenomene fata de cele de partitie, posibil atractii electrostatice Intre gruparile sulfonate ale fazei
mobile si cele amino ale analitilor.

A doua parte a acestui studiu isi propune observarea mecanismului de retentie al celor
patru compusi studiati cand coloana cromatograficd este una SeQuant ZIC-HILIC produsd de
Merck, cu dimensiunile 100 mm lungime, 4,6 mm diametru interior si dimensiunea particulelor
de 3,5 um. Pentru toti compusii studiati se poate observa acelasi comportament cromatografic,
timpii de retengie fiind mai mici in cazul folosirii coloanei cromatografice cu dimensiuni mai
mici.

De asemenea, s-a urmdrit mecanismul de retentie pentru trei compusi (glicil-l-

fenilalanind, glicil-1-leucina si glicil-1-tirozina) in cazul folosirii unei faze stationare de tip silice

19



nemodificatd chimic. Timpii de retentie pentru toti compusii sunt mai mari decat in cazul
folosirii unei faze stationare de tip sulfobetainic cu acelasi diametru al particulelor, 5 pm.
Aceasta diferenta se datoreaza faptului ca in cazul fazelor stationare de tip silice stratul apos este
mai subtire, crescand posibilitatea analitilor de a interactiona cu gruparile functionale alea fazei

stationare [35].

2.3.5. Influenta temperaturii asupra retentiei unor compusi polari 1in

mecanismul de separare cromatografica bazat pe interactii hidrofile

Tabel 9. Valorile pK, log K., si ale distributiei sarcinii pe fiecare atom pentru compusii studiati.

Compus pK. log log D|p Sw Sarcind/atom
Kow | (pH=6) | (D) | (mg/L)

Dopamina 0,78 -2,17 2,91 | 1000000

0,68

Acid ascorbic -1,91 -3,75 5,49 | 1000000

Noradrenalind | :@J\/ -1,1 22,90 | 2,06 | 1000000

HO OH
001 001

Atunci cand faza mobila este bogata in componenta organica mecanismul de retentie este
in mare parte cel de partitie hidrofila al analitilor intre faza mobila si stratul apos de la suprafata
fazei stationare. In afari de cazul dopaminei si noradrenalinei cind faza mobila contine 80%
modificator organic si al noradrenalinei cand faza mobila contine 75% modificator organic,
timpii de retentic observati in aceastd parte studiului scad cand temperatura coloanei
cromatografice creste, indicand faptul ca intr-adevar mecanismul dominant este cel al partitiei
hidrofile, proces considerat exoterm [34]. Deviatiile de la acest comportament observate in cazul
dopaminei si noradrenalinei si sunt datorate posibilelor interactii electrostatice de atractie intre
gruparea amino a analitilor §i gruparea sulfonat a fazei mobile dar si a unei posibile modificari a
grosimii stratului apos de la suprafata fazei stationare [36]. Comportamentul celor trei compusi

studiati nu difera atunci cand diametrul particulelor fazei stationare este modificat.
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Doar in cazul noradrenalinei cand faza mobilad contine 75% acetonitril, coeficientul R
pentru reprezentarile liniare ale a valorilor logaritmului natural al factorului de retentie in functie
de inversul temperaturii absolute a fost mai mare de 0,99, putandu-se calcula valoarea variatiei
entalipei standard a procesului de transfer al analitului din faza mobila spre faza stationara, AH’.
Valoarea acestui parametru este -3,326 kJ/mol cand faza stationard folositd are diametrul
particulelor de 5 pm si de -2,507 kJ/mol cand cénd faza stationara folositd are diametrul
particulelor de 3,5 pm, indicand un proces exoterm.

In cazul in care aceleasi date sunt reprezentate printr-o functie polinomiala de gradul II se
obtin valori imbunititite ale coeficientului R?, apropiate de 0,99, cu exceptia dopaminei si
noradrenalinei, desi si in aceste cazuri coeficientii de corelatie sunt mai mari de 0,9. Acest lucru

sugereaza ca desi mecanismul de retentie principal este cel de partitie existd si interactii Intre

analit i faza stationara.
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Fig.11. Reprezentarile liniare ale influentei inversului temperaturii absolute asupra logaritmului natural
al factorului de retentie cdnd faza mobila contine 80% si 75% acetonitrile pentru acid ascorbic, dopamine,
noradrenalind

Pentru comparatie, modificatorul organic a fost inlocuit cu metanol. Dupd cum era de
asteptat, timpii de retentie scad fatd de cazul folosirii acetonitrilului datorita faptului ca metanol
este un solvent polar, protic ce prezinta capacitatea de a dezlocui moleculele de apa din startul
apos de la suprafata fazei stationare [37] In acest caz, timpul de retentie al acidului ascorbic
scade sub timpul mort al coloanei. Acest compus are capacitatea de a forma legaturi de hidrogen
cu faza mobila [23]. Datoritd acestui fapt interactioneaza foarte slab cu faza stationard. Pentru
ceilalti doi compusi timpii de retentie scad, intarind idea ca acesti analiti participa mai degraba la
procese de partitie intre faza mobild si statul apos de la suprafata fazei stationare. Coeficienti de
corelatie mai mari de 0,99 se obtin si in cazul reprezentdrii grafice a logaritmului natural al
factorului de retentie in functie de inversul temperaturii absolute dupd o functie matematica
polinomiald de gradul II, indicand faptul ca interactii secundare existd si in cazul folosirii

metanolului ca modificator organic.

