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4. Parte experimentala

4. 1. Studiu de retentie al unor compusi de tip oxima printr-o metoda lichid

cromatografica, pe o faza stationara care functioneaza bimodal, ca alternativa

indirecta si ”verde” de estimare a hidrofobicitatii.

4.1.1. Introducere

Cea mai cunoscutd proprietate ce descrie comportamentul unei specii chimice intr-un
mediu biologic sau in mediul inconjurator este lipofilicitatea, definita de catre IUPAC ca fiind
afinitatea unei molocule sau a unei grupari functionale pentru un mediu lipofil si care este de
obicei, exprimata ca distributia intre doua faze ale unui sistem lichid-lichid sau lichid-solid
[62].

Lipofilicitatea unui medicament, de exemplu, este asociatd cu activitatea biologica,
abilitatea de a se lega de proteinele plasmatice, metabolismul si nu in ultimul rand cu
toxicitatea acestuia, care survine in urma acumularii in membranele celulare.

Pe de alta parte, lipofilicitatea influenteazd biodisponibilitatea si bioconcentrarea
substantelor chimice care ajung in mediul inconjurator, in special in ape si sol, de unde, prin
absorbtie ajung in lanful alimentar. Distributia compusilor chimici intre sol sau sedimente si
apa este un factor important in stabilirea factorilor de risc asociati cu managementul
reziduurilor periculoase si cu utilizarea corectd a substatelor chimice destinate protejarii
culturilor agricole [63].

Cea mai acceptata si utilizatd modalitate de exprimare a lipofilicitatii (sau a caracterului
hidrofob) se realizeaza cu ajutorul coeficientului de partitie octanol-apa (Komw) sau log P.

Una dintre cele mai cunoscute si folosite metode directe de determinare experimentala a
log P este metoda ‘““shake-flask™ care presupune un timp lung de determinare, utilizarea de
volume mari de solvent, este sensibila la prezenta impuritatilor, dar mai ales, prezinta
acuratete redusa la extremele intervalului valoric (pentru valori foarte mari sau foarte mici ale
log P), datoritd procesului de emulsionare a octanolului n apa. Pentru prevenirea formarii
emulsiei de octanol 1n apa se poate folosi metoda cu agitare lentd, care desi permite
determinarea log P pana la valori de aproximativ 9, implica, prin comparatie cu metoda
initiald, un timp indelungat de analiza si operatiuni foarte laborioase [64, 65].

Aceste metode pot fi miniaturizate si automatizate, dar si in acest caz existda o serie de
aspecte ce limiteaza utilizarea lor la un domeniu restrans de valori ale log P.

Nevoia de procesare a unui numar cat mai mare de probe intr-un timp cat mai scurt, cu
costuri §i impact asupra mediului cat mai scazute, a dus la gasirea unor metode alternative
care sa fie usor de automatizat, sa necesite cantitdti mici de proba, sa fie insensibile la
impuritati, sa prezinte o buna acuratete si sa ofere rezultate reproductibile. O astfel de metoda
larg acceptatd si recunoscutd este cromatografia de lichide in faza inversa care reprezinta o
modalitate indirectd de estimare a hidrofobicitatii [63].

Estimarea log P prin intermediul cromatografiei de lichide in faza inversa este acceptata
deoarece prin mecanismul de separare, ce implica partifia analitilor intre 2 faze nemiscibile,
este simulata partitia analifilor in sistemul octanol-apa si anume: faza stationara apolara poate
fi asimilata cu octanolul, iar componenta apoasd a fazei mobile poate fi asimilata cu apa.

Estimarea log P din date cromatografice se face cu ajutorul factorului de retentie k. Din
punct de vedere practic se determind valorile lui k pentru diferite procente de modificator
organic in faza mobild si apoi se extrapoleaza valoarea acestuia pentru situatia in care faza
mobild este alcatuitd integral (100%) din solventul apos, folosind tehnica regresiilor liniare
sau polinomiale [66].

Dependenta factorului de retentie cu procentul de solvent organic din faza mobila
poate fi descrisa de o ecuatie de tipul:

logk = logk,, +S x ¢ (13)
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in care logk, reprezintd valoarea extrapolatd a lui logk la 100% solvent apos, iar

P reprezinta procentul de solvent organic din faza mobila, iar pentru o regresie binomiala,
dependenta este de tipul:

logk =logk, +a, x@ +a, x ¢’ (14)

in care semnificatia lui log ky, si ¢ este aceeasi ca in cazul regresiei liniare, a; si ap fiind
parametrii regresiei si neavand de obicei o semnificatie fizica anume [63].

Scopul prezentului studiu se referd la estimarea unor indici de hidrofobicitate din date
de retentie cromatografica si corelarea lor cu descriptorii de hidrofobicitate calculati cu
ajutorul unor software-uri dedicate, pentru un set de 30 compusi din clasa mono-piridin
oximelor.

Faza stationara pe care s-a realizat studiul functioneaza in maniera bimodala, in functie
de procentul de solvent organic din faza mobila: la valori de pana la aproximativ 40% solvent
organic, de exemplu, separarea se face dupa mecanism de fazd inversa (RP), iar la valori de
peste 80% solvent organic, mecanismul de separare este unul bazat pe interactia hidrofila
(HILIC).

4. 1. 2. Reactivi si echipamente

Studiul de retentie s-a facut pe un set de 30 de compusi din clasa mono-piridin
oximelor, a caror structura chimica este redata in Figura 23.

Piridin-oximele functioneaza ca reactivatori ai acetilcolinesterazei, reprezentand agenti
de clivare a legaturii dintre o functiune hidroxil dintr-un centru serinic situat la nivelul
situsului activ al acetilcolinesterazei (AChE), blocata prin intermediul unui atom de fosfor
dintr-o grupare (tio)fosfonil/fosforil apartinand unui gaz neurotoxic sau unei substante cu

actiune pesticida.
OH
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Denumire Formula Pozitia Acronim
substituent (R) substituentului (R) gruparii oxima
Etil -CoHs 2,3,4 2-PAE,3-PAE,4-PAE
Butil -C4Hg 2,3 2-PAB,3-PAB
Hexil -CeH1s 2,3,4 2-PAH, 3-PAH, 4-PAH
Ocitil -CgH17 2,3, 4 2-PAO, 3-PAO, 4-PAO
Decil -CyoHx 2,3 2-PAD, 3-PAD
Dodecil(Lauril) -CyoHas 2,3, 4 2-PAL, 3-PAL, 4-PAL
Benzil -CHy-CeHs 2,3,4 2-PABN, 3-PABn, 4-PABN
Etil-fenil -(CHy)2- CsHs 2,3, 4 2-PAPE, 3-PAPE, 4-PAPE
Propil-fenil -(CH3)3-CgHs 3 3-PAPP
Butil-fenil -(CH2)a-CeHs 3,4 3-PAPB, 4-PAPB
4-metilbenzil -CHa- CgH4-(CHs) 2,3,4 2-PAMB, 3-PAMB, 4-PAMB
4-t-butilbenzil -CH,- CeHs-C(CH3)s | 3,4 3-PATB, 4-PATB

Figura 23. Structura compusilo

=

considerati pentru studiu.




Anionul oximat actioneazd ca un agent nucleofil, in timp ce atomul de azot cuaternar
contribuie la pozitionarea corectd a moleculei reactivatorului in raport cu centrul anionic
reprezentand situl secundar de legare la nivelul intrarii Intr-un canal ingust situat la suprafata
enzimei.

Cu ajutorul unor softwar-uri dedicate, utilizand diversi algoritmi computationali au fost
calculate valorile unor descriptori de hidrofobicitate (denumiti generic log P) si ai unor
parametri ai sistemului de clasificare biofarmaceutica (BCS) - solubilitatea in fluide biologice
simulate §i permeabilitatea gastro intestinald. Valorile log P calculate pentru analitii de interes
prin diferitii algoritmi computationali si corelatia reciproca dintre acestia sunt ilustrate in
Tabelul 1*. (* numerotarea tabelelor si a figurilor este cea din teza).

