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1. PARTEA TEORETICA

1.1. Introducere generala

Lipofilicitatea este definitd de IUPAC ca fiind afinitatea unei molecule sau a unui amestec
de compusi pentru un mediu lipofil, determinarea valorici a acesteia fiind o consecintd a
comportamentului de distributie intr-un sistem bifazic, fie lichid-lichid, fie lichid-solid [1].
Importanta acestui parametru se regaseste in contextul monitorizarii comportamentului in mediu
biologic al unui compus dat, intrucat se considerd ca valoarea lipofilicitatii descrie indirect procesul
determinare a lipofilicitdtii, 1nsd tehnicile cromatografice sunt cu desdvarsire cele mai
reprezentative. Posibilitatea aborddrii mai multor tehnici cromatografice in vederea estimarii
lipofilicitatii prezintd un avantaj semnificativ datoritd faptului ca rezultatele obtinute prin mai multe
metode pot sa se valideze reciproc. Analiza comparativa a rezultatelor obtinute prin mai multe
metode se realizeaza mai ales prin matrici de corelatie, unde coeficientii de corelatie (r) sunt
indicatorii calitativi a metodelor in sine. Astfel de analize se realizeaza cu precadere fatd de un
sistem de refetintd unitar si care nu se modifici de la o tehnici la alta. In general, sistemul de
referintd luat 1n considerare in investigarea lipofilicitatii este alcatuit de descriptorii teoretici. Chiar
daca exista unele indoieli legate de algoritmii de calcul ai acestor descriptori, acestia sunt potriviti

ca sistem de referinta intrucat modul de calcul este unul unitar pentru toti compusii studiati.

1.2. Posibilitati de determinare a lipofilicitatii si factorii ce o influenteaza

Lipofilicitatea este considerata parametrul cheie ce determind activitatea unui compus.
Aceasta reprezintd masura in care o substantd prefera un mediu apos sau unul neapos. Distributia
intre doud medii cu polaritati diferite sugereaza modul in care compusul analizat se va comporta in
mediul cromatografic, natural sau biologic. In 1989, Sangster [2] a clasificat metodele de
determinare a lipofilicititii in doud categorii, si anume directe, In care compusul analizat este
determinat cantitativ in una sau ambele faze, si indirecte, cele care nu presupun o analiza
cantitativa. Cea mai cunoscutd metoda de determinare directd este intalnita sub numele de ,,shake-
flask”, in timp ce tehnicile cromatografice se remarca in cadrul metodelor de determinare indirecte.
In general, metodele cromatografice se bazeazi pe determinarea parametrilor de retentie.

Cromatografia de lichide este una dintre cele mai des intalnite metode de determinare ai ultimilor



ani [3, 4]. Principiile de determinare au fost stabilite de catre Snyder si Kirkland [5]. Determinarile
prin cromatografie de lichide se pot realiza atat pe coloana cat si pe strat subtire.

Indiferent de tehnica cromatografica aleasa se poate mentiona faptul ca, cel mai adesea se
foloseste ca adsorbent RP-18, insa si alte faze stationare dintre care octil- (RP-8), cian- (CN), sau
chiar amino- (NH,) au fost, de asemenea prezentate in literatura [6, 7]. Faza mobila este un amestec
de solvent organic cu apa, sau solutie tampon in diferite proportii. Cei mai comuni solventi organici
folositi sunt metanol, etanol, acetonitril, tetrahidrofuran sau acetona. In cromatografia de lichide pe
coloand, afinitatea unui solut pentru faza stationard este caracterizatd de factorul de retentie (k)

definit astfel:

k= ° (1)

