
1 
 

UNIVERSITATEA DIN BUCUREȘTI 

FACULTATEA DE CHIMIE 

ȘCOALA DOCTORALĂ ÎN CHIMIE 
 
 

TEZĂ DE DOCTORAT 
 

STUDII DE RETENŢIE A UNOR COMPUŞI DE 

IMPORTANȚA BIOCHIMICĂ ÎN CROMATOGRAFIA DE 

LICHIDE PRIN MECANISME BAZATE PE INTERACŢII 

HIDROFILE 

  

 

Coordonator științific: 

Prof. Dr. VICTOR DAVID 

 

Doctorand: 

TĂNASE MARIA-ANTONIA 

 
Comisia de doctorat: 

Preşedinte: Prof. Dr. Camelia BALA 

Conducător de doctorat: Prof. Dr. Victor DAVID 

Referenți oficiali: 1. Profesor Dr. Andrei Medvedovici, de la Universitatea din Bucureşti  

2. Profesor Dr. Ionel Ciucanu, de la Universitatea de Vest Timişoara 

   3. Profesor Dr. Ion Ion, de la Universitatea Politehnica din Bucureşti 
2021 



2 
 

CUPRINS 
Introducere           4 

1.1. INTRODUCERE ÎN TEORIA MECANISMELOR DE RETENŢIE ÎN 

CROMATOGRAFIA DE LICHIDE        8 

1.1.1. Clasificarea metodelor în cromatografia de lichide după principiul de bază  8 

1.1.2. Modelarea retenţiei cromatografice folosind echilibrul de partiţie lichid-lichid 13 

1.1.3. Modelarea retenţiei cromatografice folosind echilibrul de adsorbţie lichid solid 15 

1.1.4. Alte tipuri de echilibre în cromatografia de lichide     17 

1.2. FAZE STAŢIONARE UTILIZATE ÎN MECANISMELE DE SEPARARE HILIC ŞI ZIC-

HILIC            18 

1.2.1. Faze staționare nemodificate chimic       19 

1.2.2. Faze staționare modificate chimic       19 

1.3. PREZENTAREA MECANISMELOR DE SEPARARE HILIC ȘI ZIC HILIC  30 

1.3.1. Contribuția stratului apos imobilizat la suprafața fazelor staționare   30 

1.3.2. Contribuția interacțiilor electrostatice       34 

1.3.3. Contribuția legaturilor de hidrogen       35 

1.3.4. Mecanisme de retenție cromatografică in HILIC ȘI ZIC-HILIC   37 

1.4. MODELAREA RETENŢIEI ÎN HILIC ŞI ZIC HILIC     41 

1.4.1. Influenţa solventului organic din componenţa fazei mobile    41 

1.4.2. Influenţa tăriei ionice a fazei mobile       42 

1.4.3. Influenţa pH-ului fazei mobile        43 

1.4.4. Influenţa temperaturii coloanei cromatografice     43 

1.5. APLICAȚII CURENTE ALE MECANISMULUI CROMATOGRAFIC BAZAT PE 

INTERACȚII HIDROFILE LA SEPARAREA DE COMPUȘI POLARI   45 

2.1. STUDIU DE RETENȚIE A UNOR AMINO-ACIZI FOLOSIND COLOANE UMPLUTE 

CU FAZE STAȚIONARE DE TIP SULFOBETAINIC ÎN MECANISMUL DE SEPARARE 

CROMATOGRAFICĂ BAZAT PE INTERACȚII HIDROFILE    49 

2.1.1. Caracterizarea compușilor studiați       49 

2.1.2. Cadrul experimental         50 

2.1.3. Influenţa modificatorului organic al fazei mobile asupra retenţiei cromatografice 51 

Problematica studiului         51 



3 
 

Condiții cromatografice         51 

Rezultate și discuții          52 

Concluzii           60 

2.1.4. Influența tăriei ionice a fazei mobile asupra retenţiei cromatografice   61 

Problematica Studiului         61 

Condiții cromatografice         61 

Rezultate și discuții          62 

Concluzii           66 

2.1.5. Concluzii generale         66 

2.2. STUDIU DE RETENȚIE A UNOR DIPEPTIDE FOLOSIND COLOANE UMPLUTE CU 

FAZE STAȚIONARE DE TIP SULFOBETAINIC ÎN MECANISMUL DE SEPARARE 

CROMATOGRAFICĂ BAZAT PE INTERACȚII HIDROFILE    67 

2.2.1.Caracterizarea compușilor studiați       67 

2.2.2.Cadrul experimental         69 

2.2.3. Influenţa modificatorului organic al fazei mobile asupra retenţiei cromatografice 69 

Problematica studiului         69 

Condiții cromatografice         69 

Rezultate și discuții          70 

Concluzii           78 

2.2.4. Influența tăriei ionice a fazei mobile asupra retenţiei cromatografice   79 

Problematica Studiului         79 

Condiții cromatografice         79 

Rezultate și discuții          79 

Concluzii           83 

2.2.5. Concluzii generale         83 

2.3. INFLUENȚA TEMPERATURII ASUPRA RETENȚIEI ÎN MECANISMUL DE 

SEPARARE CROMATOGRAFICĂ BAZAT PE INTERACȚII HIDROFILE  84 

2.3.1. Caracterizare compuși studiați        84 

2.3.2.Cadrul experimental         85 

2.3.3. Influența temperaturii asupra retenției unor aminoacizi în mecanismul de separare 

cromatografică bazat pe interacții hidrofile       86 



4 
 

Problematica studiului         86 

Condiții cromatografice         86 

Rezultate și discuții          87 

Concluzii           100 

2.3.4. Influența temperaturii asupra retenției unor dipeptide în mecanismul de separare 

cromatografică bazat pe interacții hidrofile       101 

Problematica studiului         101 

Condiții cromatografice         101 

Rezultate si discutii          102 

Concluzii           114 

2.3.5. Influența temperaturii asupra retenției unor compuși polari în mecanismul de separare 

cromatografică bazat pe interacții hidrofile       115 

Problematica studiului         115 

Condiții cromatografice         115 

Rezultate și discuții          116 

Concluzii           128 

2.3.6. Concluzii generale         129 

2.4. INFLUENŢA SOLVENTULUI PROBEI ȘI AL VOLUMULUI DE INJECȚIE ASUPRA 

PARAMETRILOR CROMATOGRAFICI ÎN MECANISMUL DE SEPARARE BAZAT PE 

INTERACȚII HIDROFILE FOLOSIND COLOANE UMPLUTE CU FAZE STAȚIONARE DE 

TIP SULFOBETAINIC         131 

Problematica studiului         131 

Cadrul experimental și condiţii cromatografice      131 

Rezultate și discuții          132 

Concluzii           140 

2.5. CONCLUZII GENERALE        142 

ARTICOLE PUBLICATE         144 

CONFERINȚE STIINȚIFICE        145 

Bibliografie           146 

 



5 
 

Partea experimentală 

2.1. STUDIU DE RETENȚIE A UNOR AMINO-ACIZI PE COLOANE UMPLUTE CU FAZE 

STAȚIONARE DE TIP SULFOBETAINIC ÎN MECANISMUL DE SEPARARE 

CROMATOGRAFICĂ BAZAT PE INTERACȚII HIDROFILE 

 
2.1.3. Influenţa modificatorului organic al fazei mobile asupra retenţiei 

cromatografice 
Tabel 1. Valorile pKa, log Kow, log D (pH=6), µ, Sw şi ale distribuției sarcinii pe fiecare atom pentru 
aminoacizii studiați. 