4.1.3. Metoda cromatografica

Studiul de retentie s-a efectuat pe o coloand Acclaim Mixed-Mode HILIC-1
termostata la 25° C. O astfel de faza stationara constd in particule sferice, reprezentand
silicagel modificat chimic cu radicali diol. Functiunile diol sunt legate la suprafata
silicagelului prin intermediul unor lanturi hidrocarbonate cu 12 atomi de carbon. Lanturile
alchilice creeaza conditiile necesare pentru interactiile de tip hidrofob, in timp ce gruparile
diol vicinale asigurda mediul hidrofil pentru mecanismul de interactie hidrofila.

Volumul de injectie utilizat a fost de 2 pL. Studiul s-a facut in conditii izocratice, pe un
domeniu de la 5% la 90% solvent B.

Detectia s-a facut monitorizind lungimile de unda de 220, 254 si 300 nm (+ 4 nm), cu o
referinta la lungimea de unda de 480 nm (+ 10 nm).

4.1.4. Rezultate si discutii

Estimarea indicilor de hidrofobicitate din date de retentie cromatografica a implicat o
serie de etape. O prima astfel de etapa a fost calculul factorului de retentie k=(tr-tp)/to, unde tg
este timpul de retentie absolut, iar tg reprezinta timpul mort al coloanei. Timpul mort a fost
determinat prin observarea picului de injectie. Fiecare injectie a fost repetata de trei ori.
Pentru calculul factorului de retentie (k) s-a facut media valorilor obtinute, atat pentru timpul
mort (tp), cat si pentru timpul de retentie absolut (tr), pentru cele 3 injectii. Pe durata
studiului, nu s-au inregistrat valori ale deviatiilor standard (RSD) pentru valorile factorilor de
retentie mai mari de 2%. Pentru coloana Acclaim Mixed-Mode HILIC-1 exploatatd in
conditiile experimentale, valoarea medie a timpului mort a fost de 1,23 min.

Valorile factorului de retentie au fost folosite pentru trasarea dependentelor functionale
k=f(p) si log k=f(p), unde ¢ reprezinta procentul de modificator organic din faza mobila.
Exemple de astfel de dependente sunt redate in Figura 29., pentru 3-PAE-I si 3-PATB-Br.

Dupa cum lesne se poate observa din Figura 29., profilul retentiei este o curba in forma

de U.

Partea stangd a curbei poate fi atribuitd mecanismului de separare in faza inversa (RP),
in care retentia scade cu cresterea procentului de solvent organic din faza mobila. Separarea in
RP se realizeaza prin repartifia analitilor intre faza mobild polard si stratul hidrofob
reprezentat de lanturile hidrocarbonate (alchil) imobilizate chimic la suprafata particulelor de
silicagel.

Partea dreapta a curbei poate fi atribuitd mecanismului de interactie hidrofila (HILIC),
cand retentia creste odatd cu cresterea componentei organice a fazei mobile. Separarea, in
acest caz, are loc prin partitia analitilor intre faza mobila si o pelicula de apd imobilizata prin
intermediul legaturilor de hidrogen, la nivelul gruparilor diol vicinale, situate la capatul
lanturilor alchilice ale fazei stationare. In acest context, faza mobila (cu un continut important
de solvent organic, in spetd acetonitril) prezintd un caracter mai putin polar in raport cu filmul
de apa retinut la suprafata fazei stationare.



Tabel 1. Valori log P calculate pentru analitii de interes si corelatia dintre acestia.

# Analit ALOGPs AC logP milLogP KOWWIN XLOGP2 XLOGP3 ALOGP Hy MLOGP SlogP SlogD7.4 LogD7
1 | 2-PAE -2.33 1.12 -2.47 -0.80 1.02 1.34 1.41 -0.12 0.81 -2.37 -2.90 -4.56
2 | 3-PAE -2.76 1.01 -2.76 -0.80 0.93 1.00 0.98 -0.12 0.81 -2.54 -3.60 -4.06
3 | 4-PAE -2.81 1.02 -3.73 -0.80 0.93 1.00 0.98 -0.12 0.81 -2.40 -3.29 -4.19
4 | 2-PAB -1.69 2.05 -1.41 0.18 1.95 2.22 2.39 -0.20 1.43 -1.50 -2.19 -3.69
5 | 3-PAB -2.22 1.94 -1.70 0.18 1.86 1.89 1.96 -0.20 1.43 -1.62 -2.82 -3.20
6 [ 2-PAH -0.71 2.97 -0.40 1.16 3.09 3.30 3.30 -0.27 2.00 -0.56 -1.37 -2.90
7 | 3-PAH -1.46 2.87 -0.69 1.16 3.00 2.97 2.87 -0.27 2.00 -0.66 -2.01 -2.40
8 | 4-PAH -1.35 2.87 -1.65 1.16 3.00 2.97 2.87 -0.27 2.00 -0.54 -1.73 -2.53
9 | 2-PAOC 0.54 3.90 0.61 2.14 4.23 4.39 421 -0.31 3.45 0.45 -0.47 -2.11
10 [ 3-PAO -0.71 3.80 0.32 2.14 4.14 4.05 3.78 -0.31 3.45 0.35 -1.18 -1.61
11 [ 4-PAO -0.67 3.80 -0.64 2.14 4.14 4.05 3.78 -0.31 3.45 0.45 -0.88 -1.74
12 [ 2-PAD 1.51 4.83 1.62 3.13 5.36 5.47 5.12 -0.35 3.95 1.47 0.46 -1.32
13 [ 3-PAD 0.41 4.73 1.33 3.13 5.27 5.14 4.69 -0.35 3.95 1.37 -0.34 -0.82
14 | 2-PAL 2.43 5.76 2.63 411 6.50 6.55 6.04 -0.39 4.43 2.47 1.40 -0.52
15 [ 3-PAL 1.40 5.66 2.35 4.11 6.41 6.22 5.61 -0.39 4.43 2.37 0.50 -0.03
16 [ 4-PAL 1.27 5.66 1.38 411 6.41 6.22 5.61 -0.39 4.43 2.44 0.87 -0.15
17 [ 2-PABn -1.10 2.34 -1.25 041 1.96 2.63 2.64 -0.29 2.02 -1.08 -1.69 -3.13
18 [ 3-PABnN -1.79 2.23 -1.54 041 1.87 2.30 2.21 -0.29 2.02 -1.22 -2.35 -2.63
19 [ 4-PABn -2.00 2.23 -2.51 041 1.88 2.75 0.32 -0.29 1.95 -1.07 -2.07 -2.75
20 | 2-PAPE -0.74 2.40 -1.04 0.91 2.47 2.93 2.96 -0.31 2.29 -0.84 -1.54 -2.87
21 | 3-PAPE -1.81 2.29 -1.33 0.91 2.39 2.59 2.53 -0.31 2.29 -0.97 -2.19 -2.38
22 | 4-PAPE -1.82 2.29 -2.30 0.91 2.38 2.59 2.53 -0.31 2.29 -0.82 -1.89 -2.50
23 | 3-PAPP -1.59 2.76 -0.81 1.40 2.74 2.95 2.99 -0.33 2.54 -0.60 -1.88 -1.98
24 | 3-PAPB -1.31 3.22 -0.54 1.89 3.31 3.31 3.45 -0.35 2.79 -0.16 -1.50 -1.58
25 | 4-PAPB -1.34 3.22 -1.51 1.89 3.31 3.31 3.45 -0.35 2.79 -0.02 -1.23 -1.71
26 | 2-PAMB -0.78 2.65 -0.81 0.96 2.40 3.00 3.13 -0.31 2.29 -0.71 -1.34 -2.66
27 | 3-PAMB -1.48 2.55 -1.09 0.96 2.31 2.66 2.70 -0.31 2.29 -0.86 -2.00 -2.16
28 | 4-PAMB -1.71 2.55 -2.06 0.96 2.31 2.66 2.70 -0.31 2.29 -0.71 -1.71 -2.29
29 | 3-PATB -0.35 3.75 0.17 2.32 3.69 3.97 3.61 -0.37 3.04 041 -0.92 -1.00
30 | 4-PATB -0.22 3.75 -0.80 2.32 3.69 3.97 3.61 -0.37 3.04 0.55 -0.62 -1.13
Coeficient corelatie ALOGPs AC logP milLogP KOWWIN XLOGP?2 XLOGP3 ALOGP Hy MLOGP SlogP SLogD7.4 LogD7
ALOGPs 0.9477 0.9490 0.9227 0.9430 0.9655 0.9394 -0.7188 0.9118 0.9417 0.9760 0.8140
AC logP 0.9421 0.9920 0.9935 0.9945 0.9523 -0.8029 0.9739 0.9968 0.9718 0.9353
miLogP 0.9226 0.9405 0.9459 0.9434 -0.7169 0.9083 0.9233 0.9158 0.8363
KOWWIN 0.9848 0.9832 0.9505 -0.8479 0.9804 0.9955 0.9610 0.9634
XLOGP2 0.9892 0.9549 -0.7543 0.9639 0.9889 0.9594 0.9115
XLOGP3 0.9438 -0.7983 0.9715 0.9934 0.9832 0.9138
ALOGP -0.7602 0.9302 0.9467 0.9439 0.8663
Hy -0.8638 -0.8302 -0.8091 -0.9095
MLOGP 0.9805 0.9507 0.9487
SlogP 0.9760 0.9474
SlogD7.4 0.8797
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Figura 29. Dependentele functionale reprezentand variatia factorului de retentie (k) si
respectiv ale logaritmului factorului de retentie (log k) in raport cu procentul de solvent
organic din faza mobila , pentru analitii 3-PAE-I si 3-PATB-Br