2.4. INFLUENTA SOLVENTULUI PROBEI SI AL VOLUMULUI DE INJECTIE ASUPRA
PARAMETRILOR CROMATOGRAFICI iN MECANISMUL DE SEPARARE BAZAT PE
INTERACTII HIDROFILE FOLOSIND COLOANE UMPLUTE CU FAZE STATIONARE DE
TIP SULFOBETAINIC

Pentru a investiga efectul volumului de injectie in cazul mecanismului ZIC-HILIC,
glicil-l-leucina si glicil-l-alanina au fost utilizate ca compusi test. Pentru acesti compusi, valorile

pK.. log P si ale distributiei sarcinii pe fiecare atom sunt detaliate in Capitolul 2.2.
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In prima parte a studiului solventul probei este chiar faza mobili, ce are componenti
organica acetonitrilul (80%) si componentad apoasa acetatul de amoniu de diferite concentratii
(2,5, 5, 10, 20, 25 mM). Dupa cum se poate observa in Figura 14 valorile timpilor de retentie nu
variaza semnificativ Tn nici unul din cazuri (variatia k nu este mai mare de 0,1). Nici ceilalti
parametrii cromatografici, simetria si eficienta nu variaza semnificativ atunci cand volumul de
injectie creste de la 1 la 20 pl, desi In majoritatea cazurilor simetria urmeaza o tendinta
descendenti pe cind eficienta are tendinta de a creste. In toate cazurile, parametrii

cromatografici au valori mai bune 1n cazul glicil-1-alaninei, compusul ce elueaza ultimul.
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Fig. 12. Influenta volumului de injectie asupra parametrilor cromatografici(k, simetrie, eficienta)
cdnd solventul probei este identic cu faza mobila pentru (a) glicil-l-leucina si (b) glicil-l-alanina.

Pentru a suprima interactiile de tip electrostatic este necesara adaugarea de saruri in faza
mobila. Ecuatiile (9) si (10) redau schematic echilibrele competitive care au loc intre sarurile
fazei mobile, faza stationard de tip sulfobetainic si analit. Acestea disociaza, suprimand
interactiile electrostatice dintre analit (ce poate avea grupdri cationice sau anionice) si faza
stationard de tip sulfobetainic (cu grupari de tip amoniu cuaternar, A", si grupiri de tip sulfonat,

B"), formele picurilor cromatografice imbunatatindu-se.
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(X*Y™) + Silice — A*B~ & Silice — A*Y~ — B X" 9)

Analit* + Silice — ATB~ & Silice — AY — B~ (Analit?) (10)

In cazul in care concentratia de siruri este foarte mica, este posibil ca interactiile
electrostatice dintre moleculele de analit si grupdrile functionale ale fazei stationare sd nu fie
suprimate pe deplin, iar in cazul in care concentratia lor este ridicatd este posibil sd apara
probleme in ceea ce priveste miscibilitatea dintre componenta organica si cea apoasa ale fazei
mobile [38]. De aceea, valoarea optima a concentratiei de acetat de amoniu pentru acest studiu a

fost de 10 mM, in accord cu valori folosite si in alte studii, raportate 1n literatura de specialitate.
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Fig.13. Cromatograme suprapuse pentru amestecul formal din glicil-l-leucina si glicil-l-alanina.
Faza stationara: Sequant ZIC HILIC, diametrul particulelor 5 um
Solventul probei este identic cu faza mobila 80%ACN/20%AcNH4 10 mM;

In a doua parte a acestui studiu, solventul probei este diferit de faza mobila (ce contine
80% acetonitril si 20% acetat de amoniu 20 mM) fiind compus din acetonitril (80%) si diferite
concentratii de acetat de amoniu (2,5, 5, 10, 20 mM).

Variatia concentratiei de saruri din compozitia solventului probei nu modifica parametrii
cromatografici pentru al doilea compus eluat, glicil-l-alanina. Dupa cum se poate observa in
Figura 16, in cazul glicil-I-leucinei se poate observa aparitia unui pic negativ cand concentratia
acetatului de amoniu din compozitia solventului probei creste, acest fapt ducand la scaderea
valorilor simetriei si eficientei atunci cand volumul injectat in coloana cromatografica creste.
Tendinte similare se observa pentru toate cele 4 concentratii ale acetatului de amoniu din
solventul probei. Aceasta observatie demonstreaza faptul ca echilibrele la care participad analitul

in mecanismul de retentie al cromatografiei de lichide bazatd pe interactii hidrofile sunt mai
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sensibile la cresterea volumului de injectie in situatia in care solventul probei este diferit de faza

mobila.