unde tr este timpul de retentie al analitului, in timp ce ty reprezinta timpul mort. Determinarea
timpului mort in cromatografia de lichide se realizeaza fie folosindu-se o sare organica, acetatul de
uracil fiind utilizat cel mai frecvent, fie este dat direct de catre semnalul fazei mobile. Pe de alta
parte, determinarea timpului mort in HPLC prezinta probleme, atat teoretice cat si practice. Din
punct de vedere termodinamic, volumul mort reprezinta volumul total al fazei mobile care umple
spatiile 1dsate de faza stationara, aceasta presupunand nu doar spatiul inter-particule ci i un volum
aditional de eluent absorbit in porii materialului ce constituie faza stationara. Totusi, orice faza
chimic legata va adsorbi preferential o parte din componentii fazei mobile. Luand in considerare
aceste aspecte, Intrebarea care apare este daca volumul absorbit poate fi considerat o parte a fazei
stationare sau a fazei mobile [8]?
Experimental s-a demonstrat ca log k este aproximativ liniar si in intercorelatie cu fractia de
volum (¢, C) a co-solventului organic, dupa modelul clasic al ecuatiei Soczewinski-Snyder [9]:
logk =logk,, —bC 4)
unde kw reprezintd factorul de retentie ce se obtine prin folosirea apei pure ca eluent. Log kyw este
considerat a fi indicele de lipofilicitate cromatografic. Masurarea directd a acestuia este de cele mai
multe ori foarte dificila, dacd nu chiar imposibila, datorita faptului ca poate duce la timpi de retentie
foarte mari si in acelasi timp la largirea excesiva a picului. Din acest motiv se preferd masurarea lui
k avand ca faze mobile diferite rapoarte ale amestecului apa-solvent organic, dupa care valorile lui
k sunt extrapolate astfel incat sa se indice care ar fi valoarea lui k atunci cand se foloseste ca faza
mobilad doar apa. Eficienta extrapolarii este discutabila deoarece comportamentul cromatografic nu
este intotdeauna liniar o data cu modificarea compozitiei fazei mobile. Aceasta duce la necesitatea

luarii in considerare a altor parametri ce pot fi considerati descriptori ai lipofilicitatii [10].



Chiar dacd beneficiile cromatografiei de lichide sunt bine cunoscute, cromatografia pe strat
subtire poate fi consideratd o tehnicd competitivd in acest domeniu, mai ales datoritd simplitatii
caracteristice si in acelasi timp a rapiditatii datorate cu precadere faptului ca pe o singura placa se
pot analiza simultan mai multi compusi. Repetabilitatea de care da dovada este datoratd unor
parametri ce definesc procesul cromatografic si respectiv mecanismul de retentie. Dintre acesti
parametri se pot aminti suprafata specifica a ariei, densitatea de centri activi pe unitate de arie a
suprafetei, energia interactiunilor intermoleculare ce apare intre tipul de centri activi ai sorbentului
si 0o moleculda datd si structura chimica a sorbentului [11]. Toti acestia influenteaza direct
descriptorii cromatografici ai lipofilicitatii. Echivalentul in cromatografia pe strat subtire al lui log
k este retentia molara (Ry) definit de catre Bate-Smith si Westall [12] dupa cum urmeaza:

1
Ry =log(z—-1) (6)
Re
Valorile Ry, in mod similar cu log k, sunt masurate pentru mai multe sisteme de fazd mobild binara
si extrapolate liniar pe baza relatiei existente intre Ry si fractia modificatorului organic din faza
mobild. Ry este descris de ecuatia Soczewinski-Wachtmeister [13] adaptatd pentru cromatografia
pe strat subtire:

Ry =Ry, +bC (7)
unde Ry este valoarea Ry, extrapolata la apa purd ca faza mobild si mai mult, este descriptorul TLC
cel mai frecvent folosit in experimentele QSAR/QSPR/QSRR. b reprezinta panta dreptei de regresie si
este frecvent asociata cu suprafata specifica a ariei, in timp ce C este fractia de volum a solventului
organic folosit in faza mobild. Pentru obtinerea de rezultate exacte se recomanda ca valorile Rr sa
fie Intre 0.2 51 0.8.

Recent s-a dovedit ca mediile unor indici de lipofilicitate cromatografici cum sunt k; log k;
Ry sau Ry pot duce la descrierea foarte eficientd a lipofilicitatii, uneori chiar mai eficient decat
valorile extrapolate, fapt logic, intrucat erorile experimentale pot influenta in mod negativ procesul
de extrapolare [3].