Un interes deosebit s-a acordat portiunii din curba pentru care retentia este minima (kmin
sau log Kmin ) si compozitiei fazei mobile la care retentia este minima ( @ corespunzator lui
Kmin Sau 10g Kmin). Aceasta compozitic a fost denumita arbitrar ISOELUT. Indicilor de
hidrofobicitate estimati din dependentele functionale log k=f(¢), le va fi adaugat prefixul
LOG.

4.1.4.1. Indici de hidrofobicitate cromatografici

Valorile minime pentru factorul de retentie (Kmin) si ale logaritmului corespunzator (log
Kmin) se pot determina din datele de retentie corespunzatoare fiecarui analit.

Indicii notati cu ISOELUT si LOG ISOELUT pot fi determinati in prima instanta
printr-o fitare polinomiald (de gradul 11), aplicata pentru toate valorile experimentale. Practic,
se traseaza dependentele functionale k/log k= f (¢). Valorile experimentale ale retentiei se
coreleazd cu procentul de modificator organic din faza mobila, dupa o relatie de tipul

c+bxgp +axe?’, al cirei minim este ——— .



Urmand acelasi algoritm, pentru cele 2 portiuni ale curbei de elutie, prin aplicarea unor
regresii liniare sau de tip putere si egalarea ecuatiilor corespunzdtoare regresiilor se pot
determina indicii notati cu ISOELUT1 sau LOG ISOELUT 1 (pentru regresiile liniare) si
respectiv ISOELUT2 sau LOG ISOELUT?2 (pentru regresiile de tip putere).

Pentru a se face o comparatie cu scalele de hidrofobicitate “uzuale”, valorile retentiei,
exprimata prin factorul de retentie (k) sau prin logaritmul acestuia (log k) au fost extrapolate
la o compozitie ipotetica a unei faze mobile cu un continut de 100% apa, situatie 1n care k si
log k devin ky si log ky. Extrapolarca a fost facutd prin regresii liniare si binomiale, pe
portiunea din curba de elufie corespunzidtoare mecanismului RP. Acesti indici de
hidrofobicitate au fost notati cu ky'", logky" , ky"" si log k.. Pentru portiunea
corespunzatoare mecanismului HILIC a curbei de elutie a fost propusa o scala de
hidrofilicitate, prin extrapolarea retentiei la o faza mobila cu un continut exclusiv de solvent
organic (o= 100%). Indicii corespunzatori au fost notati cu HYL sau LOG HYL.

Corelarea valorilor descriptorilor de hidrofobicitate obtinute din date de retentie
cromatografica cu valorile calculate prin software-urile enumerate in sectiunea experimentala
este prezentata in Tabelul 7.

Tabelul 7. Coeficientii de corelatie dintre valorile descriptorilor de hidrofobicitate estimati
din date de retentie cromatografica si cei calculati.

My

ALOGPs AClogP milLogP KOWWIN XLOGP2 XLOGP3 Hy MLOGP ALOGP Log D7
Kmin 0,958 0,977 0,934 0,963 0,977 0,983 -0,758 0,935 0,943 0,884
log Kmin 0,938 0,977 0,927 0,973 0,964 0,978 -0,894 0,954 0,944 0,918
ISOELUT 0,842 0,915 0,835 0,942 0,895 0,899 -0,891 0,914 0,904 0,931
LOG ISOELUT 0,809 0,881 0,810 0,904 0,865 0,873 -0,874 0,880 0,885 0,864
ISOELUT1 0,479 0,512 0,460 0,508 0,484 0,529 -0,518 0,577 0,393 0,537
LOG ISOELUT1 0,678 0,740 0,661 0,752 0,700 0,750 -0,817 0,806 0,640 0,788
ISOELUT2 0,552 0,598 0,526 0,602 0,558 0,621 -0,730 0,668 0,493 0,642
LOG ISOELUT2 0,193 0,209 0,117 0,214 0,201 0,226 -0,267 0,240 0,135 0,232
K" 0,788 0,784 0,767 0,753 0,793 0,787 -0,546 0,803 0,770 0,652
log k™ 0,847 0,862 0,836 0,843 0,862 0,863 -0,672 0,878 0,840 0,766
K,>" 0,754 0,812 0,756 0,787 0,817 0,800 -0,570 0,814 0,778 0,714
log k,”" 0,139 0,278 0,202 0,304 0,246 0,239 -0,377 0,257 0,259 0,374
HYL 0,488 0,472 0,479 0,413 0,458 0,502 -0,327 0,520 0,363 0,363
LOG HYL 0,430 0,405 0,420 0,346 0,400 0,440 -0,245 0,464 0,298 0,291

in Tabelul 7. cu caractere ingrosate (bold) sunt figurate valorile coeficientului de
corelatie (r) mai mari de 0,9. Caracterele ingrosate si italice reprezinta valorile lui r cuprinse
intre 0,8 si 0,9. Analizdnd datele din Tabelul 7. se poate observa ca indicii kmin, 109 Kmin,
ISOELUT si LOG ISOELUT sunt mai bine corelati cu descriptorii de hidrofobicitate
calculati, comparativ cu toti ceilalti descriptori estimati din date de retentie cromatografica.

4.1.4.2. Aspecte termodinamice

Trecerea de la mecanismul de RP la cel de HILIC a fost evaluatd, sub aspect
termodinamic, pentru compusul 3-PAB.

Studiul de retntie s-a facut in conditiile unei faze mobile ACN/apa, in care proportia de
solvent organic a fost de 10, 40, 55, 80 si 90%. Valorile temperaturii la care a fost termostata
coloana cromatografica au fost de 20, 25, 30, 35, 40 si 45°C.

Dupa trasarea dependentelor functionale Ink=f(1/T), cunoscute ca si curbele van’t Hoff,
au fost calculate entalpia (AH"), entropia (AS°) si energia liberd Gibbs (AG"), corespunzitoare
transferului analitilor intre faza mobila si faza stationara. Datoritd faptului cd pe profilul
retentiei, pe cele 2 laturi ale curbei in forma de U se observa ca retentia este aproximativ
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identica, egaland reletiile van’t Hoff corespunzatoare necanismului RP si respectiv HILIC se
poate deduce ca volumul stratului apos retinut la suprafata fazei stationare este Intr-o buna
aproximatie apropiat ca valoare de cel al stratului hidrocarbonat.

4.1.5. Concluzii

In urma studiului de retentie al unor compusi din clasa mono-piridinoximelor, pe o faza
stationara ce functioneaza bimodal, in sensul ca separarile pot avea loc atat dupa un mecanism
RP cat si dupa unul HILIC, a fost propusa o serie de indici de hidrofobicitate.

