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2. Parte Originala — Studii teoretice si experimentale

Rolul fazei mobile in procesul de separare HPLC este la fel de important cu cel al
fazei stationare, tocmai datoritd faptului cad partitia cromatografica are loc intre cele doua
faze. Din diversitatea de mecanisme de separare cromatografica, aceasta lucrare se indreapta
catre cel mai important mecanism de separare HPLC, cel de faza inversa (RP-HPLC). Desi
literatura de specialitate abunda de studii si cercetari privind acest mecanism de separare
cromatografica, exista incd un interes in cercetarea acestui proces de separare, cu multe
directii cum ar fi: i) mecanismul de baza al retentiei cromatografice; ii) determinarea unor
parametrii  moleculari (indici de hidrofobicitate/lipofilicitate, constante de disociere,
solubilitati); iii) masurarea unor marimi termodinamice (variatii de entalpie si entropie din
date de retentie); iv) masurarea volumului de faza stationara reald, implicat in procesul de
retentie. Procesul de retentie cromatograficd in separarile bazate pe mecanism de faza
inversa este unul complex, iar cunoasterea completa a acestuia permite, Tn principiu,
determinarea unor marimi fizico-chimice dificil de determinat prin alte metode de investigare
[1]. Tn descrierea acestui proces, parametrii moleculari ai compusilor studiati reprezinti. de
asemenea. 0 parte esentiala in modelarea retentiei cromatografice.

Exista o multitudine de abordari privind modelarea procesului de retentie in RP-
HPLC [2-4]. O prima clasa de modele sunt cele empirice, care descriu variatia unor parametri
cromatografici masurati din experimente in functie de parametrii experimentali, printre care
compozitia fazei mobile este cel mai cunoscut. Aceste modele permit la randul lor estimarea
unor marimi moleculare ale compusilor studiati, prin interpolare sau mai ales prin
extrapolarea functiilor stabilite, la anumite valori ale compozitiei fazei mobile. Modelarea
moleculara a procesului de partitie, fiind una complexa, este mai putin studiatd si practic se
limiteaza la aplicarea teoriei solvofobice la echilibrul de partitic RP-HPLC. Modelele bazate
pe corelarea marimilor moleculare cu date de retentie cromatografica (cunoscute ca studii
QSRR) sunt mai intens studiate si Tn multe situatii acestea au capacitatea de predictie a
comportarii cromatografice la compusi noi. Un model mai util pentru studierea procesului
RP-HPLC este cel termodinamic care cunoaste multe aplicatii in studierea proceselor de
distributie inter-fazice, permitand, de exemplu, masurarea marimilor termodinamice
fundamentale ale acestui proces (variatia de entalpie liberd standard, variatia de entalpie
standard sau variatia de entropie standard ce corespund transferului moleculelor de compusi
(soluti) din faza mobila in faza stationara).

In cadrul acestei lucrari de doctorat au fost studiate toate aceste trei modele, pe mai
multe clase de compusi investigati, pe diferite tipuri de faze stationare utilizate Th mod curent
in mecanismul de faza inversa, pentru diverse faze mobile in compozitia carora au intrat
solventi organici foarte uzuali (metanol, acetonitril, etanol) sau mai putin studiati de literatura
de specialitate (solventi organici cu caracter mediu hidrofob). Rezultatele obtinute au permis
elaborarea unor modele noi de explicare a procesului de partitie cromatografica, fiind deja
publicate Tn revistele de specialitate.

2.1. Studii de retentie cu aditivi cu caracter hidrofob in compozitia
fazei mobile

2.1.1. Problematica studiului

Lipofilicitatea este unul cei mai importanti parametrii fizico-chimici ce joaca un rol
crucial Tn studiile farmacologice de activitate a medicamentelor, n particular asupra
transportului prin membranele biologice [5,6]. In RP-LC retentia analitilor este considerati a
fi rezultatul competitiei dintre interactiunile hidrofobe cu lanturile alchil hidrocarbonate din
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faza stationard si interactiunile solvolitice cu faza mobilda [7]. Conform modelului teoriei
solvofobice adaptat pentru RP-LC de catre Horvath et al [8], interactiunea dintre solut si faza
stationard este slaba si neselectivd. Mai mult, forta motoare ce determind fenomenul de
separare cromatografica este interactiunea nefavorabild dintre solut si moleculele de apa
inconjurdtoare din faza mobild. La ora actualda se acceptd cd faza mobila joacd un rol
dominant in procesul retentiei [9]. Pentru imbunatatirea intelegerii relatiei dintre log K,,,, (sau
diferiti parametrii de lipofilicitate calculati - logP) si logk, a fost studiata influenta
diferitilor aditivi in faza mobila [10-12].

o\ o\CHS o O _~CHa 0\ ;0\/\CH3 o\ O\/\/CH3
OH OH OH OH
Metilparaben Etilparaben Propilparaben Butilparaben
N O\/\/\CH3 N O OO
OH OH OH
Pentilparaben Hexilparaben Octilparaben

Figura 2.1.1. Structura analitilor studiati

Scopul studiului a fost investigarea influentei alcoolilor de hidrofobicitate mica si
medie ca aditivi in faza mobild asupra evaluarii cromatografice a lipofilicitatii unei clase
reprezentative de conservanti (parabeni). Substantele alese sunt o serie omologa de alchil 4-
hidroxibenzoati. Parabenii au un lant alchil diferind prin numarul de grupéari metilenice.
Acestia au importante efecte anti-microbiene si sunt folosite Tn produse cosmetice,
farmaceutice si alimente [13]. Pentru o parte din acesti compusi S-au raportat valorile log K,,,,,
in literatura [14].

2.1.3. Rezultate si discutii

Toate cromatogramele obtinute au prezentat o delimitare clard a fiecdrui peak si de
asemenea, simetrii apropiate de 1. Simetria este masurata ca raportul semi-latimilor masurate
la linia de baza.

Retentia in RP-HPLC este influentata de natura solventilor folositi ca modificatori
organici in faza mobild si de concentratiile acestora. Aceasta influentd este descrisa de o
relatie generala de forma :

logk = ay + Y2, a;C}, (2.1.1)
unde «, si a; sunt parametrii de regresie. In cazul de fati a fost folosita o dependenta
mai simpla de ordin 1 : logk = ay + a; * C,.
Toti coeficientii de corelatie au avut valori foarte apropiate de 1 indicand o bund

corelatie si faptul ca dependenta Intr-adevar poate fi modelata ca fiind liniara.
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2.1.4. Modelarea rezultatelor obtinute

2.1.4.1. Modelul competitional

Pentru modelarea rezultatelor experimentale observate, se considera un model
competitional unde L reprezintd lanturile hidrocarbonate al fazei stationare, S reprezinta
aditivul organic hidrofob si A reprezinta analitul. Astfel se pot considera urmatoarele
echilibre :

Pentru analit (A) :
L+A2LA

[LA]s [Als 1

= — s —_ ' %, %A
KA ot e, w1 Kow (2.11)

Pentru aditiv organic (S) :
L+S2LS
[LS]s [S] 1

= = s 1 o xS
RS st sty I T2 Row (2.1.2)

faza stationara si este proporglonal cu coeficientul de partitie apa-octanol K&,, s-a notat cu Y,
constanta de proportionalitate. Aceeasi relatie se aplica si pentru S.