O alta alternativa la indicii de lipofilicitate clasici sunt asa numitii indici de hidrofobicitate
cromatografici sau indici Valko [14, 15], notati cu ¢o si denumiti de aceasta ca fiind fractia de
volum a modificatorului organic pentru care cantitatea de solut din faza mobila este egald cu aceea
din faza stationara (k = 1; log k = 0). In cromatografia de lichide ¢ este descris folosindu-se
parametri din ecuatia (4), astfel:

B logk,

P = (8)



in timp ce 1n cromatografia pe strat subtire indici din ecuatia (7) pun bazele valorii indicelui de

hidrofobicitate:

RMO
b

In ultimii ani, prin intermediul analizei componentelor principale (PCA) s-au obtinut noi

®y = ©)

indici de lipofilicitate, prin intermediul scorurilor dupa prima componenta principalda (PC-uri)

obtinute in urma aplicarii PCA pe matricea formatd de paramterii de retentie (tr, k, logk. Ry 1 Ry).

1.3. Indicii de lipofilicitate calculati prin diferite metode

Dezvoltarea chimiei computationale a dus la aparitia unui numar ridicat de indici de
lipofilicitate, care sunt determinati in general pe baza unor considerente teoretice. In mod similar au
aparut si indici teoretici ai solubilitatii notati cu logS. Desi algoritmii considerati iau in considerare
un numar ridicat de parametri ce definesc fiecare moleculd, totusi ei pot fi impatiti in doud mari
grupuri; astfel, avem metode de calcul ce se bazeazd pe particularitati structurale si metode de

calcul ce iau in considerare proprietatile compusilor analizati [16].

1.3.1. Metode bazate pe particularitatii structurale

Metodele de calcul bazate pe structura compusului sunt la randul lor divizate in doua

subcategorii descrise de Tetko [17] ca fiind metode fragmentare si metode atomistice.

A. Metode Fragmentare

Prima metoda fragmentara de calcul a fost realizatd pentru o serie de compusi organici
simpli si a avut la bazd analize de tip Free-Wilson. Dintre cei mai cunoscuti indici de lipofilicitate
folositi, la ora actuala care se bazeaza pe considerente de fragmentare a structurii amintim:

- KowWIN
CLOGP
AB/logP

miLogP



B. Metode Atomistice

Metodele atomistice divizeaza moleculele in atomi simpli. Datorita faptului ca lipofilicitatea
nu este 0 masura aditiva, atomii sunt clasificati pe baza mediului structural. Cel mai mare avanta;j al
acestei tehnici este faptul ca nu introduce parametri empirici ambigui, iar marele dezavantaj este
faptul cd ignord interactiunile intramoleculare, cu precadere la moleculele mari. Dintre indici de
lipofilicitate calculati pe baza unor metode atomistice amintim:

- LogPB

- ALOGP

- LogPC

- LogPV

-  XLOGP2/XLOGP3

1.3.2. Metode bazate pe proprietati moleculare

Similar cu metodele bazate pe particularitati structurale si de aceasta data, aceasta categorie
este divizatd Tn doud subcategorii $i anume metode empirice ce au la baza structura 3D a

compusului analizat si metode bazate pe descriptori topologici ai moleculelor.

A. Metode Empirice

Acestea pornesc de la considerentul ca pentru doi solventi relativ nemiscibili, logP poate fi
considerat proportional cu energia libera Gibbs de transfer intre octanol si apa. Datorita faptului ca
prezicerea energiei libere Gibbs este greu de realizat, se poate considera cd efectele fizice
influenteaza repartitia moleculelor intre cele doua faze si, mai mult, existd un set considerabil de
parametri experimentali care guverneaza acest proces. COSMOFrag este un descriptor al
lipofilicitatii calculat pe baza unor metode semiempirice care acceptd metodele fragmentare in

algoritmi de calcul.