Aminoacid 
pka log 

Kow 
log D 

(pH=6) 
µ 

(D) 
Sw 

(mg/L) 
Sarcină/atom 

-NH2 -COOH 

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

 

Fenilalanină 9,477 -1,28 -1,28 -1,18 2,22 3026,8 

 

Tirozină 9,125 -1,76 -1,76 -1,49 3,56 94372 

 

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

 
 

Retenţia compuşilor studiaţi este mai puternică în cazul folosirii acetonitrilului decât în 

cazul folosirii metanolului drept componentă organică în faza mobilă, după cum se poate observa 

în Figura1. O posibilă explicaţie pentru acest comportament ar fi dezintegrarea stratului apos de 

la suprafaţa fazei staţionare. Practic, moleculele de apă sunt înlocuite de moleculele de metanol, 

solvent protoic ce prezintă o capacitate mai mare de a forma legături de hidrogen creând o fază 

staţionară mai hidrofobă [1]. Pe de alta parte, puterea de eluţie a acetonitrilului este mai mică 

decât cea a metanolului având drept consecinţă timpi de retenţie mai mari [2].  
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Fig.1. Cromatograme suprapuse pentru tirozină. 

Faza staționară:Sequant ZIC-HILIC, d.p.5μm; faza mobilă: (a)80%ACN și 20% AcNH4 10 mM și 
(b) 80%MeOH și 20% AcNH4 10 mM 

Complexitatea mecanismului de retenție în cromatografia de lichide bazată pe interacții 

hidrofile este evidențiată de comportamentul diferit al analiților studiați când faza mobilă conține 

modificatori organici diferiți. În cazul folosirii acetonitrilului drept componentă organică se 

observă o scădere a timpilor de retenţie direct proporţională cu scăderea procentului de 

componentă organică, comportament tipic pentru separările HILIC, pe când în cazul metanolului 

timpul de retenţie scade pentru tot intervalul studiat în cazul tirozinei; pe când în cazul celorlalţi 

compuşi, pentru procente de modificator organic între 70 şi 55% tendinţa este scădere, urmată de 

o creştere în domeniul 40-30% sau 40-50% (în cazul triptofanului). În intervalul 55-40% valorile 

timpilor de retenţie pentru histidină, fenilalanină şi triptofan variază. Acest comportament este 

cauzat de creşterea concentraţiei de săruri din faza mobilă ce poate modifica valorile pKa-ului 

compuşilor sau la disocierea grupărilor silanol reziduale de la suprafaţa silicei. 

Si
O

Si
CH2

N+

CH2

CH2 CH2

SO3
-

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3  
Fig.2. Structura chimică a fazei staţionare de tip sulfobetainic 

Valorile log k calculate pentru toţi compuşii studiaţi şi diferite compoziţii ale fazei 

mobile utilizate în experimentele efectuate au fost reprezentate grafic în funcţie de procentul de 

modificator organic din faza mobilă. Aceste dependenţepot fi modelate matematic de o funcţie 

polinomială de gradul doi, de forma : 
221log mm CBCBAk ⋅+⋅+=         (1) 

În care A, B1 şi B2 sunt parametrii de regresie polinomială calculaţi cu ajutorul 

programului Origin iar Cm reprezinta procentul de componentă organică din faza mobilă. 

Valorile acestor parametrii sunt redați în Tabelul 2. După cum se poate observa, aceste regresii 

polinomiale de gradul doi sunt caracterizate de coeficienţi de corelaţie buni, mai mari de 0,9. 
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(a) (b) 

(c) (d) 

Fig.3. Influența procentului de ACN asupra factorului de retenție pentru (a) triptofan, (b) 
fenilalanină, (c) tirozină, (d) histidină. 

 
Tabel.2. Parametrii de regresie pentru ACN ca modificator organic. 
ACN Triptofan  Fenilalanină Tirozină Histidină 
A -0,0621 -0,6526 -0,6458 -0,15944 
B1 -0,0319 -0,0169 -0,01273 -0,01801 
B2 4,2177*10-4 3,1718*10-4 3,0619*10-4 3,7164*10-4 
R2 0,9999 0,9992 0,9999 0,9997 

Dependenţe polinomiale, în formă de U, sunt raportate în literatura de specialitate, atât 

pentru mecanisme de faza inversă, cât și pentru mecanisme bazate pe interacții hidrofile. Acestea 

sunt caracterizate de un punct minim situat în intervalul studiat de fază mobilă, sau în afara 

intervalului. Aceste curbe de eluție sunt descrise de ecuația (1), menționată anterior. În aceasta 

ecuație A reprezintă intersecţia, adică valoarea extrapolată a factorului de retenție k ce 

corespunde unei faze mobile ce conţine 100% componentă apoasă, parametru notat de regulă cu 

kw. Din punct de vedere matematic, această curbă este caraterizată de un minim, notat cu log kmin 

, ce se poate obţine punând condiţia matematică 0)log(
=

∂
∂

mC
k . Acest punct minim de pe curba de 

eluție este caracterizat de o anumită valoare a concentraţiei de modificator organic, (Cm)min şi o 

valoare minimă a log k, obţinute utilizând următoarele ecuaţii: 

(𝐶𝑚)𝑚𝑖𝑛 =  − 𝐵1
2𝐵2

        (2) 

  𝑙𝑜𝑔 𝑘𝑚𝑖𝑛 = 𝐴 − 𝐵12

4𝐵2
        (3) 

Valorile calculate pentru mărimile din ecuațiile de mai sus, pentru curbele de eluție în 

formă de U, sunt redate în tabelul următor.  
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Tabel.3. Parametrii curbelor de eluție în formă de “U” pentru aminoacizii studiați. 
Compus Tirozină Histidină Fenilalanină Triptofan 

Modificator Organic Acetonitril 
log kw -0,062 -0,652 -0,645 -0,159 

(Cm)min 21,054 24,217 25,225 36,755 
log kmin -0,779 -0,376 -0,853 -0,510 

Modificator Organic Metanol 
log kw -0,019 -0,427 -0,418 -0,053 

(Cm)min 45,690 39,062 30,090 40,350 
log kmin -0,293 -0,602 -0,508 -0,2547 

Conform literaturii de specialitate, în cazul în care retenția cromatografică este descrisă 

de modelul partiției hidrofile, reprezentarile grafice ce redau dependența retenției de procentul de 

modificator organic este redată de ecuația (4) 

φSkk w −= loglog          (4) 

Unde ϕ reprezintă fracția de volum a solventului tare (în acest caz apa) din faza mobilă, S este 

panta rezultată în urma unei reprezentări grafice conform unui model de regresie liniară, iar log 

kw este retenția pentru o fază mobilă ce conține 100% componentă apoasă. Reprezentarea grafică 

log k vs fracția de volum ar trebui să fie o linie dreaptă pentru mecanismul de partiție.  