Substituind [L], din ecuatia (2.1.2) in (2.1.1) rezulta :

A
Kia = ),I:Ks xy, * K4, =y *=%%, unde y este constanta rezultati din raportul K s *

OW

Y1
Y2
Tinand cont de relatia Intre k si [[:‘]] st inlocuind 1n relatia (2.1.1) rezulta :
)=y Vs Kéw
a=Y¥[L]s x5+ en (2.1.3)

Deoarece concentratia lui L este mult mai mare decat concentratia lui A si raportul
volumelor este constant pentru o coloana data (egal cu 1/®), rezultd din relatia (2.1.3), prin
logaritmare, urmatoarea formuld ce leaga principalii parametrii hidrofobici implicati in
retentie:

logk, =¥ +logK2, —log K3, (2.1.4)
Aceasta ecuatie ilustreaza dependenta factorilor de capacitate a compusilor studiati in

functie de hidrofobicitatea analitilor si a aditivilor hidrofobi.
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2.1.4.3. Corelarea parametrilor de lipofilicitate

Cel mai popular parametru cromatografic pentru lipofilicitate este factorul de

capacitate izocratic (logk = log trt;to, unde t, este timpul de retentie al unui compus
0

neretinut, cum ar fi uracil) precum si factorul de capacitate extrapolat pentru o compozitie de

100% apa (log k,,). Parametrul log k,,, se determina prin extrapolarea graficului log k fata de

fractia volumica a modificatorului organic (¢) pentru o compozitie a fazei mobile de 100%

apa. Aceasta extrapolare se bazeaza pe modelul Snyder ce presupune o liniaritate intre

logk si ¢, pe un domeniu limitat de compozitii ale fazei mobile [15] :
logk =logk,, —S ¢ (2.1.6)

unde S este un parametru caracteristic solventului si ¢ este fractia volumica a
solventului in faza mobila [12]. Acest parametru S este considerat a fi foarte important pentru
caracterizarea compusilor studiati intr-un anumit sistem faza mobila/stationard. O corelarea
liniard dintre S si logk,, pentru un set de compusi indicd o similitudine in interactiile
intermoleculare dintre solut si sistemul cromatografic. Parametrii de lipofilicitate propusi
recent, cum ar fi media aritmetica a parametrilor de retentie (media valorilor log k - mlogk)
sau scorurile (PCI/log k) corespunzatoare aplicarii Principal Component Analysis (PCA) pe
datele de retentie (log k) au fost folositi cu succes pentru analiza diferitelor clase de compusi.

La ora actuala sunt disponibile o gama largd de baze de date si un numar mare de
programe ce pot oferi datele experimentale pentru coeficientii de partitie 1-octanol/apa dar si
pentru a calcula diferiti descriptori ai lipofilicitatii (log P) pe baza diferitilor algoritmi.
Valorile parametrilor de lipofilicitate au fost calculati folosind Chem3D Ultra 8.0 ( log P¢-
prin metoda Crippen, log PV-prin metoda Viswanadhan, log PZ-prin metoda Broto si
log P(M), ALCHEMY 2000 (log P® prin aplicatia SciLogP versiunea 2.2 si log P® prin
aplicatia SciQSAR versiunea 3.0). In plus, a fost utilizat modulul disponibil online, ALOGPS
(Virtual Computational Chemistry Laboratory), pentru calcularea a altor patru descriptori ai
lipofilicitatii (ALOGPs, ALOGP, MLOGP, KOWWIN) si a doi parametrii de solubilitate
(ALOGPS si AC logS). Acesti parametrii calculati se regasesc in continuare.

Parametrii experimentali de lipofilicitate obtinuti din datele de retentie includ valorile
mlogk si PCI/logk dar si valorile logk,, si S (ecuatia 2.1.6) obtinuti prin extrapolarea
valorilor log k pentru o compozitie a fazei mobile de 100 % apoasa. Profilele parametrilor
investigati au demonstrat o comportare similard a compusilor in cazul folosirii alcoolilor cu
lipofilicitate mici si valori usor diferite pentru alcoolii cu lipofilicitate mare. In toate cazurile
a fost observata o crestere a lipofilicitatii odata cu cresterea lantului alchil al parabenilor.

Conform rezultatelor obtinute, se poate considera ca faza mobila apa-hidrocarbura
este mai buna pentru determinarea lipofilicitatii parabenilor decat amestecurile apa-hexanol si
apa-octanol, in cazul coloanelor C18. Corelatia dintre log K,,,, — logk,, si diferiti log P —
log k,, a fost investigata prin folosirea ecuatiilor de regresie de tip Collander. Pe baza celor
mai buni parametrii de regresie liniara a fost estimata valoarea parametrilor log K,,,, pentru
pentilparaben (PtyP) si octilparaben (OP).

2.1.5. Concluzii ale studiului cromatografic

Hidrofobicitatea este parametrul principal atunci cand este discutata retentia
cromatografica. Daca schimbarea completd a naturii fazei mobile este un mod evident de a
schimba hidrofobicitatea ei, aceasta aduce deseori incertitudini legate de natura fundamentala

Pagina |9



a mecanismului de retentie. Aditia unor cantitati mici de alcooli superiori ca aditivi de
hidrofobicitate mica si medie ofera posibilitatea schimbarii hidrofobicitatii fazei mobile, n
pasi suficienti de mici.

Rezultatele obtinute in aceasta sectiune au permit propunerea unui model
competitional Tntre moleculele de solut si aditivii din faza mobila pentru explicarea
tendintelor observate. Ecuatia obtinuta descrie tendinta de variatie a log k, pentru un analit A
in anumite sisteme faza mobilad-faza stationara. Retentia compusilor scade odatd cu scaderea
hidrofobicitétii acestora si cu cresterea hidrofobicitatii aditivului folosit.

Selectivitatea metilenica a fost un alt parametru evaluat. Pe masura ce procentul de
modificator organic creste, selectivitatea metilenica scade, cel mai probabil datoritd cresterii
hidrofobicitétii aparente a fazei mobile. Este interesant de observat ca existd posibilitatea
realizarii unor baze de date de corespondenta a aditivilor hidrofobi. Aceste tabele ar permite
alegerea fazei mobile 1n functie de selectivitatea metilenica dorita si de procentul de
modificator organic acceptabil in faza mobila. Astfel, se alege aditivul corect ce permite
rularea unor faze mobile cu un continut de modificator organic mai mic decat situatiile
clasice.

Parametrii de lipofilicitate determinati experimental din datele de retentie au prezentat
o corelatie puternicd cu valorile de referintd logK,, dar si cu diversi parametri de
lipofilicitate calculati. Folosind rezultatele experimentale, au fost determinate cu acuratete
valorile log K,,,, pentru doi dintre parabenii investigati (pentilparaben si butilparaben), ce nu
erau raportate in literatura.

2.2. Méarimi termodinamice calculate din studii de retentie cu aditivi
hidrofobi

2.2.1. Premizele studiului

Unul din parametrii ce pot influenta retentia cromatograficd este temperatura de
termostatare a coloanei cromatografice [16]. Relatia retentie — temperaturda este folosita
pentru estimarea parametrilor termodinamici aferenti procesului de partitie a substantelor
studiate Tntr-un anumit sistem faza mobila/faza stationara. Dependenta factorilor de retentie
de temperatura poate oferi informatii asupra naturii interactiunilor dintre analiti si faza
stationara. Daca aceasta dependenta este liniara ar putea sugera preponderenta interactiunilor
hidrofobe, pe cand deviatiile de la liniaritate pot sugera mecanisme de retentie complexe
bazate atat pe interactiuni hidrofobe cat si polare [17].

Cromatogramele obtinute au prezentat o separare clard a compusilor alesi si o usoara
imbunatatire a formei peak-urilor odata cu cresterea temperaturii. Acest efect este datorat cel
mai probabil limitarii dispersiilor longitudinale ca urmare a timpului de retentie mai mici.

Dupa obtinerea cromatogramelor si calcularea timpilor de retentie s-au trasat curbele
van’t Hoff si din valorile pantelor si intersectiilor au fost calculate valorile entalpiei si
entropiei

AHO  AS©
logk = —F-FT—]HCD (221)

Valorile entalpiei si entropiei calculate prezinti anumite variatii interesante. In
studiile anterioare s-a raportat o valoare relativ constanta a entalpiei cu modificarea
compozitiei procentuale a fazei mobile. In cazul de fatd se poate observa o variatie puternica
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a entalpiei In functie de natura alcoolului folosit ca aditivi desi compozitia raimane constanta
la 50/50%. Acest lucru se poate explica daca se considera ca pentru un sistem cu aceeasi
compusi dar in procente diferite se formeaza aproximativ aceleasi asocieri analit-solvent si
deci procesul de adsorbtie este aproximativ acelasi de fiecare datd. Pentru sistemele cu
componenti diferiti aflati in acelasi raport procentual se formeaza diferite asocieri analit-
solvent si deci procesul de adsorbtie este diferit pentru fiecare alcool in parte.

2.2.4.1 Compensare entalpie-entropie

Compensarea entalpie-entropie a fost studiata in conditii RP-LC pentru setul de 2
compusi model (propilparaben si butilparaben) si diversi aditivi hidrofobi (de la etanol pana
la octanol). Relatia urmatoare descrie parametrii termodinamici :

AH = T,AS + AGy, (2.2.2)

unde T, este temperatura de compensare, AGr, este variatia de energie liberd Gibbs la
T, iar AH si AS sunt variatiile de entalpie si entropie.