S-a demonstrat ca retentia minima, exprimata prin factorul de retentie si prin logaritmul
acestuia, respectiv (Kmin, 109 Kmin) si compozitia fazei mobile corespunzatoare retentiei minime
(ISOELUT si LOG ISOELUT) pot functiona ca descriptori de hidrofobicitate. Valorile
acestor indici se coreleaza acceptabil la nivel statistic cu valorile log P calculate. Mai mult,
corelatia acestor indici nou propusi este adeseori superioard celor estimati prin procedurile
deja 1n uz, si anume prin extrapolarea retentiei la o compozitie a fazei mobile exclusiv apoase
(9=0%), cu ajutorul regresiilor liniare sau binomiale.

Estimarea indicilor de hidrofobicitate din date de retentie cromatografica, pe o coloana
care functioneaze bimodal poate fi utild in elaborarea unor scale de hidrofobicitate pentru
compusi ce prezintd anumite particularitati structurale si pentru care abordarea bazata pe un
singur mecanism de separare poate fi dificild sau neconcludenta.

4.2. Propilen carbonatul ca posibil modificator organic al fazei mobile in

cromatografia de lichide de inalta performanta

4.2. 1. Introducere

Impactul tehnicilor cromatografice asupra mediului Inconjurator poate fi unul redus
doar daca, de-a lungul intregului proces proces de analiza, incepand cu prelevarea probelor,
prelucrarea acestora (prin extractie, derivatizare si orice alt procedeu necesar in vederea
analizei), si continudnd cu analiza propriu-zisa, sunt luate in considerare principiile chimiei
Verzi.

Potentialul cromatografiei de lichide de inalta performantd (HPLC) de a se constitui ca
o metoda analiticd verde poate fi pus in practicd prin procedeele deja cunoscute si general
acceptate, care constau in reducerea consumului de solventi organici si/sau inlocuirea acestora
cu variante mai putin ddundtoare, cu impact redus asupra sanatatii utilizatorilor cat si asupra
mediul inconjurator [22].

Evaluarea gradului de verde al unui solvent se face pe baza a 2 criterii principale: pe
baza metodologiei de evaluare a ciclului de viata (LCA) si pe baza proprietatilor privitoare la
siguranta acestora, atat in raport cu mediul inconjurdtor cat si cu sanatatea umana (EHS) [69,
70].

Printre cei mai cunoscuti si utilizati solventi care indeplinesc majoritatea conditiilor
asociate solventilor verzi se numara apa, dioxidul de carbon in stare criticd (CO3) si lichidele
ionice.

In ultimul deceniu o serie de solventi incep sa fie din ce in ce mai utilizati in practica si
in consecinta sa fie tot mai prezenti in literatura de specialitate datoritd caracterului lor verde
si a utilizarii lor in cadrul proceselor sustenabile. Rezultatele obtinute, prin utilizarea acestor
solventi s-au dovedit a fi superioare, comparativ cu cele obtinute in cazul solventilor obtinuti
din surse conventionale, in special din petrol.

Solventii provenifi din surse regenerabile, cdci despre ei este vorba, au devenit
disponibili comercial si printre cei mai cunoscuti se pot aminti propilen -carbonatul (PC), etil-
lactatul (EL) sau d-limonenul [71].

In ciuda faptului ca multi dintre acesti solventi sunt disponibili comercial ca solventi de
puritate cromatografica, ei au fost prea putin investigati ca potentiali solventi alternativi in
HPLC.

Propilen-carbonatul (R,S-4-metil-1,3-dioxolan-2-ona) este un ester al acidului carbonic,
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obtinut din propilen glicol prin diverse metode de sintezd mai mult sau mai putin verzi [72-
75] si este folosit ca solvent polar aprotic, atat in chimia analitica cat si In sintezele organice
[76-78].

Substituirea acetonitrilului (ACN), in cromatografia de lichide bazata pe mecanism de
faza inversa cu un amestec de PC si metanol (MeOH), in cadrul unor aplicatii din domeniul
farmaceutic si al mediului a fost deja raportata in literaturd [79-82]. Aceasta abordare, de a
utiliza un amestec de PC si MeOH, ca alternativa verde a avut ca scop studierea unor aspecte
ce tin strict de aplicabilitatea unui asemenea amestec, fard a se investiga in amanunt ce
presupune o astfel de substituire. De aceea, in prezentul studiu au fost studiate o serie de
aspecte practice si fundamentale ce {in de o astfel de abordare.

Studiind in manierd comparativa proprietdtile ACN si PC respectiv cele ale MeOH si
etanolului (EtOH), se poate lesne deduce ca un amestec PC/EtOH reprezinta o alternativa mai
verde in raport cu amestecul PC/MeOH si in mod evident, mult mai verde decat ACN.

In studiul de fata, posibilitatea inlocuirii ACN cu PC a fost evaluati in conformitate cu
urmatoarele aspecte:

Conditiile necesare pentru a obtine o miscibilitate totald intre componentele fazei mobile
Rezistenta hidrodinamicd la deplasarea fazei mobile (cdderea de presiune) in sistemul
cromatografic

Echivalenta intre continutul de ACN si PC din faza mobila pentru a obtine o retentie similara
Toleranta fata de solutii tampon anorganice

Debitul optim determinat din curbele van Deemter

Comparatia intre datele termodinamice asociate retentiei cromatografice

Influenta PC asupra detectiei UV

Evaluarea posibilitatii inlocuirii ACN cu PC 1n separarea unor compusi prin cromatografie de

lichide bazatd pe mecanism cu formare de perechi ionice respectiv de interactie hidrofila
(HILIC).

4.2.4. Rezultate si discutii

Studiind comparativ caracteristicile ACN si PC, prezentate in Tabelul 11. se poate
observa ca atat ACN cat si PC sunt solventi polari, aprotici, caracterizati de momente de dipol
mari si de valori relativ asemanatoare ale solubilitatii Hansen si Hildebrand. Pe langa aceste
caracteristici asemdnatoare se pot de asemenea observa 2 aspecte care necesitd o investigare
atenta.

Un prim aspect se refera la faptul cd PC este partial miscibil cu apa si ca atare fazele
mobile obtinute in amestec cu aceasta nu sunt omogene pe tot domeniul rapoartelor de
amestecare.

Al doilea aspect este legat de valorile mai mari ale densitatii si vascozitatii PC,
comparativ cu cele ale ACN. O consecintd a acestor din urma caracteristici poate fi o
rezistenta hidrodinamica sensibil mai mare la deplasarea fazei mobile si o rezistentd mai mare
la transferul de masa al analitilor in faza mobila. Rezistenta crescuta la transferul de masa
poate fi urmata, de asemenea, de o scadere a eficientei separarilor cromatografice.

4.2.4.1. Studiu de miscibilitate
Dat fiind faptul ca PC este partial miscibil cu apa, se impune identificarea unui al treilea
solvent pentru a genera un sistem ternar care sd asigure o faza mobild omogend pe tot
domeniul de rapoarte volumetrice de amestecare. Alcoolii inferiori pot reprezenta un astfel de
solvent, deoarece sunt miscibili cu apa in orice proportie. Tinand cont de densitatea,
vascozitatea si de faptul ca scopul prezentului studiu a fost de a evalua o alternativa verde la
solventii daunatori, etanolul (EtOH) a fost ales drept componentd a sistemului ternar.
Stabilirea rapoartelor volumetrice necesare pentru ca cele 3 componente ale fazei mobile sa
fie total miscibile a fost facuta astfel:
e pentru faze mobile cu un continut mare de apa, PC a fost addugat in amestec cu
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EtOH;
e pentru faze mobile cu un continut scazut de apd, PC a fost addugat amestecului
apa/EtOH.
In urma acestei abordari s-a putut observa ca proportia necesara pentru a se obtine o
miscibilitate completa intre PC sau apa si etanol a fost de cel putin 7/3, in rapoarte de volum.

4.2.4.2. Rezistenta hidrodinamica la deplasarea fazei mobile

In cazul in care faza mobild constituitd din amestecul binar ACN/H,0 este inlocuitd cu
un amestec ternar PC/EtOH/H,0, cresterile valorice referitoare la caderea de presiune
inregistrata pe coloana cromatografica pot fi de la 1,1 ori la 9,2 ori mai mari.