15 § 15 1 12‘5 1‘5 17‘5 Z‘

Fig. 14.Cromatograme suprapuse pentru amestecul formal din glicil-I-leucina si glicil-l-alanind.
Faza stationara: Sequant ZIC HILIC, diametrul particulelor 5 um
Faza mobila: 80%ACN si 20% AcNH,; 20mM iar solventul probei este: 80%ACN/20%AcNH4 10 mM.

2.5. CONCLUZII GENERALE

In cadrul partii experimentale a tezei intitulate “Studii de retentie a unor compusi de
importanta biochimica in cromatografia de lichide prin mecanisme bazate pe interactii
hidrofile’s-a urmarit influenta paramatrilor cromatografici asupra retentiei unor analiti cu
caracter polar in cadrul mecanismului de separare cromatografica bazat pe interactii hidrofile.

Pentru doud clase de compusi, amino acizi (tirozind, histidind, fenilalanind, triptofan) si
dipeptide (glicil-l-fenilalanina, glicil-I-leucind, glicil-I-tirozina, glicil-I-alanind) s-a urmarit
influenta compozitiei fazei mobile(concentratia modificatorului organic si tdria ionicd) si
influenta temperaturii fazei stationare. Pentru acidul ascorbic, dopamind si nordrenalina a fost
urmaritd influenta temperaturii fazei stationare. Influenta solventului probei si a volumului de
injectie a fost urmarita pentru glicil-l-leucind, glicil-l-alanina. Faza mobila a continut acetonitrile
sau metanol ca modificator organic si acetat de amoniu sau formiat de amoniu ca saruri adaugate
in componenta apoasad. Fazele stationare folosite au fost de tip silice nemodificata chimic, sau
modificata cu un ligand de tip sulfobetainic, ce contin o grupare de amoniu cuaternara incarcata
pozitiv si o grupare de tip sulfonate incarcatd negative la capatul distal al ligandului atagat
silicagelului.

In ceea ce priveste influenta modificatorului organic al fazei mobile, rezultate favorabile
au fost obtinute pentru aminoacizi si dipeptide in cazul folosirii acetonitrilului, fatd de cazul
folosirii metanolului. Reprezentarea graficd al logaritmului zecimal al factorului de retentie in

functie de concentratia de modificator organic a avut drept rezultat obtinerea unor grafice curbate
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ce indica un mecanism de retentie mixt, dominat de partitia hidrofild a analitilor intre startul apos
de la suprafata fazei stationare si volumul fazei mobile, in special cand aceasta contine un
procent ridicat de componenti apoasi. In acord cu literatura de specialitate, acestui mecanism se
suprapun interactii electrostatice de atractie sau de respingere intre analit i faza stationara.

Suprimarea interactiilor electrostatice s-a dovedit a avea loc atunci cand concentratia de
saruri adaugate fazei mobile creste, atat la concentratii mari cat si la concentratii scazute de
componentd organicd. Studiul comparativ al ionilor acetat si formiat addugati fazei mobile
demonstreaza ca retentia cromatografica este mai puternic influentata de concentratia de saruri
decat de tipul acestora.

S-a efectuat de asemenea un studiu amplu ce vizeaza influenta temperaturii asupra
procesului de retentie in mecanismul de separare bazat pe interactii hidrofile. Pentru majoriatea
compusilor, timpul de retentie a scdzut odatd cu cresterea temeperaturii fazei stationare,
indiferent de tipul fazei stationare sau de compozitia fazei mobile. Acest fapt indica faptul ca
procesul de transfer al analitilor din faza mobila spre startul apos al fazei stationare este guvernat
de partitie. Deviatii de la acest comportament au avut drept cauza posibile interactii ale analitilor
cu faza stationara suprapuse mecanismului de partitie.

Incercarea de a corela retentia cromatografici in mecanismul ZIC-HILIC cu anumiti
descriptori moleculari(log Kow, log D sau p) ai compusilor investigate nu a dat rezultate
acceptabile datorita diversitatii compusilor studiati.

Deoarece s-a constat ca forma pic-urilor cromatografice si a valorilor simetriei si
eficientei sunt nefavorabile a fost propus un studiu asupra influentei solventului probei si al
volumului de probd injectat in coloana cromatograficd. In cazul in care solventul probei este
identic cu faza mobila rezultate favorabile au fost obtinute pentru volume de injectei de pana la
20uL. In cazul in care solventul probei este diferit de faza mobila pot apirea influente asupra
retentiei primului compus eluat, mai pronuntate in cazul unor volume medii de injectie (pana la
20 pl). De aceea este recomandat ca in cazul in care sunt necesare volume de injectie mari,
solventul probei si fie identic sau cat mai apropiat de faza mobila. In cazul in care acest lucru nu
este posibil, volumul de injectie folosit in separarea crsomatografica ar trebui sa fie cat mai mic.

In concluzie, pentru analitii studiati, in cazul folosirii mecanismului de separare

cromatograficd bazat pe interactii hidrofile sunt prezente doud tipuri de interactii suprapuse:

26



partitia analitilor intre stratul apos aflat la suprafata fazei stationare si volumul fazei mobile si

intercatii electrostatice sau legaturi de hidrogen intre analiti si faza mobila sau faza stationara.
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