In plus fatd de datele de retentie prezentate anterior s-au efectuat teste pentru o
compozitie cu 1.5 % modificator organici si pentru o coloana monolitica (Chromolith RP-
C18). Astfel toate experimentele folosite pentru calculele de compensare entalpie-entropie
sunt :

Zorbax XDB-C18 : 1% aditiv hidrofob, 1 mL/min, 50/50, 15-50 ° C
Zorbax XDB-C18 : 1.5% aditiv hidrofob, 1 mL/min, 50/50, 15-50 ° C
Chromolith RP-C18: 1% aditiv hidrofob, 1 mL/min, 50/50, 15-50 ° C
Chromolith RP-C18: 1% aditiv hidrofob, 1.5 mL/min, 50/50, 15-50 ° C

Pentru a investiga posibilitatea existentei unui mecanism de compensare entalpie-
entropie au fost aplicate procedurile sugerate de Krug et al. [18] pentru a confirma daca
natura compensarilor entalpie-entropie observate este datorita unor fenomene fizico-chimice
sau datorita variatiilor datelor experimentale. Procedurile sugerate sunt de natura statistica si
au ca principal scop eliminarea ipotezei prin care tendintele observate ar fi parte din variatiile
naturale ce pot aparea in cadrul experimentelor.

I. Primul pas pentru confirmarea existentei unui mecanism de compensare entalpie-
entropie este calcularea T,. Dupa calcularea parametrilor termodinamici se reprezinta grafic
AH = f(AS) si din panta acestor curbe se determina T,. Rezultatele obtinute sunt in tabelul
urmator.

Tabel 2.2.4. Valorile T, determinate din pantele curbelor AH = f(AS)

Propilparaben Butilparaben Propilparaben Butilparaben
1 % Modificator 1 % Modificator 1,5% 1,5%
Modificator Modificator
Zorbax 397,69 K 395,41 K 417,39 K 425,96 K
Propilparaben Butilparaben Propilparaben Butilparaben
1 mL/min 1 mL/min 1,5 mL/min 1,5 mL/min
Monolitic 401,69 K 399,75 K 400,06 K 400,12 K
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I1. Pasul urmator este compararea valorii T, calculate din AH = f(AS) cu valorile T,
obtinute din AH = f(AGr, ) sicu valoarea Typ,.

Tabel 2.2.5. Valorile T, (° K) si domeniile de incadrare

Compus Conditii experimentale Tz :Ialz(:l}l?zg')n AT;; ia;fc(u AIaGtT(iS) Domeniu

T,(minim)[T.(maxim)

Propilparaben Zorbax 1 % modificator 397,69 413,92 367,63 427,74

Zorbax 1,5% modificator 417,39 481,46 352,61 482,17

Butilparaben Zorbax 1 % modificator 395,41 409,67 367,52 423,31

Zorbax 1,5% modificator 425,95 469,42 370,41 481,51

Propilparaben  Monolitic 1 mL/min 401,69 405,39 385,99 417.4

Monolitic 1 mL/min 400,06 404,91 382,6 417,53

Butilparaben  Monolitic 1,5 mL/min 399,75 403,67 383,82 415,67

Monolitic 1,5 mL/min 400,12 403,24 385,61 414,63

Pentru calcularea valorilor AH si AGr,, (valorile energiei libere Gibbs la media
armonici a temperaturilor) se traseazi graficul Ink = f (1/T - (1/T)), unde (1/T) reprezinti

valoarea mediei armonica a parametrilor 1/T’ pentru fiecare alcool utilizat. Valorile AH si
AGr,  se calculeazd conform relatiilor

AH = —R(panta) (2.2.3)

AGr, = —RTpy(intersectie) (2.2.4)

Prin reprezentarea graficdi AH = f(AGr, ) se calculeaza valoarea T. conform
expresiei:

1
panta

Te = Thm/(1 — ) (2.2.9)

Dupa calcularea valorilor T, acestea trebuie comparate cu valorile Ty, (media
armonicd a temperaturilor utilizate in studiu) pentru a verifica existenta unor fenomene
fizico-chimice. Pentru a efectua aceastd comparatie se compara valorile T, estimate cu
valorile minime si maxime calculate dupa relatiile :

T.(minim) =T, — t = [V(T,)]? (2.2.6)
T.(maxim) =T, + t = [V(T,)]? (2.2.7)

unde t este valoarea coeficientului Student (pentru situatia de fata cu 8 marimi si un
grad de incredere de 95% valoarea acestuia este de 1,86)
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_ Y(AH—(AH))(AS—(AS))
N Y(AS—(AS))2

T, (2.2.8)

Y (AH-AGy,—TcAS)?
(m=2) ¥.(AS—(AS))?

V(T,) = (2.2.9)

unde m este numarul de perechi de date experimentale, 8 in cazul de fatd

Domeniul calculat pentru T, nu cuprinde valoarea Ty, ( 305,22° K pentru setul de
temperaturi folosite) si deci indica existenta unui fenomen de compensare entalpie-entropie.

[11. Prin reprezentarea curbelor van’t Hoff si trasarea curbelor de tendinta se studiaza
zona de intersectie a acestora.

3
B MeOH
2 EtOH
1 PrOH
=é 0 X ButOH
- ® PentOH
-1 HexOH
2 HepOH
@ OctOH
3 1000%1/T
Figura 2.2.5. Curbele Van’t Hoff pentru propilparaben si 1 % modificator pe coloana
Zorbax

Pentru toate situatiile s-au obtinut curbe ce se intersecteaza pe o zona si nu intr-un
punct. Acest fapt este cel mai probabil datoritd unor erori experimentale. Vizual se poate
estima zona de intersectie pentru a estima un domeniu al T,.. Acest domeniu in toate situatiile
nu a inclus Ty;,.

IV. Ultimul test pentru confirmarea existentei unui mecanism e compensare entalpie-
neintersectie. Pentru a evalua probabilitatile s-a folosit procedura ANOVA (analysis of
variance). Dacd mecanismul de compensare entalpie-entropie este prezent atunci
probabilitatea de intersectie are trebui sd fie mult mai mare decat probabilitatea de
neintersectie.

Pentru cazul propilparabenului si 1% modificator pe coloana Zorbax se observa ca
raportul Mscon/Msnoncon este de aproximativ 10000 ori mai mare decat valoarea factorului
F corespunzdtor indicand ca@ probabilitatea intersectiei este mult mai mare decat
probabilitatea neintersectdrii. De asemenea valoarea raportului MSnoncon/MSe este mult mai
mic decat valoarea factorului F corespunzitor si deci probabilitatea neintersectarii este mai
mica decat erorile experimentale.

Aceleasi tipuri de valori au fost observate pentru amandoi compusi 1n toate conditiile
experimentale.

Pagina | 13



Tabel. 2.2.6 Calcule ANOVA pentru propilparaben si 1 % modificator pe coloana Zorbax

Surse de variatie Ii(;é?g ?e s&strgstglrgf) MS (Medie patratica)
Total 63 SSt 5,920384 MS t 0,09397
Randuri (aditiv) 7 SSr 2,7335978 MSr 0,39051
(tegggzrt‘jré) 7 sSc 3,1227001 MS ¢ 0,4461
Interactiuni 49 SSrc 0,0640864 MS rc 0,00131
Pante 7 SSS 926572,42 MS's 132367
Concurente 1 SScon 926569,82 MS con 926570
Neconcurente 6 SS noncon 2,5962365 MS noncon 0,43271
Reziduali 42 SSe -926572,4 MS e -22061,2
MS con/MS noncon 2141337,631
F(1, 6, 0,95) 234
MS noncon/MS e -1,96139E-05
F(6, 42, 0,95) 3,78

Dupa aceste teste putem trage concluzia ca existd o corelatie intre entalpie si entropie
datorita existentei unui mecanism de compensare entalpie-entropie.

2.2.5. Concluziile studiului termodinamic

In cadrul acestui capitol a fost studiatd retentia lichid cromatografica din punct de
vedere termodinamic. Valorile entalpiei, entropiei si energiei libere Gibbs au fost calculate
dupd care a fost studiatd variatia lor cu hidrofobicitatea aditivului organic. Rezultatele
experimentale au sugerat o dependentd de gradul doi a energiei libere Gibbs fatd de
hidrofobicitatea aditivului ce sugereaza mecanisme ce implica asocieri moleculare ca fiind
baza procesului de adsorbtie.