Daca retenția se datoreaza adsorpției, atunci ecuația cea mai potrivită este Snyder – 

Soczewinski: 

φlogloglog
w

S
B n

Akk −=
        (5) 

Unde ϕ reprezintă fracția de volum a solventului tare din faza mobilă, log kB este retenția 

folosind doar solventul B, AS și nw sunt ariile secțiunii transversale ocupate de molecula 

analitului la suprafață și molecula solventului (raportul AS/nW poate fi considerat o constantă ce 

poate fi estimată din reprezentarea grafica log k vs log ϕ). În acest caz, reprezentarea grafică log 

k vs log ϕ ar trebui să fie descrisă de o linie dreaptă, pentru a confirma un mecanism de 

adsorpție[24].  

Mecanismul de retenție pentru cei patru compuși a fost investigat pe baza celor două 

modele teoretice. Dupa cum se poate observa în Figura 3, pentru acetonitril, dependențele log k 

vs conținutul componentei organice se pot reprezenta după o ecuație polinomială. În Figura 4 

sunt reprezentate grafic valorile logaritmului zecimal al factorului de retenție în funcție de 

logarimtul zecimal al conținutului de fază apoasă pentru cazurile în care modificatorii organici ai 

fazei mobile sunt acetonitrilul sau metanolul. Aceste reprezentări grafice pot fi considerate 

polinomiale pentru toți compușii studiați.  
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Deoarece atât reprezentările grafice log-lin cât și cele log-log sunt descrise de funcții 

polinomiale, putem conclude că analiții sunt reținuti atât prin interacții directe cu faza staționară 

(mecanism de adsorpție) cât și indirecte prin partiția către stratul apos de la suprafața fazei 

staționare [25]. 

1.45 1.50 1.55 1.60 1.65 1.70 1.75 1.80 1.85
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Fig.4. Dependentețe log k versus log (conținut fază apoasă) pentru amino acizi când 

modificatorul organic al fazei mobile este (a) acetonitrilul și (b) metanolul 
Parametrii pic-urilor cromatografici nu variază semnificativ în cazul modificării 

procentului de modificator organic al fazei mobile nici în cazul acetonitrilului nici în cazul 

metanolului. Cu toate acestea, în majoritatea cazurilor, valorile simetriei sunt mai mici ca 1, 

indicănd aparitia fenomenului de “tailing”, iar eficiența procesului cromatografic urmează o 

tendință de creștere când procentul de modificator organic scade. 

Atât în cazul acetonitrilului cât și în cazul metanolului eficiența și simetria pic-urilor 

cromatografice se îmbunătățesc când procentul de componentă organică scade, și în consecință 

cantitatea de săruri crește, datorită suprimării interacțiilor electrostatice între grupările 

funcționale ale analiților și cele ale fazei staționare [26, 27].  

 

2.1.4. Influența tăriei ionice a fazei mobile asupra retenţiei cromatografice 

Tăria ionică a fazei mobile este un parametru ce afectează retenția in HILIC, prezența 

sărurilor în faza mobilă influențează efectele electostatice, atât pe cele de atracție cât si pe cele 

de repulsie. Creșterea concentrației de sare din faza mobilă duce la scăderea retenției dacă 

aceasta este influențată de interacții de schimb ionic de atracție sau la creșterea retenției dacă 

apar repulsii electrostatice [7]. În cazul folosirii unei faze mobile bogată în componentă organică, 

mecanismul de retenţie nu este influenţat semnificativ de concentraţia acetatului de amoniu 

adăugat fazei mobile. Cu toate acestea, timpul de retenţie scade semnificativ pentru histidină, 

mai puţin accentuat pentru triptofan, creşte pentru fenilalanina şi tirozina în intervalul 2,5-10mM 

şi scade în intervalul 10-20mM. Scăderea timpilor de retenţie ai tirozinei şi fenilalaninei pentru 
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intervalul de concentraţie 10-20 mM se datorează faptului că ionii disociaţi ai sărurilor 

acţionează că agenţi de titrare pentru contraionii fazei staţionare [28].  

În intervalul de concentraţie studiat, în cazul unei faze mobile ce conține mai puțină 

componentă organică, timpii de retenție sunt mai mici (mai ales în cazul histidinei) și nu se poate 

observa nicio tendință de creștere sau scădere a timpilor de retenţie în funcție de concentrația de 

săruri adaugată componentei apoase a fazei mobile pentru niciun compus. În cazul în care 

retenţia in HILIC este bazată pe un mecanism de schimb ionic, reprezentarea grafică a factorului 

de retenţie în funcţie de valoarea reciprocăi concentraţie de sare din componenta apoasă a fazei 

mobile ar trebui să fie descrisă de o funcţie liniară. Pentru cazul în care faza mobilă a conținut un 

procent ridicat de componentă organică, graficele k vs 1/[AcNH4] pot fi descrise de o funcţie 

liniară (Fig.5(a)) ceea ce ar putea indica faptul că mecanismul de retenţie dominant este de 

adsorbţie bazat pe schimb ionic. În cazul în care faza mobilă a conținut un procent scăzut de 

component organic, graficele k vs 1/[AcNH4] nu sunt descrise de o dependenţă lineară, 

(Fig.5(b)), mecanismul dominant nemaifiind bazat pe schimb ionic ci mai degrabă un mecanism 

mixt cu influenţe atât din mecanisme de partiţie cât şi de aborbţie [5]. 

(a) (b) 

Fig.6. Influența inversului concentrației de acetat de amoniu asupra factorului de retenție la o 
concentrație a fazei mobile de (a) 80%ACN și (b)40% ACN pentru cei patru aminoacizi studiați. 

Asemănător studiului efectelor modificatorului organic asupra retenţiei, nici în cadrul 

acestui studiu nu se observa variaţii ale simetriei sau eficienţei pic-urilor cromatografice. În cazul 

unei faze mobile bogată în componenţa organică, în afară de histidină, pentru toţi ceilalţi 

compuşi valorile simetriei sunt mai mari ca 1, specific fenomenului de “fronting”. În literatura de 

specialitate acest fenomen este descris ca fiind cauzat de modificarea stratului apos de la 

suprafața fazei staționare [29]. În restul cazurilor, valorile simetriei sunt mai mici ca 1, indicând 

mecanisme multiple în procesul cromatografic. Creşterea pronunţată  valorilor eficenței în cazul 
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în care faza mobilă conţine 40% modificator organic în componenţa subliniază suprimarea de 

către săruri a interacţiilor electrostatice prezente.  