Valori mai mari de presiune sunt obtinute in cazul in care PC este addugat amestecului
de EtOH/H,O (7/3 v/v), comparativ cu situatia cand eclutia se realizeaza cu o fazd mobila
obtinutd prin adaugarea amestecului PC/EtOH (7/3 v/v) in H,0.

Trebuie insd mentionat ca in conditiile experimentale abordate in studiul nostru, limita
de 400 bar a presiunii, acceptatd pentru sistemele HPLC clasice” nu a fost depasita.

4.2.4.3. Echivalenta intre continutul de ACN si PC din faza mobila necesar pentru
o retentie similara

Conditiile practice necesare pentru a se face trecerea de la un mod de elutie bazat pe
ACN/apa la cel bazat pe PC/EtOH/apa sunt ca acest transfer sa poatd fi facut intr-un mod
simplu si rapid, fara a compromite 1nsa criteriile de performanta sau selectivitatea.

Studiul de evaluare a transferului metodei crematografice bazate pe ACN la cea bazata
pe PC s-a facut cu ajutorul a 3 seturi de compusi:

e Un set de compusi cu caracter acid (acizii fenofibric, lovastatic si simvastatic)
e Un set de compusi cu caracter neutru ( toluen, fluoren si fluoranthen)
e Un set de compusi cu caracter bazic (carbamazepind, diltiazem si nicergolind).

Studiul de retentie s-a facut pe o coloana Purospher STAR RP-18e (75 mm L x 4 mm
i.d. x 3 um d.p.), termostatata la 25 °C. Separarile s-au facut izocratic, la debitul de 0,5
mL/min.

In modul de elutie bazat pe ACN, pentru compusii cu caracter acid, componenta
apoasa a fazei mobile a fost reprezentata de o solutie de 0,1% acid formic, pentru compusii cu
caracter neutru apa neaditivatd a fost componenta aposa a fazei mobile, iar pentru cei cu
caracter bazic componenta apoasa a fazei mobile a fost reprezentata de o solutie tampon borat,
de concentratie 5 mM, avand pH = 9.

in modul de elutie alternativ PC a fost adiugat amestecului EtOH/apa (7/3 v/v), cu
aceeasi aditivi ca in cazul modului de elutie bazat pe ACN. Detectia UV s-a facut prin
monitorizarea lungimilor de unda de 238 nm pentru compusii avand caracter acid, 254 nm
pentru cei cu un caracter neutru i 220 nm pentru cei cu un caracter bazic.

In prima etapi a transferului metodei s-a facut trecerea de la ACN la PC si de la api la
apa/EtOH (7/3 v/v), urmata de inregistrarea cromatogramelor corespunzatoare.

In Figura 39. sunt prezentate cromatogramele corespunzitoare compusilor de interes,
in ambele moduri de elutie, unde se poate observa cd atunci cand continutul de PC/EtOH din
faza mobila se apropie de cel al ACN si comportamentul speciilor studiate devine asemanator.

S-a considerat cd echivalenta intre cele 2 moduri de elutie, cel bazat pe ACN si cel
alternativ, bazat pe PC, se obtine cand diferenta dintre timpii de retentie corespunzatori celor

doud moduri de elutie este minima (relatia 21)
n

Mg =" (tgc —tpN )= min - (21)

i=1

In continuare a fost studiata variatia timpului de retentie, pentru acidul fenofibric, toluen
si diltiazem in functie de continutul de modificator organic din faza mobila tg=f(% modif.
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org.). Dependentele functionale obtinute au fost liniarizate prin dubla logaritmare si au fost
obtinute urmatoarele relatii:

log (t;{?‘CN ) =Blog(%ACN)+A  (22)

log (tgrgj = b.log(%0rg)+a, (23)

Tinand cont de faptul ca
%0rg=0,7 x%PC +30 (24)
si avand ca scop egalizarea timpilor de retentie (t2 =t5"), se obtine pentru continutul
de PC urmatoarea relatie

A -8 B, A — g

%PC =|(1/0,7)x10 b osAcN P —(30/0,7)=|143x10 b 9%ACN — 4278 (25)
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Figura 39. Cromatogramele obtinute la inlocuirea ACN cu PC/EtOH in separarea unor
compusi avand caracter acid, neutru si bazic.

Continutul echivalent de %PC s-a calculat pe baza relatiei (25), la un la un continut de
30-80% ACN al fazei mobile, pentru cei 3 compusi studiati si se obtine, indiferent de natura
compusului, o relatie generald de tipul:

%PC =1,37(+006)x%ACN —36,7(x4,4) (26)

In relatia (26) numerele din paranteze reprezinti deviatiile standard ale pantei si
respectiv interceptului.

Algoritmul prezentat pentru a stabili echivalenta intre continutul de ACN si respectiv
PC/EtOH din faza mobild, necesar pentru a obtine o retentic similara este verificat de
cromatogramele prezentate in Figura 39.

4.2.4.4. Toleranta fata de solutii tampon anorganice
Separarea compusilor cu caracter bazic, in ambele moduri de elutie, atat in cel bazat pe
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ACN, cat si in cel bazat pe PC/EtOH s-a facut printr-o metoda cromatograficd in care
componenta apoasd a fazei mobile a fost, in ambele cazuri, o solutie tampon borat de diverse
concentratii (10, 25, 75 si 100 mM). Pentru fiecare nivel de concentratie al solutiei tampon a
fost monitorizat cum se modifica timpul de retentie, simetria picurilor cromatografice si
eficienta separarii cromatografice.

Odatd cu cresterea concentratiei solutiei tampon nu s-au observat modificari ale
pentru compusii care au o retentie mai mare, in cazul fazei mobile a carei componenta
organica este PC/EtOH, comparativ cu ACN. La concentratii ale solutiei tampon mai mari de
50 mM retentia se stabilizeaza (Figura 41.).
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Figura 41. Modificarea timpului de retentie absolut in functie de concentratia solutiei tampon
din faza mobila

Eficienta separarii cromatografice, asa cum se poate observa si in Figura 43., in modul
de elutie bazat pe ACN este superioarda modului de elutie alternativ. Acesta poate fi un
argument in favoarea unei difuzii scazute a analitilor in faza mobild bazata pe PC/EtOH.
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Figura 43.. Dependenta eficientei separarii cromatografice de concentratia solutiei tampon
din faza mobila
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4.2.4.5. Curbele van Deemter

Curbele van Deemter ce redau dependenta eficientei, exprimata in termeni de HETP, de
viteza medie a fazei mobile au fost trasate pentru fluoranten si acidul simvastatic, in ambele
moduri de elutie.

Studiul de retentie s-a facut pe coloana Purospher STAR RP-18e (75 mm L x 4 mm i.d.
x 3 um d.p., termostatata la 25°C.

Debitul fazei mobile a variat, in intervalul 0,1-1 mL/min, in cazul PC si in intervalul
0,3-1,2 mL/min 1n cazul ACN, in pasi de 0,1 mL/min, in ambele moduri de elutie.

In Figura 44., sunt redate curbele van Deemter, pentru cei 2 compusi studiati, in ambele
moduri de elutie. Se poate observa ca in cazul ACN (dependente functionale figurate in
culoarea albastra) valorile de minim (eficientd maxima) se obtin la viteze mai mari de
deplasare a fazei mobile decat in cazul PC (dependente functionale figurate in culoarea rosie).
Partea din dreapta a dependentei functionale van Deemter, cea care ilustreaza rezistenta la
transferul de masa in faza mobila si respectiv stationara, cunoaste o crestere mai semnificativa
cu cresterea vitezei fazei mobile, in cazul PC.

30.0

® Acid Simvastatic (ACN)
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200 T
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Figura 44. Dependente functionale van Deemter pentru acidul simvastatic si fluoranten, in
ambele moduri de elutie (ACN vs. PC).