Un alt aspect investigat a fost existenta unui mecanism de compensare entalpie-
entropie. Conform procedurilor statistice s-a eliminat posibilitatea ca aceste observatii
experimentale sunt rezultatul erorilor normale de masurare. Prin reprezentarea curbelor van’t
Hoff se obtin linii de tendintd cu pante de aproximativ 0,75 sugerand ca orice variatie de
entalpie este compensata intr-o proportie de 75% de variatia de entropie asociata.

2.3. Raportul volumelor de faza mobila / faza stationara (”phase
ratio”) in mecanismul de faza inversa

2.3.1. Premisele studiului cromatografic

Caracterizarea coloanelor HPLC se face folosind mai multi parametrii printre care se
afla si raportul volumelor de faze “phase ratio” (). Aceasta reprezintd raportul dintre
volumul fazei stationare Vg si volumul fazei mobile V, din coloand (® = Vs/Vo) si
influenteaza retentia si selectivitatea separdrii in HPLC, fiind inclus, de exemplu, in ecuatia
van’t Hoff ca parte a termenului entropic. Masurarea acestui parametru este dificild deoarece
nu existd o limita de separare clara intre cele doud faze si natura diferita a fazelor mobile
cauzeaza diferite grade de patrundere a fazei mobile in faza stationara.

Dificultatea principald a determindrii raportului volumelor de faze o reprezintd
masurarea valorii V. Pentru valoarea 1, este se poate folosi valoarea debitului fazei mobile
(D) si a timpului mort t, (Vo = D to). Determinarea timpului mort ¢, poate fi efectuata prin: i)
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determinarea exactd a timpului de retentie ¢, pentru un compus neretinut (moleculd organica
polard, cum ar fi uracil, o sare organica sau anorganica); ii) masurarea diferentei de greutate a
coloanei cromatografica cand este umpluta cu doi solventi cu densitati diferite; iii) masurarea
timpului pana la aparitia unei perturbari minore a liniei de baza din cromatograma in cazul
injectarii fazei mobile deuterate sau a unui component din faza mobila; iv) prin extrapolarea
catre punctul de 0 a graficului timpului de retentie ¢, in functie de numarul omolog a unei
serii de compusi.

Pentru explicarea mecanismului de separare pe o coloana cromatografici RP se
foloseste momentan modelul partitiondrii pentru explicarea fenomenelor complexe ce au loc
in cadrul acesteia. In cadrul acestui model raportul fazelor si mecanismul de retentie sunt
strans legate.

Recent, s-a propus o noua metoda teoretica de evaluarea a raportului fazelor pentru o
anumitd coloand si o anumita faza mobila [19]. Suportul teoretic pentru aceasta metoda se
bazeaza pe teoria solvofobicd. In continuarea s-a evaluat raportul fazelor pentru diferite
coloane si diferite faze mobile.

Raportul fazelor este definit de expresia :
Vst

Vo

(2.3.1)

b =

unde Vs; este volumul fazei stationare si V, este volumul mort al coloanei. Aceasta
expresie implica faptul ca retentia in separarea RP-HPLC este un proces cu mecanism bazat
pur pe partitie. Acest lucru a fost demonstrat in multe lucrari desi au fost propuse si alte
modele.

Factorul de retentie k’; pentru un compus j este dependent de raportul fazelor coloanei
respective:

(2.3.2)

unde K; este constanta ce descrie echilibrul de partitie al compusului j intre faza
stationara si faza mobila si depinde de natura analitului, a coloanei cromatografice si a fazei
mobile pe cand @ este independent de analit.

Datorita importantei cunoasterii @ existd un numdr considerabil de studii dedicate
masurdrii Vy si estimarii V. Pentru coloanele HPLC valoarea V,, poate fi obtinuta prin
folosirea unor procedee relativ simple cum ar fi masurarea timpilor de retentie a unor
compusi neretinuti. Spre deosebire de V,, Vi, este dificil de calculat farda a cunoaste anumiti
parametri (in cazul RP-HPLC: % de carbon, suprafata acoperitd, numar atomi carbon per mol
de silan, suprafata silicei, greutatea fazei stationare, densitatea gruparilor alchil, masa
moleculard a silanului utilizat pentru fabricarea fazei stationare, etc). Chiar si cunoscand toti
parametrii, calculul Vg, nu poate tine cont de moleculele de solvent potential imobilizate pe
faza stationara si deci valoarea parametrului ® nu poate fi estimata fara a tine cont de variatia
compozitiei fazei mobile.

In randul procedeelor de evaluare a valorii @ se distinge o procedurd bazati pe
masurarea factorilor de retentie a unor hidrocarburi dintr-o serie omologd si folosirea
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valorilor coeficientilor de partitie apd/octanol log K,,,, pentru aceeasi compusi. Relatia care
aratd dependenta acestor parametrii este urmatoarea :

logk'; = alog K,y ; + log ®
(2.3.3)

Dependenta liniara dintre factorii de retentie si coeficientii de partitie apa/octanol a
fost observata frecvent in literatura de specialitate. Aceasta corelatie a fost studiatd si 0O
posibild explicatie a fost publicatd. Teoria solvofobicd permite estimarea energiilor libere
Helmholtz ale solutului j in doud medii imiscibile A si B pentru echilibrul jz < j,. Pe baza
acestei estimari, constanta de echilibru poate fi obtinutad din formula:

logKpa; = a'Aj + b’(l/j)_2/3Aj +c'wi +d'a;
(2.3.4)

Tn formula (2.3.4) Aj este suprafata moleculara van der Waals, V; este volumul molar,
u; este momentul de dipol, iar a; este polarizabilitatea, toate marimile fiind caracteristice

pentru solutul j. Parametrii a',b’,c’ si d’ sunt constante pentru un anumit sistem. Prin
simplificarea ecuatiei (2.3.4) se obtine:

logKp,j =a"Aj —b"
(2.3.5)

Tn cadrul expresiei (2.3.5) a”’ depinde doar de sistemul de solventi BA si b" depinde
de functionalitatea analitului j si de sistemul de solventi. Valorile b" sunt transferabile pentru
o grupare functionala specifica pentru orice compus j. In cazul hidrocarburilor s-a demonstrat
ca valoarea acestui parametru este aproximativ 0. Prin aplicarea teoriei anterior prezentate
pentru doua echilibre separate a hidrocarburii j, in cazul unui sistem apa/octanol si un sistem
faza stationard/fazd mobild rezulta:

lOg KOW,j = a”jAj
(2.3.6)

logk'; = a";A; +log ®
(2.3.7)

Eliminarea terminului 4; intre cele doud ecuatii rezulta in obtinerea ecuatiei (2.3.3) ce
este valabila doar pentru o hidrocarbura.

Cele patru perechi consecutive de hidrocarburi aromatice au fost studiate prin acest
procedeu teoretic pentru aflarea parametrului log @, dar care variaza in functie de perechile
alese. Astfel valoarea cea mai mare pentru logd a fost gasitd pentru perechea
propilbenzen/butilbenzen iar valoarea cea mai mica pentru perechea toluen/etilbenzen. Aceste
observatii se pot vedea in figurile 2.3.3, obtinute pentru etanol ca si modificator organic.
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e una C18 e GeminiC18

2 +— Benzen/Toluen 2 —— Benzen/Toluen
0705 4 #— Toluen/Etilbenzen 005 - —&— Toluen/Etilbenzen
-0.05 Etilbenzen/Propilbenzen -0.05 Etilbenzen/Propilbenzen
-0.15 Propilbenzen/Butilbenzen -0.15 Propilbenzen/Butilbenzen
-0.25 -0.25
-0.35 N -0.35 =
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-0.65 —.— -0.65
075 +——F————F— -0.75 : : ‘ ‘ ‘ ‘
50 55 60 65 70 75 80 50 55 60 65 70 75 80
Com. (YELOH v/v) Com. (YELOH v/v)

Figura 2.3.3. Comparatie profil raport faze pentru diferite perechi de hidrocarburi aromatice
folosind etanol ca modificator organic.

2.3.5. Raportul fazelor si constantele de echilibru

2.3.5.1. Premisele studiului

In sectiunile anterioare a fost studiat parametrul ce descrie raportul fazelor pentru un
set de 3 coloane, un set de compusi omologi si 3 compozitii ale fazei mobile. Pentru a
investiga detaliat aspecte privind selectivitatea metilenica si raportul fazelor au fost studiate
un numar de 7 coloane cromatografice (dintre care 2 de tip core-shell), 4 seturi de compusi
omologi si 2 compozitii ale fazei mobile.