2.2. STUDIU DE RETENȚIE A UNOR DIPEPTIDE PE COLOANE UMPLUTE CU FAZE 

STAȚIONARE DE TIP SULFOBETAINIC ÎN MECANISMUL DE SEPARARE 

CROMATOGRAFICĂ BAZAT PE INTERACȚII HIDROFILE 

2.2.3. Influenţa modificatorului organic al fazei mobile asupra retenţiei 

cromatografice  
Tabel 4. Valorile pKa, log Kow, log D (pH=6), µ, Sw şi ale distribuției sarcinii pe fiecare atom pentru compușii 
studiați. 

 pKa 
log 
Kow 

log D 
(pH=6) µ(D) Sw 

(mg/L) Sarcină/atom 

Glicil-l-
fenilalanină 

 

0,03 -2,29 5,42 1541 

 

Glicil-l-tirozină 

 

-0,45 -2,6 5,08 12350 

 

Glicil-l-leucină 

 
 

 

-0,43 -2,69 4,64 4229 

 

Glicil-l-alanină 
 

 

-1,61 -3,95 4,74 104300 

 
 

Mecanismul de retenție în HILIC este bazat pe distribuţia diferenţială a moleculelor de 

analit între faza mobilă şi stratul apos de la suprafaţa fazei staţionare. Cu cât hidrofilicitatea 

analiților creşte, echilibrul de partiție este deplasat spre dreapta iar analiții sunt reţinuţi mai 
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puternic [9]. De asemenea, cu cât valoarea momentului de dipol este mai mică, cu atât timpii de 

retenție ar trebui să fie mai mici [19]. În studiul celor patru dipeptide prezentate, se poate observa 

că timpii de retenție cresc în ordinea valorilor log kow și log D și invers fața de valorile 

momentului de dipol: glicil-l-fenilalaniă, glicil-l-tirozină, glicil-l-leucină, glicil-l-alanină pentru 

compoziții ale fazei mobile cuprinse între 55-70% acetonitril. Între 70-80% acetonitril ordinea de 

eluţie este inversată între glicil-l-tirozină şi glicil-l-leucină fiind posibil ca la procente mari de 

modificator organic valoarea pka-ului analiților să se schimbe faţă de valoarea acestuia în soluţie 

apoasă [30].  

În cazul folosirii acetonitrilului drept modificator organic, retenţia analiților scade odată 

cu creşterea procentului de componentă organică, comportament specific separărilor HILIC. Cu 

cât procentul de solvent organic din faza mobilă creşte, cu atât apa este mai puternic adsorbită la 

suprafaţa fazei sationare hidrofile, favorizând partiţia lichid-lichid cu faza mobilă [31]. În cazul 

glicil-l-leucinei şi glicil-l-alaninei, pentru compoziţii ale fazei mobile cu mai puţin de 55% 

modificator organic, timpul de retenție scade sub timpul mort al coloanei, indicând interacţii mai 

puternice ale analitului cu faza mobilă decât cu faza staţionară.  

Figura 8 prezintă reprezentarea grafică a valorilor calculate ale logaritmului zecimal al 

factorului de retenție în funcţie de procentul de modificator organic din faza mobilă pentru glicil-

l-fenilalanină şi glicil-l-tirozină. Aceste dependențe pot fi modelate după o funcţie polinomială 

de gradul 2, cu coeficienţi de corelaţie mai mari de 0.9, indicând prezenţa şi a altor mecanisme 

de retenţie secundare, asociate adsorbției, în special legături de hidrogen şi interacţii ionice 

[24,32].   

  

Fig.7. Influența procentului de ACN asupra factorului de retenție pentru glicil-l-fenilalanină si glicil-
l-tirozină în cazul folosirii unei faze staționare de tip amfionic. 
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Tabel.5. Parametrii de regresie pentru ACN ca modificator organic în 
cazul folosirii unei faze staționare de tip amfionic 

 
Glicil-l-fenilalanină Glicil-l-tirozină 

A -2,05561 -1,4985 

B1 0,034 -0,0186 

B2 -7,420*10-5 9,0282*10-5 

R2 0,987 0,986 

În cazul înlocuirii acetonitrilului cu metanolul ca modificator organic al fazei mobile, 

pentru glicil-l-fenilalanină şi glicil-l-tirozină, retenţia este mai slabă, deşi în cazul ambilor 

compuşi studiaţi comportamentul este asemănător, în sensul în care retenţia scade odata cu 

scăderea procentului de modificator organic. Valorile calculate pentru mărimile din ecuațiile (2) 

și (3) detaliate în capitolul anterior, pentru curbele de eluție în formă de “U” ale glicil-l-

fenilalaninei și glicil-l- tirozinei, în cazul în care faza mobilă conține acetonitril sau metanol ca 

modificator organic, sunt redate în tabelul urmator.  
Tabel.6. Parametrii curbelor de eluție în formă de “U” pentru dipeptidele studiate. 

Compus Glicil-l-fenilalanină Glicil-l-tirozină 
Modificato organic Acetonitril 

log kw -2,055 -1,498 
(Cm)min 22,91 9,960 
log kmin -1,665 1,587 

Modificator organic Metanol  
log kw -2,017 -1,771 

(Cm)min 23,220 23,610 
log kmin -1,797 -2,015 

 La fel ca în cazul aminoacizilor influența modificatorului organic a fost studiată prin 

modelarea datelor conform ecuațiilor (4) și (5).  

Reprezentările grafice de tip log-lin cât și cele log-log ,  pot fi considerate polinomiale 

pentru dipeptidele studiate, confirmând prezența unor mecanisme de retenție multiple, atât de 

tipul partiției hidrofile cât și de tipul adsorpției.  

Timpii de retenţie sunt mai mari în cazul folosirii unei faze staţionare de tip silice decât în 

cazul folosirii unei faze staţionare de tip sulfobetainic. Această observaţie are la baza faptul că 

interacţiile între compuşii studiaţi şi acest tip de fază staţionară sunt mai puternice. 

 
Fig.8. Structura chimică a fazei staționare de tip silice nemodificată chimic. 



14 
 

 

Tabel.7. Parametrii de regresie pentru ACN ca modificator organic în cazul folosirii unei 
faze staționare de tip silice.  

 
Glicil-l-fenilalanină Glicil-l-tirozină Glicil-l-leucină Glicil-l-alanină 

A -0,006 -0,0119 0,1646 -0,0223 

B1 -0,00558 -0,0031 -0,0193 -0,0113 

B2 1,9916*10-4 2,1086*10-4 3,5613*10-4 3,4186*10-4 

R2 0,985 0,992 0,990 0,996 

Pentru toţi cei patru compuşi se observă coeficienţi de corelaţie mai mari decât în cazul 

folosirii unei fazei staționare de tip sulfobetainic, indicând interacţii suplimentare puternice între 

analiti şi faza staţionare, cel mai probabil cauzate de faptul ca stratul apos este mai vast în cazul 

acestui tip de fază staționară, datorită unei concentrații mai mari de grupari silanol polare față de 

fazele staționare modificate chimic. Această particularitate permite procese de partiție mai 

pronunțate. 