Aceasta observatie nu face decét sa sustind afirmatia teoreticd expusd anterior in acest
capitol, referitoare la faptul cd, datorita densitatii si viscozitdtii mari a PC (comparativ cu
ACN) este de asteptat ca difuzia analitilor sd se realizeze mai anevoios, ceea ce atrage dupa
sine o crestere a rezistentei la transferul de masa a analitului in faza mobila.

4.2.4.6. Aspecte termodinamice

Inlocuirea ACN cu PC a fos evaluatd din punct de vedere termodinamic. Studiul de
retentie s-a facut pe aceeasi coloand, descrisd in paragraful 4.2.4.3., termostatatd intr-un
interval de temperatura cuprins intre 15 si 45 °C, modificata in pasi de 5 °C. Curbele van’t
Hoff Ink=f(1/T) au fost trasate pentru acidul fenofibric, toluen, acidul simvastatic, flouren si
fluoranten.

In modul de elutie bazat pe ACN, faza mobila a fost de tipul ACN/solutie apoasi de
acid formic 0,1% (6/4 v/v), iar in modul de elutie alternativ, de forma PC combinat cu un
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amestec de acid formic 0,1% in apa si EtOH (7/3 v/v), in raport de 4/6 v/v. Curbele van’t Hoff
au fost liniare, pe tot domeniul de temperatura studiat cu coeficienti de corelatie mai mari de
0,99, cu exceptia acidului simvastatic, in ambele moduri de elutie si in cel bazat pe PC, in
special. Liniaritatea curbelor van’t Hoff indica faptul cd mecanismul de separare nu se
modifica cu variatia temperaturii.

4.2.4.7. Detectia UV

Trecerea de la modul de elutie bazat pe ACN la cel bazat pe PC/EtOH poate influenta
detectia UV datorita lungimii de unda de cut-off diferite a PC fata de ACN. Aceasta diferenta
datorita cresterii zgomotului de fond. In acest sens au fost ficute o serie de determinari ale
lungimii de unda de cut-off pentru diverse concentratii ale amestecului PC-EtOH/apa.
Comparatia s-a facut cu un amestec de ACN/apa aditivatd cu acid formic 0,1%. Rezultatele
sunt prezentate in Tabelul 16., de unde se poate observa cd nu sunt modificari semnificative
care sa conduca la o pierdere de sensibilitate.

Tabelul 16. Lungimile de unda de cut-off pentru diferite proportii volumetrice ale
amestecurilor PC/EtOH/apa si ACN/ acid formic 0,1% .

Compozitia fazei Lungimea de unda de
Solvent A Solvent B mobile cut-off * (nm)
(A/B vIv)
9/1 214
4/1 212
713 211
312 210
PC/EtOH (7/3 viv) Api 1/1 209
213 207
37 205
1/4 203
1/9 200
9/1 216
4/1 214
713 213
312 212
PC Apa/EtOH (7/3 v/v) 1/1 211
213 209
37 208
1/4 206
1/9 202
9/1 190
4/1 191
713 191
312 191
ACN acid formic 0,1% aq. 1/1 191
213 192
317 192
1/4 213
1/9 213

*masuratorile au fost facute cu un spectrometru cu refea de diode
Specord S600 (Analytic Jena, Germany).

4.2.4.8. Aplicatii cromatografice bazate pe diferite mecanisme de separare

O metoda propusa pentru un astfel de studiu a fost cea bazatd pe mecanismul de
interactie hidrofila (HILIC).

Acest mecanism de separare este oarecum opus celui de faza inversa, in sensul ca acest
mecanism se adreseaza compusilor cu caracter polar, faza stationara avand la randul ei un
caracter polar. Separarea, prin acest mecanism are loc prin partitia anlitilor intre o faza mobila
cu un continut ridicat de solvent organic si un strat de molecule de apa imobilizate la
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suprafata fazei staionare prin intermediul legaturilor de hidrogen.

Metoda a fost propusa pentru separarea nicotinamidei, piridoxinei $i a tiaminei, pe
coloana Luna 3u HILIC, termostatata la 25 °C. Cromatogramele suprapuse, pentru ambele
moduri de elutie sunt redate in Figura 49. in modul de elutie bazat pe ACN simetria este mai
bund, comparativ cu cea din modul de elutie alternativ. Cand PC este modificatorul organic al
fazei mobile, selectivitatea si rezolutia sunt superioare insd modului de elutie bazat pe ACN.

mAU ACN / H,O / ag. 50 mM CH3;COONH,4 pH 5.8 = 90/ 10 (v/v)
60 A =260 nm

55
50

N — /-

35

30

25

Nicotinamida
Pridoxina
Tiamina

20
15
101

5

|

0 PC / EtOH / ag. 72 mM CHzCOONH, pH 5.8 =89 /4 / 7 (viviv)

0 2 4 6 8 10 min

Figura 49. Cromatogramele obtinute in urma separarilor realizate cu mecanismul de
interactie hidrofild, n ambele moduri de elutie (ACN respectiv PC/EtOH).

4.2.4.9. Concluzii

Inlocuirea ACN cu PC, ca atare sau in amestec cu EtOH se poate face intr-un mod
relativ simplu si direct. Pentru ambele moduri de elutie toleranta la solutii tampon anorganice
este similara. Datorita vascozitatii crescute a PC, rezistenta la transferul de masa al analitilor
in faza mobila, este mai mare in comparatie cu fazele mobile continand ACN si astfel debitele
permise in modul de elutie alternativ sunt mai mici.

Inlocuirea ACN cu PC/EtOH este fezabild si poate reprezenta un pas spre o chimie
analitica verde, farda a compromite criteriille de performanta specifice unei separari
cromatografice.

4.3. Studiu de retentie al unor compusi din clasa hidrocarburilor aromatice
policiclice cu scopul de a evalua etil-lactatul ca un posibil modificator organic, verde al
fazei mobile in separarile cromatografice.

4.3.1. Introducere

Esterii organici sunt o clasd importantd de substante chimice ce-si gasesc aplicatii in
diverse ramuri ale industriei chimice cum ar fi cea a parfumurilor, a produselor farmaceutice,
a maselor plastice sau a solventilor. In cadrul acestora etil-lactatul (EL), cu denumirea IUPAC
de 2-etilhidroxipropanoat este o alternativa viabild, nu numai din punct de vedere economic,
cat si din punctul de vedere al comportamentului in mediul inconjurator.

Argumentele care pledeaza pentru aceste afirmatii ar fi:

e Este prezent in mod natural, in cantitdti mici in anumite fructe, in carnea de pui sau In
vinuri, fiind chiar aprobat de FDA pentru a fi utilizat ca aditiv in industria
alimentara;

e Nu este teratogenic si este usor metabolizat sub actiunea enzimatica a esterazelor, la

etanol si acid lactic, acest ultim compus fiind un produs al metabolismului uman;
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e In mediul inconjuritor este complet si rapid biodegradabil si nu constituie o

amenintare la adresa stratului de ozon;

e EL se obtine prin reactia de esterificare dintre acidul lactic si alcool etilic. Acesti
reactivi pot fi obtinuti din surse complet regenerabile cum sunt carbohidratii generati ca parte
a biomasei. Prelucrarea biomasei se face industrial in ceea ce se numesc biorafinarii, care se
bazeaza pe un concept similar celor ce prelucreaza petrolul. [83, 84]. Etil-lactatul si-a gasit
deja Intrebuintari intr-o serie ce procese, cum ar fi cele de extractie [85], ca solvent de
dispersie 1n procesele de productie a benzilor magnetice [86], ca solvent in sintezele organice
[87, 88] sau in obtinerea emulsiilor fara solventi [89].

Date fiind proprietatile diferite ale EL fata de cele ale ACN (vezi Tabelul 19.) a fost
necesar sa se evalueze comparativ rezistenta hidrodinamica a coloanelor la deplasarea fazelor
mobile continand ACN respectiv EL precum si valorile de lungime de unda de cut-off pentru
diverse compozitii EL/apa.

S-a urmadrit, de asemenea, echivalenta dintre continutul de EL si cel de ACN necesar
pentru a produce o retentie similard. Au mai fost comparate si aspectele termodinamice ce
apar in urma nlocuirii ACN cu EL. Nu in ultimul rand, s-au stabilit o serie de corelatii intre
datele de retentie cromatografica si diversi descriptori moleculari ai compusilor studiati.