Teoria solvofobica a fost folositd cu succes pentru explicarea retentiei in
cromatografia de lichide in fazi inversd [7,8,20]. In cadrul acestei teorii pentru partitia unei
specii j intre doua lichide imiscibile notate cu A si B, se poate scrie ecuatia 2.3.4.

IOg KBA,j = aA] + b(]/})_2/314] + C]|.l]2 + d]a]
(2.3.4)

unde A; este suprafata moleculard van der Waals, V; este volumul molar, u; este
momentul de dipol, iar a; este polarizabilitatea, toate marimile fiind caracteristice pentru
solutul j. Parametrii a, b ¢; sid; depind de o multime de parametrii molecular cum ar fi :
volum molar, diametre moleculare, presiuni critice, parametrii Kihara, potentiale de ionizare,
tensiuni superficiale si constante dielectrice. Pentru un anumit numar de sisteme acesti
parametrii sunt disponibili in literatura [21-23], sau pot fi calculate cu anumite pachete
software [24,25]. Chiar si in aceste conditii calcularea directa a valorii log Kg, ; este dificila.
Din fericire termenul cjuf din ecuatia 2.3.4 se poate elimina. Valoarea acestui termen ce

depinde de momentul de dipol este foarte mic si ca atare poate fi neglijat pentru un numar
ridicat de solventi si soluti. Ecuatia 2.3.4 devine astfel :

logKga, = ad; + b(v,) 4 + d;ey (2.3.10)

Folosind anumite simplificari ecuatia 2.3.10 devine :
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log Kpay = (a+b(V) ™ +d*) 4 (2.3.12)

unde d* este un coeficient direct proportional cu d;. Ecuatie 2.3.12 sugereazd
posibilitatea calculdrii constantei de distributie logKp, ; pe baza geometriei moleculei cu

conditia cunoasterii parametrilor a’, b’ si d*. In plus aceastd ecuatie sugereaza o potentiald
corelatie liniara intre logKp, ; si suprafata van der Waals A; cu conditia ca suma a +

b(Vj)_Z/3 + d* sa aiba variatii mici de la compus la compus si depinde doar de solventii A si
B. Ecuatia 2.3.12 devine astfel :

logKp,j = a'4; (2.3.13)

Dependenta liniara exprimata prin ecuatia 2.3.13 a fost observata experimental pentru
sistemul A=octanol si B=apa utilizdnd o hidrocarbura ca specie j dar si pentru A=faza
stationara C8/C18 si B=faza mobila polara utilizand tot o hidrocarbura ca specie j [19].

Pentru a putea aplica ecuatia 2.3.13 si altor compusi in afara hidrocarburilor implica
introducerea unor corectii pentru entititile polare prezente in aceste molecule. Pentru
moleculele polare suprafata van der Waals A; include atat componentele polare cat si pe cele
nepolare. Deoarece ecuatia 2.3.4 este bazata pe interactiuni hidrofobe se presupune ca partea
polara a moleculei dizolvate intr-un solvent polar nu contribuie la interactiunile solvofobice,
raportul componentei organice la suprafata van der Waals A; trebuie substrasd din ecuatia
2.3.13:

logKpa; =a'(4; — ;b)) = a’4; — ¥; b}’ (2.3.14)

unde a’ depinde doar de sistemul de solventi A si B iar b;’ depinde de gruparile
functionale ale analitului j si de sistemul de solventi A si B. Valorile b;" sunt in mod ideal
specifice diferitelor grupari functionale si pot fi transferate de la un compus la altul pentru
aceeasi grupare functionald. Ecuatia 2.3.14 a fost verificatd pentru sistemul octanol/apa
pentru gami variati de compusi. In acest caz ecuatia 2.3.14 poate fi scris simplificat :

unde a, este un coeficient specific sistemului octanol/apa si by = ),; b;’

Pentru aplicarea modelului teoretic al partitiei unui solut j intre doua lichide imiscibile
A si B in cromatografia de lichide in faza inversa este necesar ca separarea cromatografica sa
fie descrisa ca partitie si guvernata in principal de interactiuni solvofobice [19]. Pentru un
sistem ce indeplineste aceste conditii ecuatia 2.3.14 duce la urmatoare expresie a factorului
de capacitate:

logk; = a’Aj — ¥ b + log ® (2.3.16)

Pentru calcularea volumelor si suprafetelor van der Waals existd date de literatura
[82] si chiar pachete software [24]. Ecuatia 2.3.16 poate fi rescrisa

logk; = a,A; — b, (2.3.17)
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unde a, este un coeficient specific fazei mobile si coloanei cromatografice
utilizate iar b, = Y,; b;' —log ®. Expresiile 2.3.15 si 2.3.17 pot fi combinate pentru a
forma:

log kj = 2Z10g Ko ; + (22— b,) (2.3.18)

a

Dependente liniare intre log k; si log Ky, ; au fost raportate experimental in mod
repetat [26]. Pentru cazul special al unei hidrocarburi ca specie j, >; ;' = 0 si notand
a= % expresia 2.3.18 devine :

1

logk; = alogK,y,; +log® (2.3.19)

Pentru echilibrul de partitie a speciei j Intre faza mobila si faza stationard se poate
scrie

k| = K;® (2.3.20)

Prin compararea ecuatiilor 2.3.19 si 2.3.20 se poate concluziona ca :
logK; = alog K,y ; (2.3.21)

2.3.5.4. Raportul fazelor

Ecuatia 2.3.19 a fost verificatd pentru benzen, toluen, etilbenzen, propilbenzen si
butilbenzen folosind diferite coloane si compozitii ale fazei mobile. Valorile log K,,,, au fost
preluate din tabelul 2.3.7 si valorile logk™ au fost calculate conform procedurii descrise
anterior. Figura 2.3.6 demonstreaza o corelatie liniard foarte buna intre logk’ si logK,,,
(valorile r? au fost intre 0,9957 si 0,9985). Valorile pantelor aferente logk’ = f(log Ky,
pentru celelalte situatii se pot regasi in tabelele urmatoare.

’ e C18-Gemini  v=04928x-0:
18 R? = 0.9966
e C18-Choice y=0.5613x-0.3
9 S %308

..... ...,-x“”"'x _ y=0. X -
S PO, ﬁ';_;,;.‘.,.;.m‘ C18-Luna e 0.996
a2 C18-Analytical v =0.5065x-0.
oo 1 s Ehl R?=0.9957
28 e e C18-Ultisil y=05378x-0
.... o R? =0.998
. ® C18-SPP y =0.5316x - 0.€
04 | & _ R2=0.9965
® C18-Boltimate Y=0->304x-0.7C

0.2 R? = 0.9966

0
2 25 3 o ow 4 45 5

Figura 2.3.6. Exemplu logk* = f(log K,,,) pentru seria benzen-butilbenzen, folosind MeOH
ca si modificator organic
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Rezultatele obtinute ilustreaza o liniaritate comun intdlnitd a dependentei logk™ in
functie de logK,,, dar si 0 anumitd similaritate intre K; pentru o anumitd compozitie a fazei
mobile si analit si diferitele coloane C18 (panta fiind proportionald cu acest parametru).
Aplicarea ecuatiei 2.3.21 permite calcularea valorilor log K; folosind valorile medii a ce se
pot regasi 1n tabelul 2.3.8

Valorilor a obtinute pentru ACN sunt mai mici fata de cele obtinute pentru MeOH
pentru acelasi % de modificator organic deoarece ACN este considerat un solvent mai
puternic decat MeOH.

Suplimentar din ecuatia 2.3.19 se poate concluziona ca intersectie regresiilor liniare
este de fapt log @, acesta valori se pot regasi in tabelul 2.3.9. Se poate observa din acest tabel
ca raportul fazelor ® variaza cu compozitia fazei mobile .