 

2.2.4. Influența tăriei ionice a fazei mobile asupra retenţiei cromatografice 

Mecanismul de retenţie HILIC este influenţat puternic de contribuţia tăriei ionice a fazei 

mobile. Prezenţa sărurilor în faza mobilă influenţează interacțiile electrostatice între analit şi faza 

staţionară. Cele mai des utilizate săruri în HILIC sunt acetatul de amoniu şi formiatul de amoniu 

datorită solubilităţii crescute a acestora în solventul fazei mobilă.  

Din datele experimentale obținute se observă că că timpul de retenție este mai mare în 

cazul folosirii formiatului de amoniu decât în cazul folosirii acetatului de amoniu, puterea de 

eluţie a ionului acetat este mai mică decât cea a ionului formiat [9]. 

În general, creşterea concentraţiei de săruri din faza mobilă are drept consecinţă scăderea 

interacţiilor electrostatice în cazul în care este folosită o fază staţionară de tip sulfobetainic în 

separarea analiților ce pot ioniza. Deoarece tendinţa tuturor compuşilor analizaţi este de creştere 

a timpului de retenție este posibil să existe interacții de tipul repulsiilor electrostatice între 

gruparea SO3
- aparţinând fazei staţionare şi grupările carboxil deprotonate ale analiților.  

Întrucat reprezentarea grafică k vs 1/[AcNH4] (Figura 9) nu este descrisă de o funcție 

liniară pentru niciunul din compuși, interacțiile de schimb ionic nu sunt cele care contribuie cel 

mai puternic la mecanismul de retenție.  
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Acetat de amoniu 

(a) (b) 

Formiat de amoniu 

(a) (b) 

Fig.9. Influența inversului concentrației de săruri asupra factorului de retenție la o concentrație de (a) 
80%ACN si (b)75% ACN pentru cei patru compusi studiați. 

 

2.3. INFLUENȚA TEMPERATURII ASUPRA RETENȚIEI ÎN MECANISMUL DE SEPARARE 

CROMATOGRAFICĂ BAZAT PE INTERACȚII HIDROFILE 

2.3.3. Influența temperaturii asupra retenției unor aminoacizi în mecanismul de 

separare cromatografică bazat pe interacții hidrofile 

În separarile HILIC, temperatura este un parametru cu importante influențe asupra 
retenției cromatografice. Relația dintre factorul de retenție și temperatură este dată de ecuația 
van’t Hoff: 

ln k = −∆H0
RT� + ∆S0

R� + lnϕ                                            (6) 

unde ΔH° si ΔS° reprezintă entalpia și entropia de retenție, R constanta gazelor(8.314 J/mol*K), 

T temperatura în grade Kelvin iar ϕ raportul de volume al celor doua faze.  

Deşi variațiile timpilor de retenţie în funcţie de temperatură nu sunt semnificative, se 

observă trei comportamente ale compuşilor analizaţi folosind faze mobile ce conțin acetonitril sau 

metanol drept modificator organic, atunci când temperatura coloanei cromatografice creşte: 

timpul de retenţie scade pentru fenilalanină şi histidină, creşte pentru triptofan iar în cazul 

tirozinei retenţia creşte între 20 şi 30oC şi scade între 30 şi 50oC. În cazul tirozinei, reprezentarea 

grafică a comportamentului acesteia urmează o formă de “U”, sugerând schimbarea mecanismului 

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0
 Glicil-l-fenilalanina
Glicil-l-tirozina
 Glicil-l-leucina
 Glicil-l-alanina

k

1/[AcNH4]

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

 Glicil-l-fenilalanina
Glicil-l-tirozina
 Glicil-l-leucina
 Glicil-l-alanina

k

1/[AcNH4]

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45
2

4

6

8

10

12
 Glicil-l-fenilalanina
Glicil-l-tirozina
 Glicil-l-leucina
 Glicil-l-alanina

k

1/[FmNH4]

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0  Glicil-l-fenilalanina
Glicil-l-tirozina
 Glicil-l-leucina
 Glicil-l-alanina

k

1/[FmNH4]



16 
 

de retenție în jurul temperaturii de 30oC, posibil de la un mecanism de partiţie (între 20 şi 30o) 

spre un mecanism de schimb ionic (între 30 şi 50o), similar comportării cromatografice la 

influența concentrației de modificator organic. În toate cazurile analizate, timpii de retenție au fost 

mai mici pentru metanol decât pentru acetonitril, aspect detaliat în capitolul 2.1. 

Valorile ln k, calculate pentru toţi compuşii studiați au fost reprezenate grafic în funcţie 

de inversul temperaturii coloanei cromatografice (1/T). O parte din aceste dependențe, pot fi 

modelate matematic de o funcție liniară de forma: 

𝑙𝑛 𝑘 = 𝐴 + 𝐵 ⋅ 1/𝑇         (7) 

cât și de o funcţie polinomială de gradul doi de forma: 

 𝑙𝑛 𝑘 = 𝐴 + 𝐵1 ⋅ 1/𝑇 + 𝐵2 ⋅ (1/𝑇)2       (8) 

Pe baza datelor obţinute prin reprezentarea grafică a logaritmului natural al factorului de 

retenție în funcţie de inversul temperaturii absolute se pot estima valorile ΔH°, în cazul 

dependențelor lineare. Valorile variaţiei de entalpie standard se pot estima în mecanismul HILIC 

folosind valorile calculate ale pantei (B), ΔH°=-R•B. Astfel, pentru triptofan, în cazul în care 

faza mobilă conţine 80% acetonitril, ΔH° =8,979 kJ/mol şi în cazul în care faza mobilă conţine 

75% acetonitril ΔH° =7,050kJ/mol. În cazul în care ΔH° este mai mare ca zero, procesul de 

retenție poate fi considerat ca fiind endoterm.  

Figura 10 și tabelul 9 redau representările grafice și parametrii de regresie în cazul în care 

logaritmul natural al factorului de retenție este reprezentat grafic în funcție de inversul 

temperaturii absolute folosind o funcție polinomiala de gradul doi.  

Forma curbată a reprezentărilor grafice ale logaritmului natural al factorului de retenție în 

funcţie de inversul temperaturii absolute este atribuită unei retenţii cromatografice realizate atât 

prin procese de partiţie cât şi prin unele mecanisme secundare suprapuse acestora, cel mai 

probabil interacţii ionice[33].  