4.3.2. Reactivi si echipamente

Studiul de retentie s-a facut pe un set de 16 compusi din clasa hidrocarburilor aromatice
policiclice (PAH). Compusii considerati in studiul de retentie au fost notati astfel: naftalina -
A, acenaftilena - B, fluoren - C, acenaften - D, fenantren - E, antracen - F, fluoranthen - G,
piren - H, crisen - |, benzo(a)antracen - J, benzo(b)fluoranten - K, benzo(k)fluoranten - L,
benzo(a)piren - M, dibenzo(a,h)antracen - N, benzo(g,h,i)perilen - O, indenol(1,2,3-c,d)piren -
P. Lungimile de unda de cut-off, pentru diverse compozitii ale amestecului EL/apa au fost
determinate cu un spectrometru UV-Vis Varian 100 Bio Cary.

4.3.3. Metoda cromatografica

Pentru studiul de retentie s-a folosit o coloand de tip Zorbax Eclipse XDB C18
termostatatd la 25°C. Modul de elutie a fost unul izocratic, la debitul de 0,3 mL/min. Acest
debit a fost stabilit pe baza dependentelor functionale van Deemter, trasate pentru compusul E
(fenantren), la o compozitie a fazei mobile ACN/apa=70/30 v/v si respectiv EL/apa=50/50
v/v. Aceste dependente functionale sunt prezentate in Figura 50.

25.00

® ACN/H20=70/30
® EL/H20=50/50

20.00 A

i
o
o
o
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10.00 A

5.00 A

0.00 + + + + + + + +
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

u (cm/min)

Figura 50. Dependente functionale van Deemter obtinute pentru fenantren in
sistemele de elutie cu ACN respectiv EL.
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4.3.3.4. Rezultate si discutii
Scopul prezentului studiu nu a fost acela de a separa un amestec de PAH. Acest
subiect a fost dezbatut pe larg in literatura de specialitate. Scopul acestui studiu a fost, in

.....

EL, ca modificator organic 1n fazele mobile utilizate in RPLC.

4.3.3.5. Rezistenta hidrodinamici la deplasarea fazei mobile

Din caracteristicile comparative ale celor 2 solventi se pot observa diferentele
semnificative de vascozitate si de densitate intre EL si ACN, diferente ce vor determina o
rezistentd 1n coloanele cromatografice.

Asa cum se poate vedea in Figura 51., rapoartele dintre valorile de cadere de presiune, in
situatia utilizarii EL ca modificator organic, ca inlocuitor al ACN, s-au situat in intervalul 2-
10, pentru un domeniu de concentratii ale modificatorului organic situat intre 40 -100%.

De mentionat este faptul ca, la toate compozitiile folosite pentru EL, in studiul de fata,
limita de 400 bar nu a fost depasita.

12

y — 0 858e0.0247x
R?=0.9951
10 +

Raport valori presiune EL/ACN

0 T T T T T
40 50 60 70 80 90 100

% Solvent organic

Figura 51. Rapoarte dintre valorile de presiune inregistrate in sistem in conditiile utilizarii EL
st ACN ca modificatori organici in faza mobild, la diferite rapoarte volumetrice de
amestecare.

4.3.3.6. Lungimea de unda de cut-off

Trecerea de la modul de elutie bazat pe ACN la cel bazat pe EL poate influenta detectia
UV datoritd lungimii de unda de cut-off diferite a EL fatda de ACN. Este de asteptat ca
lungimea de undd de cut-off a EL sa fie mai mare decat cea a ACN, datoritd gruparilor
cromofore, pe de o parte, si datoritd posibilelor impuritati existente in solvent (EL folosit in
acest studiu nu este solvent de puritate cromatografica).
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Lungimile de unda de cut-off, pentru diferite compozitii EL/apa sunt prezentate in Figura
52., unde se poate observa cum odata cu cresterea procentului de EL din faza mobila creste si
absorbtia acestuia.
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Figura 52. Valori ale lungimilor de unda de cut-off masurate pentru diferite rapoarte
volumetrice de amestecare EL/apa.

4.3.3.7. Echivalenta intre continutul de ACN si EL din faza mobila necesar pentru a
produce o retentie similara

Determinarea continutului de EL al fazei mobile, pentru care retentia analitilor este
similard cu cea obtinutd cand ACN este modificatorul organic al fazei mobile s-a realizat
pentru intreg setul de compusi. Pentru determinarea factorului de retentie (k) s-au folosit
compozitiile de 55/45, 60/40, 62,5/37,5, 65/35 si 70/30 v/v (pentru ACN/apd) si compozitiile
de 40/60, 45/55, 47,5/52,5, 50/50, 55/45 si 60/40 v/v (pentru EL/apa).

Dependentele functionale dintre factorii de retentie si si procentul de modificator organic
din faza mobila sunt reprezentate in Figura 53.
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Figura 53. Dependentele functionale reprezentand variatia factorului de retentie cu procentul
de modificator organic din faza mobila, in ambele moduri de elutie.
Liniarizarea dependentelor functionale s-a facut prin dubla logaritmare si s-au obtinut
urmatoarele relatii:
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logk "™ = B*°N xlog(%ACN )+ A" (29)

logk™ = B™ x log(%EL )+ A™

(30)

Dupi ce se egaleaza relatiile (29) si (30) se obtine continutul echivalent de EL:

(%EL) = (%ACN )

generala de tipul:

%EL =0,7x%ACN + 3,6

Tabelul 21. Echivalenta intre continutului de EL si cel de ACN din faza mobila necesara

BACN / BEL

(32)

o 1O(AACN _AEL)/BEL 31)

Continutul echivalent de EL, necesar pentru a produce o retentie similara cu cea generata
de ACN, conform relatiei (31) este prezentat in Tabelul 21. Considerand valorile medii ale
procentelor echivalente ale celor 2 solventi necesare pentru a produce o retentie similara,
pentru toti compusii, pe intreg domeniul de compozitii ale fazei mobile, se obtine o relatie

pentru a asigura o retentie similard a anlitilor de interes

Compus % EL
% ACN 70 65 62.5 60 55
A 55.1 51.5 49.7 47.9 44.3
B 53.5 50.1 48.3 46.6 43.1
C 56.0 52.2 50.3 48.4 44.7
D 56.0 52.2 50.3 48.4 44.6
E 53.8 50.2 48.5 46.7 43.1
F 53.8 50.4 48.6 46.8 43.3
G 52.7 49.1 47.3 45.6 42.0
H 51.6 48.3 46.6 45.0 41.6
| 52.5 49.0 47.2 455 42.0
J 52.6 49.2 47.4 45.7 42.2
K 51.4 47.9 46.1 44.3 40.8
L 51.7 48.2 46.4 44.7 41.2
M 50.5 47.2 455 43.9 40.5
N 51.6 48.2 46.4 44.7 41.2
0 48.4 45.2 43.6 42.0 38.8
P 49.9 46.6 44.9 43.2 39.8
Media 52.6 49.1 47.3 45.6 42.1
SD 2.10 1.96 1.90 1.83 1.70

Cromatogramele corespunzatoare pentru tot setul de compusi, in ambele moduri de

elutie sunt prezentate in Figura 55.
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Figura55. Cromatogramele obtinute prin aplicarea ambelor moduri de elutie.
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4.3.3.8. Aspecte termodinamice

Inlocuirea ACN cu PC a fos evaluata din punct de vedere termodinamic. Studiul de
retentie s-a facut in conditiile unei faze mobile cu compozitia ACN/apa 70/30 si EL/apa
45/55. Aceste compozitii ale fazei mobile corespund unei selectivitati echivalente. Intervalul
de temperaturd studiat a fost cuprins intre 15-50°C, modificat in pasi de 5°C. Curbele van’t
Hoff Ink=f(1/T) au fost liniare, pentru toti compusii cu coeficienti de corelatie mari (r>0,98),
ceea ce denota faptul ca mecanismul de separare nu se modifica cu variatia temperaturii.