Variatia raportului fazelor cu compozitia fazei mobile si cu natura ei este rezultatul
modificarii limitelor dintre faza mobild si faza stationara. Acetonitrilul este un solvent ce
interactioneaza mai puternic cu faza stationara si prin urmare sistemele cu C18-Acetonitril
sunt caracterizate de un raport al fazelor mai mare decét sistemele C18-Metanol, lucru ce se
poate observa din tabelul 2.3.9

Tabel 2.3.9 Valorile log @ aferente logk™ = f(log K,,) pentru seria benzen-butilbenzen si faza mobila MeOH/Apa cu 0,1%
H3PO4 si pentru faza mobild ACN Apa cu 0,1% H3PO4

C18- C18-
% MeOH C18-Gemini  C18-Choice C18-Luna Analytical C18-Ultisil C18-SPP Boltimate

45 - - - - - -0,6066 -0,6313
47,5 - - - - - -0,6102 -0,6158

50 - - - - - -0,6278 -0,6395
52,5 - - - - - -0,6468 -0,6635

55 - - - - - -0,6568 -0,6695
57,5 - - - - - -0,6710 -0,6853

60 -0,5399 -0,3848 -0,5524 -0,6240 -0,6408 -0,6935 -0,7099
62,5 -0,5574 -0,3903 -0,5748 -0,6385 -0,5843 - -

65 -0,5739 -0,4066 -0,5861 -0,6552 -0,6003 - -
67,5 -0,5941 -0,4219 -0,6003 -0,6743 -0,6195 - -

70 -0,6126 -0,3663 -0,6176 -0,6969 -0,6426 - -
72,5 -0,6331 -0,4550 -0,6386 -0,7206 -0,6623 - -

75 -0,6570 -0,4759 -0,6631 -0,7419 -0,6835 - -

C18- C18-
%ACN C18-Gemini  C18-Choice C18-Luna Analytical C18-Ultisil C18-SPP Boltimate

30 - - - - - -0,3926 -0,3798
32,5 - - - - - -0,3682 -0,3840

35 - - - - - -0,3775 -0,3919
37,5 - - - - - -0,3676 -0,4008

40 - - - - - -0,3965 -0,4199
42,5 - - - - - -0,4131 -0,4363

45 - - - - - -0,4339 -0,4674
475 - - - - - - -

50 -0,2803 -0,1377 -0,2633 -0,3555 -0,2629 - -
52,5 -0,2810 -0,0922 -0,2730 -0,3758 -0,2794 - -

55 -0,2961 -0,1218 -0,2884 -0,3705 -0,2980 - -
57,5 -0,3308 -0,1470 -0,3166 -0,4254 -0,3234 - -

60 -0,3594 -0,1733 -0,3449 -0,4557 -0,3510 - -
62,5 -0,3681 -0,2047 -0,3719 -0,4838 -0,3810 - -

65 -0,4204 -0,2808 -0,4070 -0,5134 -0,4105 - -

Pentru determinarea raportului fazelor este necesara minimizarea oricaror interactiuni
cu exceptia celor de tip hidrofobic. Din acest motiv este recomandatd utilizarea
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hidrocarburilor sau compusilor cu grupari nepolare pentru determinarea raportului fazelor. In
figura 2.3.7 este reprezentatd variatia parametrului a pentru seria benzen-butilbenzen pe
cele sapte coloane si cei doi modificatori organici in functie de procentul de componenta

organica.

07 - y = 8E-05x2 - 0.0205x + 1.4689

R?=0.9991
2 06 -
2
oo 0.5 -
k<)
= 04 - ACN
oo = 2
o3 - y = 0.0002x? - 0.0244x + 1.253 MeOH
R?=0.9959
0.2 T T T T
30 40 50 60 70

% Component organic

Figura 2.3.7. Reprezentare log k™ / log K., in functie de % de componenta organica pentru
seria benzen-butilbenzen

2.3.5.5 Compusi hidrofobi cu grupari polare
In cazul compusilor hidrofobi care contin grupari polare ecuatia 2.3.18 poate fi scrisa
ca:

logk; = alogK,y,; +b (2.3.22)
unde b= 23, b"; = % b'; + log ® (2.3.23)
1

In ecuatia 2.3.23 termenul Y; b"'; este pentru sistemul octanol/apa iar termenul ¥ b';
este pentru sistemul faza stationard/faza mobila.

Expresia 2.3.22 nu poate fi folosita pentru calcularea valorilor K; sau @ deoarece

valorile parametrului b sunt necunoscute. Acesta este motivul pentru care evaluarea
raportului fazelor unei coloane cromatografice se face utilizdnd o serie omoloaga de
hidrocarburi. In plus prezenta gruparilor polare rezulti in influenta altor tipuri de interactiuni
pe langa cele hidrofobe asupra separirii cromatografice. In practici se vor observa deviatii
ale valorii parametrului a fata de valorile masurate pentru seria de hidrocarburi.

2.3.6 Selectivitate metilenica

2.3.6.1 Premisele studiului

Selectivitatea metilenica este un parametru ce caracterizeaza hidrofobicitatea unei
faze stationare si este definit ca

k(X—CH,-Y
a(CH,) = W (2.3.30)
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unde a(CH,) este selectivitatea metilenicd, iar k este factorul de retentie aferent
compusilor X — Y respectivX — CH, — Y.

Valoarea selectivitatii metilenice este determinata experimental ca fiind constanta
pentru o serie omologd pentru o anumitd coloand si compozitie a fazei mobile, astfel
dependenta log k in functie de numarul de grupari metilenice poate fi considerata ca fiind
liniard. Din acest motiv valoarea selectivitatii metilenice poate fi obtinuta si din calcularea
pantei § a liniei de tendinte aferente graficului logk in functie de numarul de grupari
metilenice.

Valoarea constantd a selectivitatii metilenice poate fi justificatd daca se considera
contributia gruparii metilenice la schimbarea energiei libere Gibbs asociata cu transferul unei
molecule din faza mobila in faza stationara ca fiind constanta.

O justificare teoretica pentru liniaritatea logk poate fi obtinuta folosind teoria
solvofobica. In cadrul acestei teorii pentru partitia unei specii j intre doud lichide imiscibile
notate cu A si B, se poate scrie ecuatia 2.3.4.

IOg KBA,j = ClAJ + b(Vj)_Z/3A] + CJIJ.JZ + d](lj
(2.3.4)

unde A; este suprafata moleculard van der Waals, V; este volumul molar, p; este
momentul de dipol, iar a; este polarizabilitatea, toate marimile fiind caracteristice pentru
solutul j. Folosind simplificariile utilizate in capitolul anterior s-a ajuns la ecuatia 2.3.16

logk; =a'A; — ¥;b;' +log® (2.3.16)

Ariile si volumele moleculare van der Waals sunt proprietati geometrice si pot fi
calculate pe baza structurii moleculei si a razelor van der Waals. La ora actuald sunt
disponibile multiple surse cu aceste marimi [88,89] dar si diverse pachete software capabile
de a le calcula [81]. Una din metodele de calcul a ariei van der Waals foloseste urmatoare
ecuatie cu o aproximatie buna [60]:

A= Zatom Aatom - Zlegéturi Clegéturi - 13-75(m - 1) (2-3-31)

unde termenul Y iom Aatom S€ referd la suma ariilor per atomi individuali, iar
termenul Yegacuri Cregauri € referd la suma ariilor legéturilor si termenul m este numarul de
atomi din moleculd. Tindnd cont de expresia 2.3.31 introducerea unei grupari metilenice
suplimentare (—CH, —) in compusul j induce o variatie constanta a ariei van der Waals notata
cu k. Astfel se poate scrie urmatoarea ecuatie :

Aj+n(CH2) = Aj + nk (2332)

Dependenta liniard a ariei van der Waals 1n functie de numarul de grupari metilenice
este sustinutd de diferite metode teoretice de calcul [82,91]. Prin combinarea ecuatiei 2.3.32
cu ecuatia 2.3.16 rezulta :
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log kjsn(cnzy = @'Aj — X b’ +log® +na'k (2.3.33)
Ecuatia 2.3.33 este echivalentd cu
log kjyn(chzy — logk; = na'k (2.3.34)

Ecuatia 2.3.34 indica o crestere constanta a valorii log k]f pentru o serie de compusi
omologi. Desi cresterea este constantd valoarea exacta conform ecuatiei 2.3.33 este dificil de
calculat deoarece valorile diferitilor parametrii sunt dificili de cunoscut. In orice caz, aceasta
ecuatie oferd o justificare teoreticd a dependentei liniare observate a log k]f in functie de
numarul de grupari metilenice fara utilizarea unor ipoteze echivalente cu A(AGcyy) =
constant.

In cadrul acestui model nu este necesari utilizarea unei serii specifice de compusi
omologi pentru masurarea valorilor a(CH;). In practica este de preferat utilizarea unei serii
de hidrocarburi aromatice omologe deoarece acestea prezinta aproape exclusiv interactiuni
solvofobice.