Dependențe care redau abateri de la liniaritatea van’t Hoff sunt raporate în literatură de 

specialitate, în unlele cazuri de mecanism de fază inversă [15,16].  
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REGRESII POLINOMIALE 

Fenilalanină 

80%ACN 75%ACN 

  
Triptofan 

80%ACN 75%ACN 

  

Tirozină 

80%ACN 75%ACN 

 
 

Histidină 

80%ACN 75%ACN 

 
 

Fig.10. Reprezentările polinomiale ale logaritmului natural al factorului de retenție în funcție de  
inversului temperaturii absolute de tip sulfobetainic când faza mobilă conține 80% și 75% acetonitril 

pentru fenilalanină, triptofan, tirozină, histidină 
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Tabel 8. Valorile parametrilor de regresie pentru reprezentările polinomiale ale logaritmului natural 
al factorului de retenție în funcție de inversului temperaturii absolute când faza mobilă conține 80% și 
75% acetonitril pentru fenilalanină, triptofan, tirozină, histidină 
 Fenilalanină Triptofan Tirozină Histidină 

 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 

B1 -3,181•103 -6,033•102 -1,478•103 -2,472•102 - - 5,264•103 5,277•103 

B2 -5,211•105 1,474•105 2,087•105 0,249•105 - - -7,333•105 -7,2186•105 

R2 0,975 0,801 0,914 0,935 - - 0,983 0,934 

Deviaţiile de la legea van’t Hoff sunt comune în cadrul mecanismului de separare 

cromatografică HILIC [34] Acestea se pot datora fie diferitelor forme ale compuşilor implicaţi în 

separare, forme existente în faza mobilă, care vor fi implicate în interacţii multiple cu suprafaţa 

polară a fazei staţionare (interacţii ion-ion, ion-dipol, dipol-dipol). De exemplu, în cazul 

histidinei, aceasta poate prezenta mai multe forme protonate/deprotonate, în funcţie de pH-ul 

fazei mobile (Figura 11). La un pH ~ 7 pentru o componentă apoasă dată de soluţia de 

concentrație de 10mM CH3COONH4 folosită în studiu, histidina poate avea cel puţin două forme 

disociate, care vor interacţiona diferit cu grupările polare de pe suprafaţa fazei staţionare. 

 
Fig.11. Forme moleculare ale histidinei la diferite valori ale 

pH-ului. 
Pentru comparaţie, în a doua parte a acestui studiu s-a urmărit influența temperaturii unei 

coloane cromatografice umplută cu o fază staţionară de tip silice nemodificată chimic asupra 

retenţiei cromatografice a histidinei (cel mai puternic reţinut compus) când faza mobilă conţine 

75% acetonitril ca modificator organic şi 10 mM acetat de amoniu în faza apoasă. Deși 

comportamentul acesteia este același, datele experimentale sugerează interacții mai putermice ale 

analitului cu această faza staționara decât în cazul folosirii unei faze staționare de tip 

sulfobetainic.  
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2.3.4. Influența temperaturii asupra retenției unor dipeptide în mecanismul de 

separare cromatografică bazat pe interacții hidrofile 

În cazul tuturor compuşilor studiaţi se observă o descreştere a timpului de retenţie cu 

creşterea temperaturii fazei staţionare, comportament considerat clasic pentru separările 

cromatografice ce folosesc mecanisme bazate pe interacţii hidrofile. Acest comportament indică 

faptul că procesul de transfer al acestor analiți hidrofili din faza mobilă către faza staţionară este 

un proces exoterm, favorizat de temperaturi joase [9]. 

În cazul în care reprezentările grafice ale logaritmului natural al factorului de retenție în 

funcţie de inversul temperaturii absolute pot fi modelate matematic după o funcţie liniară, 

mecanismul de retenție este datorat fenomenelor de partiţie a anaților între faza mobilă bogată în 

componentă organică și startul apos adsorbit la suprafața fazei staționare [6]. Astfel de 

dependențe apar în cazul glicil-l-fenilalaninei când faza mobile conţine 75% modificator organic 

şi pentru glicil-l-leucina când faza mobile conţine 80% modificator organic. Pentru acești 

compuși, valorile ΔH0 calculate (folosind relaţia prezentată în Capitolul 2.3.3.) au fost de -9,926 

kJ/mol în cazul glicil-l-fenilalaninei şi -8,837 kJ/mol în cazul glicil-l-leucinei. 

În cazul în care s-au realizat  reprezentări grafice ale logaritmului natural al factorului de 

retenție în funcţie de inversul temperaturii absolute modelate matematic după o funcţie liniară s-

au obținut valori ale R2 mai mari de 0,99 în cazul glicil-l-fenilalaninei şi glicil-l-alaninei (pentru 

un procent de acetonitril de 75%) şi pentru glicil-l-tirozină şi glicil-l-leucină (când faza mobilă a 

avut 80% modificator organic). În celelalte cazuri, coeficienţii de corelaţie mai buni decât în 

cazul reprezentărilor liniare. În acest caz, în mecanismul de retenție al compuşilor intervin şi alte 

fenomene faţă de cele de partiţie, posibil atracţii electrostatice între grupările sulfonate ale fazei 

mobile şi cele amino ale analiților.  

A doua parte a acestui studiu îşi propune observarea mecanismului de retenţie al celor 

patru compuşi studiaţi când coloana cromatografică  este una SeQuant ZIC-HILIC produsă de 

Merck, cu dimensiunile 100 mm lungime, 4,6 mm diametru interior şi dimensiunea particulelor 

de 3,5 μm. Pentru toți compușii studiați se poate observa acelaşi comportament cromatografic, 

timpii de retenţie fiind mai mici în cazul folosirii coloanei cromatografice cu dimensiuni mai 

mici.  

De asemenea, s-a urmărit mecanismul de retenție pentru trei compuși (glicil-l-

fenilalanină, glicil-l-leucină si glicil-l-tirozină) în cazul folosirii unei faze staționare de tip silice 
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nemodificată chimic. Timpii de retenţie pentru toţi compuşii sunt mai mari decât în cazul 

folosirii unei faze staţionare de tip sulfobetainic cu același diametru al particulelor, 5 μm. 

Aceasta diferență se datorează faptului că în cazul fazelor staționare de tip silice stratul apos este 

mai subțire, crescând posibilitatea analiților de a interacționa cu grupările funcționale alea fazei 

staționare [35].  

 

2.3.5. Influența temperaturii asupra retenției unor compuși polari în 

mecanismul de separare cromatografică bazat pe interacții hidrofile 

 

Tabel 9. Valorile pKa, log Kow şi ale distribuției sarcinii pe fiecare atom pentru compușii studiați. 