4.3.3.9. Corelatia datelor de retentie cromatografica cu diferiti descriptori
moleculari ai analitilor de interes

In cromatografia de lichide, corelarea factorului de retentie (k) cu diferitele proprietiti
fizico-chimice, topologice sau geometrice ale analitilor de interes, exprimate prin intermediul
unor marimi cunoscute sub denumirea de descriptori reprezintd o oportunitate de a avea o
imagine asupra acelor proprietati ale analitilor care controleaza retentia.

Cei mai cunoscuti si utilizati descriptori fizico-chimici sunt masa moleculara (My,),
solubilitatea in apd (S) si coeficientul de partitie octanol-apa, care este o masurd a
hidrofobicititii (log P). In cazul PAH, cei mai cunoscuti descriptori geometrici sunt volumul
van der Waals (V) si aria suprafetei van der Waals (Ay).

Alti descriptori se refera la forma moleculard (raportul lungime-latime-L/B) sau la
topologia moleculard (indicele de conectivitate ). Prin reprezentarea grafica a retentiei in
functie de acesti descriptori, In functie de coeficientii de corelatie obtinuti se pot determina cei
mai importanti descriptori ce guverneaza retentia [94].

In prezentul studiu s-au comparat coeficientii de corelatie intre diversi descriptori
moleculari (Tabelul 23.) si comportamentul PAH, din punct de vedere al retentiei, in ambele
moduri de elutie.

In cazul in care aceste corelatii nu difera semnificativ se poate considera ca trecerea de la
modul de elutie bazat pe ACN la cel bazat pe EL nu modificd modul de interactie al analitilor
cu faza stationara. Rezultatele corelatiilor sunt prezentate in Tabelul 24.

Coeficientii de corelatie sunt mai mari de 0,9 pentru toti descriptorii, cu exceptia L/B.
Valorile coeficientilor de corelatie sunt, in toate cazurile, mai mari in cazul ACN decat in
cazul EL.

Tabelul 23. Valori ale descriptorilor moleculari pentru analitii considerati in studiu.

Analit Acronim My Vi Log P S mg/L x L/B
Naftalina A 128 73.96 3.18 31.70000 3.405 1.24
Acenaftilena B 152 83.44 3.48 16.10000 4.149 1.08
Fluoren C 166 93.67 4.01 1.90000 4.612 1.57
Acenaften D 154 87.44 3.82 3.93000 4.445 1.06
Fenantren E 178 99.56 4.2 1.10000 4.815 1.46
Antracen F 178 99.56 4.2 0.06200 4.809 1.57
Fluoranten G 202 109.04 4.5 0.26500 5.565 1.22
Piren H 202 109.04 4.5 0.01320 5.559 1.27
Crisen | 228 125.16 5.22 0.00190 6.226 1.72
Benzo(a)antracen J 228 125.16 5.22 0.01460 6.220 1.58
Benzo(b)fluoranten K 252 134.64 5.52 0.00150 6.976 1.40
Benzo(k)fluoranten L 252 134.64 5.52 0.00081 6.970 1.48
Benzo(a)piren M 252 134.64 5.52 0.00162 6.970 1.50
Dibenzo(a,h)antracen N 278 150.76 6.24 0.00056 7.631 1.79
Benzo(g,h,i)perilen O 276 - 6.22 0.00026 7.720 112
Indeno(1,2,3-c,d)piren P 276 - 6.22 0.00019 7.720 1.40
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Tabelul 24. Caracteristicile corelatiilor functionale dintre descriptorii moleculari si datele de
retentie experimentale, Tn ambele moduri de elutie.

Descriptor My, Vi log P S 1 L/B
Modificator M,=f(log | V.=f(log | Log P=f(log | Log S=f(log L/B=f(log
organic Functia K) K) K) k) y=f(log k) K)
ACN Media ryy 0.9941 0.9918 0.9937 -0.9701 0.9964 0.3540

s 0.0010 0.0017 0.0009 0.0007 0.0006 0.0111
EL Media ryy 0.9800 0.9852 0.9865 -0.9584 0.9832 0.4367

s 0.0040 0.0043 0.0024 0.0048 0.0021 0.0156

4.3.3.10. Concluzii

Existd posibilitatea practica de a inlocui ACN cu EL, ca modificator organic al fazei
mobile in RP-LC. Aceasta alternativa la ACN poate fi utild in contextul actual cand tendinta
este de a se practica o cromatografie mai verde. EL este miscibil cu apa in orice proportie iar
rezistenta hidrodinamicd a coloanelor la deplasarea fazelor mobile contindind EL, la
compozitiile testate Tn cadrul studiului nostru este compatibild cu limita maxima de operare
acceptata de majoritatea sistemelor cromatografice prezente in laboratoare (400 bar).

Lungimea de unda de cut-off mare a EL constituie un dezavantaj important pentru
detectia UV. Daca analitii de interes nu au grupdri cromofore si dacd concentratia
modificatorului organic in faza mobila este mare, detectia UV poate fi serios ingreunata.

5. Concluziile tezei

Scopul acestei teze a fost acela de a evalua doud directii principale prin care
cromatografia de lichide poate contribui la tendinta de a deveni “verde”, tot mai prezentd in
ultimii ani.

Prima directie a fost aceea de estimare a unor indici de hidrofobicitate din date de retentie
cromatograficad. Aceastd metodd de estimare a hidrofobicitatii reprezintd o alternativa la
practicile clasice, ce implicd un consum mare de solventi, timp de realizare experimentala
mare si care sunt destul de laborioase. Metodele cromatografice au avantajul de a fi mai
rapide, necesita cantitati mici de proba, determinarile se fac intr-un timp mai scurt.

Indicii de hidrofobicitate propusi se coreleaza acceptabil, la nivel statistic cu cei calculati
cu ajutorul unor software-uri dedicate. Unii dintre indicii nou propusi se coreleaza chiar mai
bine cu indicii calculati, comparativ cu cei estimati prin extrapoalare, in mecanismul de faza
inversa.

Utilitatea unor astfel de indici de hidrofobicitate, estimati din date de retentie
cromatografica, pe o coloana ce functioneazd bimodal poate fi regasitd in elaborarea unor
scale de hidrofobicitate pentru compusi ce prezinta anumite particularitati structurale si pentru
care abordarea bazatd pe un singur mecanism de separare poate fi dificild sau neconcludenta.

A doua directie a fost evaluarea unor solventi mai verzi ca posibili inlocuitori ai

acetonitrilului (ACN).

Primul solvent evaluat a fost propilen-carbonatul (PC).

Teza de fata a adus in plus o evaluare mai in detaliu a unor aspecte ce tin de o astfel de
inlocuire. Aceste aspecte s-au referit la conditiile necesare pentru ca PC sa fie miscibil cu apa
in orice proportie, la aditivii necesari si proportia lor pentru o miscibilitate completd, la
rezistenta hidrodinamicd dezvoltatd de coloane la deplasarea fazei mobile, la echivalenta
dintre continutul de ACN si PC din faza mobila, necesar pentru a se obtine o retentie similara
st debitul optim. A fost testat, de asemenea modul cum PC se comporta in conditiile aditivarii
fazei mobile cu solutii tampon anorganice, necesare pentru separarea compusilor cu caracter
bazic.

Al doilea solvent evaluat ca o posibila alternativa verde la ACN a fost etil-lactatul (EL).
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In cadrul tezei contributiile aduse in plus au fost, la fel ca in cazul PC, pe langa evaluarea
in detaliu a o serie de aspecte ce tin de inlocuirea ACN cu EL.

Date fiind viscozitatile si densitatile mai mari decat ale ACN, in cazul ambilor solventi
este de mentionat cd pe domeniul de concentratii studiat limita de presiune de 400 bar,
specifica majoritatii sistemelor HPLC nu a fost depasita.

Inlocuirea ACN cu PC sau EL poate fi fezabila. Dincolo de avantajul inlocuirii ACN cu
solventi, considerati mai verzi exista si anumite detalii, cum ar fi lungimea de unda de cut-off
a EL, ce pot constitui, in functie de aplicatiile specifice in care este utilizat, un dezavantaj
substantial.
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