Tabel 2.3.14 Valorile log ¢ (CH,) pentru MeOH ca si modificator organic

% MeOH 60 62,5 65 67,5 70 72,5 75

Alchilbenzeni 0,271 0,257 0,244 0,231 0,218 0,205 0,193
Esteri benzoici 0,267 0,254 0,241 0,229 0,216 0,204 0,193

C18-Gemini Hidroxiesteri 0270 0259 0247 0236 0225 0214 0,203
Hidroxicetone | 0,285 0,273 0263 0252 0242 0232 0,222

Alchilbenzeni | 0,283 0266 0,253 0,240 0235 07214 0,202

C18.Choice | ESteribenzoici | 0284 0271 0259 0245 0282 0220 0,208
Hidroxiesteri 0,290 0,278 0,266 0,253 0,242 0,231 0,220

Hidroxicetone | 0,305 0,293 0281 0270 0260 0249 0,239

Alchilbenzeni | 0,280 0,267 0,253 0,238 0,224 0,211 0,199

C18-Luna Esteri benzoici 0,275 0,262 0,249 0,236 0,224 0,211 0,199

Hidroxiesteri 0,277 0,266 0,254 0,242 0,230 0,219 0,208
Hidroxicetone 0,290 0,279 0,268 0,258 0,246 0,236 0,226

Alchilbenzeni 0,281 0,263 0,250 0,237 0,225 0,213 0,201
Esteri benzoici 0,276 0,263 0,251 0,239 0,226 0,214 0,202
Hidroxiesteri 0,287 0,275 0,263 0,251 0,239 0,228 0,217
Hidroxicetone 0,301 0,290 0,280 0,269 0,258 0,247 0,237

C18-Analytical

Alchilbenzeni 0,270 0,266 0,253 0,240 0,228 0,215 0,204
Esteri benzoici 0,276 0,263 0,251 0,240 0,229 0,215 0,204

C18-Ultisil Hidroxiesteri 0,279 0,268 0,257 0,245 0,235 0,224 0,213
Hidroxicetone 0,292 0,281 0,271 0,261 0,251 0,241 0,231
% MeOH 45 47,5 50 52,5 55 57,5 60
Alchilbenzeni 0,385 0,370 0,356 0,332 0,317 0,303 0,290
C18-SPP Esteri benzoici 0,369 0,354 0,340 0,329 0,316 0,329 0,288

Hidroxiesteri 0,367 0,354 0,340 0,330 0,315 0,303 0,290
Hidroxicetone 0,376 0,364 0,352 0,342 0,329 0,317 0,305

Alchilbenzeni 0,390 0,371 0,356 0,335 0,317 0,303 0,290
Esteri benzoici 0,378 0,353 0,342 0,326 0,313 0,299 0,288
Hidroxiesteri 0,370 0,356 0,349 0,329 0,316 0,304 0,292
Hidroxicetone 0,380 0,367 0,364 0,343 0,332 0,319 0,308

C18-Boltimate

Ecuatia 2.3.34 scrisd pentru o valoare n=1 este echivalenta cu
loga(CH,) = logkj,(cyz) —logk; = a'k (2.3.35)
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Desi ecuatia 2.3.35 este o simplificare a ecuatiei 2.3.34 ea nu este utild pentru
calcularea valorilor log a(CH,) datorita dificultatii calcularii valorilor a’k. Din acest motiv
ecuatia 2.3.35 nu poate fi folosita pentru prezicerea variatiilor log a(CH,) la schimbarea
coloanei sau fazei mobile.

Din tabelele 2.3.14 si 2.3.15 se poate observa ca variatia log a(CH;) de la o coloana
la alta cu mentinerea constantd a compozitiei fazei mobile este minima, acest lucru putand fi
explicat de natura similara a coloanelor : toate coloane utilizate au grupari C18. In plus se
poate observa pentru coloana C18-Choice, ce are un continut procentual de carbon mare
(27%), doar o usoara crestere a a(CH,). Pentru coloana core-shell Boltimate cu un continut
procentual de carbon mic (9%) se observa valori a(CH,) relativ similare cu restul coloanelor.
Deoarece valorile a(CH,) variaza puternic cu compozitia si nu cu coloana utilizata, s-a
folosit media valorilor selectivitatilor metilenice pentru a studia variatia acesteia cu
compozitia fazei mobile.

y =-0.0055x + 0.6214

0.4 -
R2=0.9973
0.35 |
[N
T 03 4 y =-0.0047x + 0.5656 MeOH Porous
% R? = 0.9998
& 0.25 =-0.0066x + 0. MeOH CoreShell
- 2 _
03 - R®=0.9924 y = -0.0029% 10.3603 ACN Porous
R?=0.9942 ACN CoreShell
0.15 T T T T T 1
25 35 45 55 65 75 85

% Modificator Organic

Figura 2.3.11. Variatia mediei log a(CH,) pentru coloanele studiate in functie de continutul
de modificator organic din faza mobila.

Aceste rezultate arata o variatie puternica a selectivitatii metilenice cu compozitia
fazei mobile. Impreuna cu variatia mica asociatd cu schimbarea coloanei cromatografice,
selectivitatea metilenicd se dovedeste a fi un parametru relativ insensibil pentru a cuantifica
diferentele in capacitatea de separare a diferitelor coloane cromatografice. Mai exact, o
usoard modificare a fazei mobile (ex 2.5%) genereaza o variatie a selectivitatii metilenice
egala sau mai mare decét folosirea altor coloane.

In practica, natura fazei stationare este cea care genereaza diferente intre selectivitatile
diferitelor coloane. Conform rezultatelor prezentate in acest studiu selectivitatea diferita ntre
diversele coloane C18 este rezultatul unor interactiuni diferite de cele hidrofobice, in mod
uzual cu gruparile silanol reziduale. Gruparile silanol reziduale participa la interactiuni polare
si justifica diferenta de selectivitate observatd pentru coloane C18 si compusi cu grupari
polare.

Prin definitie, selectivitatea metilenicd nu necesita folosirea hidrocarburilor pentru a fi
masuratd experimental si conform teoriei expuse anterior orice serie omologd poate fi
utilizatd cu conditia existentei interactiunilor hidrofobice ca si factor principal al separarii.
Reducerea interactiunilor ce pot aparea in cadrul separdrilor lichid cromatografice doar la
interactiuni hidrofobice nu este usor de facut. Din acest motiv se prefera utilizarea unor serii
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omologe de hidrocarburi pentru limitarea interactiunilor suplimentare. Chiar si in aceste
situatii pot aparea interactiuni suplimentare de naturd stericd sau de tip m-m in cazul
hidrocarburilor cu structurd aromaticad. Datoritd dificultitilor aferente detectiei
hidrocarburilor in sistemele HPLC se prefera utilizarea hidrocarburilor aromatice.

Rezultatele experimentale sugereaza ca premisele teoriei conform careia selectivitatea
metilenicd nu depinde de seria de compusi omologi utilizati este partial confirmata. Nu se
poate confirma existentd numai a interactiunilor hidrofobe in cazul coloanelor C18.
Rezultatele selectivitatii metilenice sunt apropiate pentru serii omologe diferite cu diferente
in domeniul erorilor experimentale (4-5%). Se confirma ca natura fazei mobile influenteaza
drastic selectivitatea metilenicd pe cand natura fazei stationare are o influentd practic
neglijabila.

2.4. Influenta interactiunilor n-w asupra retentiei cromatografice

2.4.1. Premisele studiului

Pentru separarea compusilor aromatici folosind faze stationare cu grupari fenil sau
ciano un rol important il joaca interactiunile n-x [27]. Interactiunile -7 joaca de asemenea un
rol important in procesele de retentic LC a compusilor investigati cu structuri aromatice,
bazate pe utilizarea acetonitrilului ca modificator organic al fazei mobile.

Afinitatea compusilor aromatici pentru faze stationare cu grupari fenil poate fi folosita
bazatd pe aplicarea de volume mari de injectie [29]. Anumite studii au concluzionat ca
interactiunile n-n sunt conditionate de anumite cerinte geometrice si in realitate interactiunile
de tip n-m sunt de fapt rezultatul atractiilor -6 ce compenseaza pentru repulsiile n-m. in
general, energiile implicate in aceste interactiuni sunt comparabile cu cele implicate n
interactiunile van der Waals (8-30 KJ/mol).

Scopul aceste sectiuni este compararea retentiei unui grup de cinci hidrocarburi
aromatice pe trei coloane cu faza stationara de tip fenil, folosind doua tipuri de fazd mobila
(apad/metanol si apa/acetonitril).