Compus pKa 
 

log 
Kow 

log D 
(pH=6) 

µ 
(D) 

Sw 
(mg/L) 

Sarcină/atom 

Dopamină 

 

0,78 -2,17 2,91 1000000 
 

Noradrenalină 

 

-1,1 -2,90 2,06 1000000 

 

Acid ascorbic 

 

-1,91 -3,75 5,49 1000000 

 
Atunci când faza mobilă este bogată în componentă organică mecanismul de retenţie este 

în mare parte cel de partiţie hidrofilă al analiților între faza mobilă şi stratul apos de la suprafaţa 

fazei staţionare. În afară de cazul dopaminei și noradrenalinei când faza mobilă conține 80% 

modificator organic și al noradrenalinei când faza mobilă conține 75% modificator organic, 

timpii de retenţie observaţi în această parte studiului scad când temperatura coloanei 

cromatografice creşte, indicând faptul că într-adevăr mecanismul dominant este cel al partiţiei 

hidrofile, proces considerat exoterm [34]. Deviațiile de la acest comportament observate în cazul 

dopaminei și noradrenalinei și sunt datorate posibilelor interacţii electrostatice de atracție între 

gruparea amino a analiților şi gruparea sulfonat a fazei mobile  dar și a unei posibile modificări a 

grosimii stratului apos de la suprafata fazei staționare [36]. Comportamentul celor trei compuși 

studiați nu diferă atunci când diametrul particulelor fazei staționare este modificat. 
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Doar în cazul noradrenalinei când faza mobilă conține 75% acetonitril, coeficientul R2 

pentru reprezentarile liniare ale a valorilor logaritmului natural al factorului de retenție în funcţie 

de inversul temperaturii absolute a fost mai mare de 0,99, putându-se calcula valoarea variaţiei 

entalipei standard a procesului de transfer al analitului din faza mobilă spre faza staţionară, ΔH0. 

Valoarea acestui parametru este -3,326 kJ/mol când faza staționară folosită are diametrul 

particulelor de 5 μm și de -2,507 kJ/mol când când faza staționară folosită are diametrul 

particulelor de 3,5 μm, indicând un proces exoterm.  

În cazul în care aceleaşi date sunt reprezentate printr-o funcţie polinomială de gradul II se 

obţin valori îmbunătățite ale coeficientului R2, apropiate de 0,99, cu excepţia dopaminei şi 

noradrenalinei, deși și în aceste cazuri coeficienții de corelație sunt mai mari de 0,9. Acest lucru 

sugerează că deşi mecanismul de retenție principal este cel de partiţie există și interacţii între 

analit şi faza staţionară. 

REGRESII LINIARE 

Acid Ascorbic 

80%ACN 75%ACN 

  

Dopamină 

80%ACN 75%ACN 
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Noradrenalină 

80%ACN 75%ACN 

  

Fig.11. Reprezentările liniare ale influenței inversului temperaturii absolute asupra logaritmului natural 
al factorului de retenție când faza mobilă conține 80% și 75% acetonitrile pentru acid ascorbic, dopamine, 

noradrenalină 
Pentru comparație, modificatorul organic a fost înlocuit cu metanol. După cum era de 

aşteptat, timpii de retenție scad față de cazul folosirii acetonitrilului datorită faptului că metanol 

este un solvent polar, protic ce prezintă capacitatea de a dezlocui moleculele de apă din startul 

apos de la suprafața fazei staționare [37] În acest caz, timpul de retenție al acidului ascorbic 

scade sub timpul mort al coloanei. Acest compus are capacitatea de a forma legaturi de hidrogen 

cu faza mobilă [23]. Datorită acestui fapt interacționează foarte slab cu faza staționară. Pentru 

ceilalţi doi compuşi timpii de retenție scad, întărind idea că aceşti analiți participă mai degrabă la 

procese de partiţie între faza mobilă şi statul apos de la suprafața fazei staționare. Coeficienţi de 

corelaţie mai mari de 0,99 se obţin şi în cazul reprezentării grafice a logaritmului natural al 

factorului de retenție în funcție de inversul temperaturii absolute după o funcţie matematică 

polinomială de gradul II, indicând faptul că interacții secundare există și în cazul folosirii 

metanolului ca modificator organic.  

2.4. INFLUENŢA SOLVENTULUI PROBEI ȘI AL VOLUMULUI DE INJECȚIE ASUPRA 

PARAMETRILOR CROMATOGRAFICI ÎN MECANISMUL DE SEPARARE BAZAT PE 

INTERACȚII HIDROFILE FOLOSIND COLOANE UMPLUTE CU FAZE STAȚIONARE DE 

TIP SULFOBETAINIC 

Pentru a investiga efectul volumului de injecție în cazul mecanismului ZIC-HILIC,  

glicil-l-leucina și glicil-l-alanina au fost utilizate ca compuși test. Pentru acesti compuşi, valorile 

pKa, log P și ale distribuţiei sarcinii pe fiecare atom sunt detaliate în Capitolul 2.2. 
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În prima parte a studiului solventul probei este chiar faza mobilă, ce are componentă 

organică acetonitrilul (80%) şi componentă apoasă acetatul de amoniu de diferite concentraţii 

(2,5, 5, 10, 20, 25 mM). După cum se poate observa în Figura 14 valorile timpilor de retenţie nu 

variază semnificativ în nici unul din cazuri (variaţia k nu este mai mare de 0,1). Nici ceilalţi 

parametrii cromatografici, simetria şi eficiența nu variază semnificativ atunci când volumul de 

injecţie creşte de la 1 la 20 μl, deşi în majoritatea cazurilor simetria urmează o tendinţă 

descendentă pe când eficiența are tendinţa de a creşte. În toate cazurile, parametrii 

cromatografici au valori mai bune în cazul glicil-l-alaninei, compusul ce eluează ultimul.  
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Fig.12. Influenţa volumului de injecţie asupra parametrilor cromatografici(k, simetrie, eficienţă) 
când solventul probei este identic cu faza mobilă pentru (a) glicil-l-leucină si (b) glicil-l-alanină. 

Pentru a suprima interacţiile de tip electrostatic este necesară adăugarea de săruri în faza 

mobilă. Ecuaţiile (9) şi (10) redau schematic echilibrele competitive care au loc între sărurile 

fazei mobile, faza staţionară de tip sulfobetainic şi analit. Acestea disociază, suprimând 

interacţiile electrostatice dintre analit (ce poate avea grupări cationice sau anionice) şi faza 

staţionară de tip sulfobetainic (cu grupări de tip amoniu cuaternar, A+, şi grupări de tip sulfonat, 

B-), formele picurilor cromatografice îmbunătăţindu-se. 
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(𝑋+𝑌−) + 𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑒 − 𝐴+𝐵− ↔  𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑒 − 𝐴+𝑌− − 𝐵−𝑋+    (9) 

𝐴𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡± + 𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑒 − 𝐴+𝐵− ↔  𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑒 − 𝐴+ − 𝐵−(𝐴𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡±)    (10) 

În cazul în care concentraţia de săruri este foarte mică, este posibil ca interacţiile 

electrostatice dintre moleculele de analit și grupările funcționale ale fazei staționare să nu fie 

suprimate pe deplin, iar în cazul în care concentrația lor este ridicată este posibil să apară 

probleme în ceea ce priveşte miscibilitatea dintre componenta organică şi cea apoasa ale fazei 

mobile [38]. De aceea, valoarea optimă a concentraţiei de acetat de amoniu pentru acest studiu a 

fost de 10 mM, în accord cu valori folosite și în alte studii, raportate în literatura de specialitate.  