B. Metode Topologice

Aceste metode au la baza descriptorii topologici ai moleculelor tintd. Sunt considerate mult
mai simple, iar calculul acestora este mult mai usor. Dintre acestia amintim:

- MLOGP

- ALOGPs



1.4.Studiul unor compusi de interes general: vitaminele lipofile, flavonoidele si

indulcitorii

1.4.1. Vitaminele lipofile

In acest studiu vitaminele lipofile investigate sunt prezentate in Figura 1.4.1. Acestea fac
parte din categoria carotenoidelor (precursori ai vitaminelor A: compusii 1-5), retinoidelor
(vitaminele A: compusii 6-9) si a tocoferolilor (vitaminele E: compusii 10-12). Toti acesti compusi

prezintd o importanta majora In sdnatatea umana, fiind antioxidanti puternici.

| N SR T ST N T S T Ry,

Figura 1.4.1. Structura chimica a unor carotenoide, retinoide si tocoferoli: 1: B-caroten; 2:
licopen; 3: luteind; 4: astaxantind; 5: zeaxantind; 6: retinol; 7: acid retinoic; 8: 9-cis retinal; 9: all-

trans retinal, 10: a-tocoferol; 11: y-tocoferol; 12: 6-tocoferol.



1.4.2. Flavonoidele

Flavonoidele reprezintd un grup de substante naturale, de origine vegetala, derivati ai
benzopiranului, avand un radical fenil substituit in pozitia 2 si constituind o parte din pigmentii
colorati din flori si fructe. In general, substantele cu grupari fenilice sunt antioxidanti puternici,
motiv pentru care existd un numar mare de produse faramceutice pe baza de plante, care au un
continut ridicat de flavonoide si mai nou chiar unele alimente sau sucuri (vezi Nestea).

Flavonoidele studiate sunt prezentate in Figura 1.4.2.

R o

Rz

Rs
Re
Nr Nume R 1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 Rs Rg
1 Flavona H H H H H H H H H
2 2’-Metoxi-Flavona H H H H H OCH; H H H
3 3-Metoxi-Flavona OCH; H H H H H H H H
4 5-Metoxi-Flavona H OCH; H H H H H H H
5 6-Metoxi-Flavona H H OCH; H H H H H H
6 7-Metoxi-Flavona H H H OCH; H H H H H
7 7,8-Dimetoxi-Flavona H H H OCH; OCH; H H H H
8 3-Hidroxi-7-metoxi- OH H H OCH; H H H H H
Flavona
9 3- Hidroxi-Flavona OH H H H H H H H H
10  5- Hidroxi-Flavona H OH H H H H H H H
11  6- Hidroxi-Flavona H H OH H H H H H H
12 7- Hidroxi-Flavona H H H OH H H H H H
13 3,6-Dihidroxi-Flavona OH H OH H H H H H H
14 3,7-Dihidroxi-Flavona OH H H OH H H H H H
15 Crisina H OH H OH H H H H H
16  Apigenina H OH H OH H H H OH H
17 Baicalein H OH OH OH H H H H H
18  Galangin OH OH H OH H H H H H
19 Kaempferol OH OH H OH H H H OH H
20 Luteolina H OH OH H H H H OH OH
21 Quercetin OH OH H OH H H OH OH H
22 Fisetin OH H H OH H H H OH OH
23 Geraldol OH H H OH H H H OH OCH;
24 6-Metil-Flavona H H CH; H H H H H H
25  6-Cloro-7-Metil-Flavona H H Cl CH; H H H H H
26  Daidzein 4’ 7-Dihydroxyisoflavone

Figura 1.4.2. Structura chimica a unor flavonoide.
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1.4.3. Indulcitorii

Indulcitorii studiati fac parte atat din categoria indulcitorilor sintetici cat si din cei naturali
(Figura 1.4.3). Dintre indulcitorii sintetici au fost selectati cei mai reprezentativi pentru industria
alimentara si anume: acesulfam K, aspartam, ciclamat si zaharina, in timp ce indulcitorii naturali au
fost alesi astfel Incat sd se satisfaca toate categoriile de zaharide care ofera reprezentanti in acest

domeniu, si anume: dizaharide, monozaharide si alcooli.