Se poate observa ca retentia cea mai mare o prezintd coloana Phenomenex Gemini
C6-Phenyl. Acest fenomen este previzibil deoarece aceastd coloand are cel mai mare procent
de carbon din seria coloanelor studiate.

Dupa obtinerea cromatogramelor si calcularea timpilor de retentie s-au trasat curbele
de logk in functie de procentul de modificator organic, conform ecuatiei (Soczewinski-
Snyder):

logk=a+f *Cp,. (2.4.1)

unde log k este logaritmul factorului de capacitate, C,,, este concentratia volumica a
modificatorului organic in faza mobila, iar parametrii a si f sunt parametrii de regresie.

Parametrii a si 8 au fost calculati prin regresiile liniare aplicate corelatiilor logk =
f(Cino.)- Aceste regresii se pot gasi in tabelul 2.4.3 si demonstreaza o corelatie foarte buna
intre logk siC,,,. In figura 2.4.2 se pot observa dependentele liniare pentru seria de
hidrocarburi studiata pe coloana Zorbax Phenyl cu modificator organic acetonitril.
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Figura 2.4.3. Regresie liniara logk = f(C, ) exemplificat pentru coloana Zorbax Phenyl si
ACN ca si modificator

Din datele prezentate se observa ca retentia hidrocarburilor studiate este mai mare
pentru metanol comparativ cu acetonitril, folosite n acelasi procent in faza mobila. Aceasta

diferentd devine evidentd prin compararea datelor de retentie in conditii identice (figura
2.4.4)

Tn studii anterioare s-a sugerat ci folosirea acetonitrilului ca modificator organic in
asemenea sisteme duce la o Tmpiedicare a interactiunilor n-n intre analiti si faza stationara
[30]. Diferenta dintre acetonitril si metanol observata ar putea confirma aceasta ipoteza in
conditiile in care analitii studiati nu contin ale grupari functionale si deci nu sunt implicate in
alte interactiuni cu componentele fazei mobile.

Comportarea cromatografica a celor trei coloane studiate a diferit in aceleasi conditii
experimentale si chiar similaritdtii intre fazele stationare. Acest lucru poate fi atribuit
raportului fazelor, ’phase ratio”, diferit pentru fiecare coloana:

k = ®c10ans * K (2.4.2)

unde @y10ans reprezintd raportul volumelor fazei stationare si fazei mobile, iar K
reprezintd constanta de partitie pentru hidrocarbura studiatd in sistemul faza mobild — faza
stationara si se considera ca este egal pentru fiecare coloana.

Raportul fazelor poate fi corelatd prin aproximatie cu continutul procentual de carbon
(%C) din faza stationard. O faza stationard cu un grad mai mare de carbon echivaleaza cu
lanturi hidrocarbonate mai dese si deci cu un volum al fazei stationare mai mare. Folosind
%C putem sorta cele trei coloane in ordinea Phenomenex > Zorbax Eclipse > Brownlee
Phenyl PE. Aceastd ordine descrie de asemenea ordinea valorilor parametrilor extrapolati
log k,,, ce se respecta pentru fiecare hidrocarbura si modificator organic.

2.4.5. Concluzii

In cadrul acestui capitol a fost studiata retentia lichid cromatografica pentru analiti cu
structuri aromatice folosind faze stationare de tip fenil. Retentia mai mare a fost observata
pentru metanol folosit ca si modificator organic, comparativ cu acetonitril sugerand o posibila
interferenta a acetonitrilului asupra interactiunilor de tip n-n intre analiti si faza stationara.
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Valorile extrapolate log k,, au prezentat o corelatie foarte buna cu valorile log K,,,,
ciuda folosirii fazelor stationare de tip fenil, sugerand o asemanare la nivel fundamental a
mecanismului de partitie cromatografic.

3. Concluzii finale

Tn cadrul acestei teze au fost studiate aspecte ale mecanismului de retentie in cadrul
RP-LC. Studiul a inceput prin modificarea caracterului hidrofob al fazei mobile prin aditia
unor alcooli superiori rezultind in propunerea unui model competitional de retentie, unde
moleculele de analit se afld intr-o competitic cu moleculele de solvent si exprimarea acestei
dependente printr-o ecuatie de forma :

logk, =¥ +logKZ4, —logKS, (2.1.4)

Ecuatia obtinutd descrie tendinta de variatie a log k4 pentru un analit A in anumite
sisteme fazd mobila-fazd stationard. Retentia compusilor scade odatd cu scaderea
hidrofobicitatii acestora si cu cresterea hidrofobicitatii aditivului folosit. Pe langa logk, a
fost studiatd retentia prin prisma selectivitatii metilenice si a diferitilor parametri de
lipofilicitate. Prin extrapolarea datelor obtinute se deduc diferiti parametri fara efectuarca
experimentelor practice ( ex. alegerea altei faze mobile cu selectivitate similara, estimarea
parametrilor de hidrofobicitate pentru compusi necunoscuti etc)

Din punct de vedere termodinamic retentie este descrisa printr-0 entalpie, entropie si
energie liber Gibbs la fel ca orice alt proces. Adaugarea unui aditiv organic in faza mobila a
produce o variatie a acestor parametrii, rezultatele experimentale sugerand o dependenta de
gradul doi a energiei libere Gibbs fatd de hidrofobicitatea aditivului. Mecanismele de retentie
ce implica asocieri moleculare sunt teoretizate ca fiind baza procesului de adsorbtie.

Marimile termodinamice masurate au prezentat o corelatie ce poate fi atribuitd
erorilor experimentale. Conform procedurilor statistice s-a eliminat posibilitatea ca aceste
observatii experimentale sunt rezultatul erorilor normale de masurare. Prin reprezentarea
curbelor van’t Hoff se obtin linii de tendinta cu pante de aproximativ 0,75 sugerand ca orice
variatie de entalpie este compensata intr-o proportie de 75% de variatia de entropie asociata

Studierea retentiel prin perspectiva fazei mobild nu poate oferi o imagine completa si
in continuare a fost studiata influenta fazei stationare. Prin folosirea diferitelor coloane
cromatografice cu faze stationare de tip C18 si diferite clase de compusi a fost studiatda
influenta asupra retentiei prin prisma raportului fazelor, selectivitatii metilenice si rezolutiei
folosind modelul solvofobic.

lOg KBA,j = aAJ + b(V])_Z/3A] + CJIJ.JZ + d]aj
(2.3.4)

Raportul fazelor este un parametru ce caracterizeaza unic fiecare sistem faza
stationari-faza mobila. Tn cazul studiilor folosind seria de alchilbenzeni sa observat ci odati
cu cresterea raportului de componentd organica raportul fazelor scade. Astfel in cadrul
volumului definit ca fiind interiorul unei coloane cromatografice o proportic mai mare este
ocupata de faza mobila. Interfata dintre faza stationara si faza mobila este o bariera dinamica
ce se modificd odati cu modificarea procentului de modificator organic. In esenta gradul de
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penetrare al lanturilor hidrocarbonate de catre faza mobila creste cu cantitatea de modificator
organic i are ca efect o micsorare a volumului ocupat de faza stationara.

Raportul fazelor variaza atat de la o compozitie la alta dar si de la o coloana la alta.
Variatia intre coloane este mult mai micd decat variatia dintre compozitii sugerand o
influentd mult mai mare a fazei mobile. Diferentele ce apar intre coloane pot fi justificate si
dacd se tine cont de parametrii fizici diferiti ai suporturilor fazelor stationare (porozitate,
suprafata, etc)

Pentru selectivitatea metilenica rezultatele experimentale sugereaza ca nu depinde de
seria de compusi omologi. Indiferent de seria de compusi omologi utilizata sau de gruparile
functionale ale acestora rezultatele selectivitatii metilenice sunt apropiate cu diferente in
domeniul erorilor experimentale (4-5%). Se confirma ca natura fazei mobile influenteaza
drastic selectivitatea metilenicd pe cand natura fazei stationare are o influentd practic
neglijabila.

Utilizarea coloanelor fenil a oferit o perspectivd asupra potentialelor interactiuni de
tip m-m intre analiti si faza stationara in contextul modelului solvofobic. Valorile extrapolate
logk,, au prezentat o corelatie foarte buna cu valorile log K,, 1n ciuda folosirii fazelor
stationare de tip fenil, sugerand o asemanare la nivel fundamental a mecanismului de retentie
chiar si in prezenta unor interactii suplimentare.
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