 
Fig.13. Cromatograme suprapuse pentru amestecul formal din glicil-l-leucină si  glicil-l-alanină. 

Faza staționară: Sequant ZIC HILIC, diametrul particulelor 5 μm 
Solventul probei este identic cu faza mobilă 80%ACN/20%AcNH4 10 mM;  

 

În a doua parte a acestui studiu, solventul probei este diferit de faza mobilă (ce conţine 

80% acetonitril şi 20% acetat de amoniu 20 mM) fiind compus din acetonitril (80%) şi diferite 

concentraţii de acetat de amoniu (2,5, 5, 10, 20 mM). 

Variaţia concentraţiei de săruri din compoziţia solventului probei nu modifică parametrii 

cromatografici pentru al doilea compus eluat, glicil-l-alanina. După cum se poate observa în 

Figura 16, în cazul glicil-l-leucinei se poate observa apariţia unui pic negativ când concentraţia 

acetatului de amoniu din compoziţia solventului probei creşte, acest fapt ducând la scăderea 

valorilor simetriei şi eficienţei atunci când volumul injectat în coloană cromatografică creşte. 

Tendinţe similare se observă pentru toate cele 4 concentraţii ale acetatului de amoniu din 

solventul probei. Această observaţie demonstrează faptul că echilibrele la care participă analitul 

în mecanismul de retenţie al cromatografiei de lichide bazată pe interacţii hidrofile sunt mai 
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sensibile la creşterea volumului de injecţie în situaţia în care solventul probei este diferit de faza 

mobilă.  

 
Fig.14.Cromatograme suprapuse pentru amestecul formal din glicil-l-leucină si glicil-l-alanină. 

Faza staționară: Sequant ZIC HILIC, diametrul particulelor 5 μm 
Faza mobilă: 80%ACN şi 20% AcNH4 20mM iar solventul probei este: 80%ACN/20%AcNH4 10 mM. 

2.5. CONCLUZII GENERALE 

În cadrul părţii experimentale a tezei intitulate “Studii de retenţie a unor compuşi de 

importanță biochimică în cromatografia de lichide prin mecanisme bazate pe interacţii 

hidrofile”s-a urmărit influenta paramatrilor cromatografici asupra retenției unor analiti cu 

caracter polar în cadrul mecanismului de separare cromatografică bazat pe interacţii hidrofile. 

Pentru două clase de compuşi, amino acizi (tirozină, histidină, fenilalanină, triptofan) şi 

dipeptide (glicil-l-fenilalanină, glicil-l-leucină, glicil-l-tirozină, glicil-l-alanină) s-a urmărit 

influența compoziţiei fazei mobile(concentraţia modificatorului organic şi tăria ionică) şi 

influenţa temperaturii fazei staţionare. Pentru acidul ascorbic, dopamină şi nordrenalină a fost 

urmarită influența temperaturii fazei staţionare. Influenţa solventului probei şi a volumului de 

injecţie a fost urmărită pentru glicil-l-leucină, glicil-l-alanină. Faza mobilă a conţinut acetonitrile 

sau metanol ca modificator organic şi acetat de amoniu sau formiat de amoniu ca săruri adăugate 

în componenţa apoasă. Fazele staţionare folosite au fost de tip silice nemodificată chimic, sau 

modificată cu un ligand de tip sulfobetainic, ce conţin o grupare de amoniu cuaternara încărcată 

pozitiv şi o grupare de tip sulfonate încărcată negative la capătul distal al ligandului ataşat 

silicagelului.  

În ceea ce priveşte influența modificatorului organic al fazei mobile, rezultate favorabile 

au fost obţinute pentru aminoacizi şi dipeptide în cazul folosirii acetonitrilului, faţă de cazul 

folosirii metanolului. Reprezentarea grafică al logaritmului zecimal al factorului de retenție în 

funcţie de concentraţia de modificator organic a avut drept rezultat obţinerea unor grafice curbate 
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ce indică un mecanism de retenţie mixt, dominat de partiţia hidrofilă a analiților între startul apos 

de la suprafaţa fazei staţionare şi volumul fazei mobile, în special când aceasta conţine un 

procent ridicat de componentă apoasă. În acord cu literatura de specialitate, acestui mecanism se 

suprapun interacţii electrostatice de atracţie sau de respingere între analit şi faza staţionară.  

Suprimarea interacţiilor electrostatice s-a dovedit a avea loc atunci când concentraţia de 

săruri adăugate fazei mobile creşte, atât la concentraţii mari cât şi la concentraţii scăzute de 

componentă organică. Studiul comparativ al ionilor acetat şi formiat adăugați fazei mobile 

demonstrează că retenţia cromatografică este mai puternic influenţată de concentraţia de săruri 

decât de tipul acestora.  

S-a efectuat de asemenea un studiu amplu ce vizează influența temperaturii asupra 

procesului de retenţie în mecanismul de separare bazat pe interacţii hidrofile. Pentru majoriatea 

compuşilor, timpul de retenţie a scăzut odată cu creşterea temeperaturii fazei staţionare, 

indiferent de tipul fazei staţionare sau de compoziţia fazei mobile. Acest fapt indică faptul că 

procesul de transfer al analitilor din faza mobila spre startul apos al fazei staţionare este guvernat 

de partiţie. Deviaţii de la acest comportament au avut drept cauză posibile interacţii ale analitilor 

cu faza staţionara suprapuse mecanismului de partiţie. 

Încercarea de a corela retenția cromatografică în mecanismul ZIC-HILIC cu anumiți 

descriptori moleculari(log Kow, log D sau µ) ai compușilor investigate nu a dat rezultate 

acceptabile datorită diversității compușilor studiați.  

Deoarece s-a constat că forma pic-urilor cromatografice şi a valorilor simetriei şi 

eficienței sunt nefavorabile a fost propus un studiu asupra influenţei solventului probei şi al 

volumului de probă injectat în coloana cromatografică. În cazul în care solventul probei este 

identic cu faza mobilă rezultate favorabile au fost obţinute pentru volume de injectei de până la 

20μL. În cazul în care solventul probei este diferit de faza mobila pot apărea influenţe asupra 

retenţiei primului compus eluat, mai pronunţate în cazul unor volume medii de injecţie (până la 

20 μl). De aceea este recomandat ca în cazul în care sunt necesare volume de injecţie mari, 

solventul probei să fie identic sau cât mai apropiat de faza mobilă. În cazul în care acest lucru nu 

este posibil, volumul de injecţie folosit în separarea crsomatografică ar trebui să fie cât mai mic.  

În concluzie, pentru analitii studiaţi, în cazul folosirii mecanismului de separare 

cromatografică bazat pe interacţii hidrofile sunt prezente două tipuri de interacţii suprapuse: 
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partiţia analitilor între stratul apos aflat la suprafaţa fazei staţionare şi volumul fazei mobile şi 

intercații electrostatice sau legături de hidrogen între analiți şi faza mobilă sau faza staționară.  
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