N/ o °
O/ \NVK+ HO, O\O o]
A4 NH
MO H o N/S\o- X S/
N\ H A
1 4
[o]
OH
OH
OH
OH
9
[o]
OH OH
o OH
OH
OH

OH

14

OH OH OH OH

10 11 12 13

Na
H
Hoé%
HO HO Ho
HO HO HO HO

HO
HO
o o o
OH
HO OH
OH oH
o
o
OH OH OH
NH,

15 16 17

O

Figura 1.4.3. Structura chimica a unor indulcitori: 1: acesulfam K; 2: aspartam; 3: ciclamat
de sodiu; 4: zaharind; 5: arabitol; 6: xilitol; 7: ribitol;; 8: manitol; 9: sorbitol, 10: galactoza; 11:

fructoza; 12: glucoza; 13: xiloza; 14: manoza; 15: galactozamind; 16: sucroza; 17: maltoza.
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2. PARTEA EXPERIMENTALA

2.1. Contextul stiintific §i originalitatea

Scopul aceste lucrdri este sd ofere o caracterizare pertinentd a unora dintre cele mai
importante grupuri de compusi cu o importanta relevantd in domeniul alimentar si farmaceutic. De
asemenea, cromatografia de lichide si cromatografia pe strat subtire vor fi analizate In contextul
investigdrii lipofilicitatii, determindndu-se particularititile specifice. Un numar larg de indici de
lipofilicitate teoretici si experimentali vor fi investigati, caracterizati §i comparati intre ei. Prin
normale de silicagel cu diverse uleiuri si grasimi naturale, incluzand aici si grasimea umana, se
doreste elucidarea mai corectd a modului de actiune biologicd a acestor compusi. De asemenea,
folosindu-se Analiza Componentelor Principale (PCA), se va efectua o analizd pertinentd in
vederea stabilirii nivelului caracterului lipofil al grasimilor si a uleiurilor, pentru a arata care dintre
grasimile si uleiurile studiate sunt mai apropiate de grasimea umana. Ponderile vectorilor obfinute
aplicand PCA vor sustine elucidarea mecanismelor de retentie implicate in procesul cromatografic
de separare pe fiecare placd in parte.

Scopul acestei lucrari se gaseste in concordanta cu cerintele lumii stiintifice din punct de
vedere al contributiei originale. Aportul de noutate adus de aceasta lucrare poate fi considerat din
mai multe puncte de vedere. Determindrile cromatografice a lipofilicitatii au creat un fundament in
experimentele QSAR, pornindu-se de la supozitia ca fazele stationare inverse pot fi asociate cu
membranele biologice reale. Totusi, complexitatea reala regasitd la nivel celular nu poate fi
reprodusa, fapt ce duce la necesitatea abordarii unor noi alternative. Aceasta posibilitate poate veni
dintr-un domeniu cromatografic neexplorat in acest domeniu si anume cromatografia pe strat
subtire, folosindu-se placi impregnate. Posibilitatea de impregnare cu diverse uleiuri si grasimi a
placilor de silicagel vine sa sustind si sa ofere noi alternative. Rezultatele obtinute pe grasimea
umana vor sustine relevanta experimentelor realizate. Aceste rezultate, alaturi de cele obtinute prin
HPLC vor crea pentru prima data o ierarhie reald, atat a compusilor implicati in acest studiu, cét si
a fazelor stationare, inclusiv a uleiurilor, respectiv a grasimilor folosite la impregnare. Literatura de
specialitate nu prezintd determindri similare sau inrudite, astfel ca trebuie apreciat faptul ca atat
clasele de compusi investigate, folosirea de placi impregnate cu diverse materiale lipofile, cat si o

parte din metodologiile de investigare a rezultatelor obtinute au fost aplicate aici pentru prima data.
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2.2. Conditii experimentale

2.2.1. Materiale si aparatura

Toate materialele folosite au respectat conditiile de calitate analitice.

Cromatografia de lichide a vitaminelor si a flavonoidelor s-a realizat folosindu-se un sistem
cromatografic Agilent 1100 Series cuplat cu spectrometru de masa MSD 1100, in timp ce
indulcitorii au fost analizati pe un cromatograf de lichide Agilent 1200 Series cuplat la un

spectrometru de masa in tandem 4000 Q TRAP LC-MS/MS.

2.2.2. Cromatografie

A. Vitaminele lipofile
Vitaminele lipofile au fost analizate prin HPLC si TLC folosindu-se mai multe tipuri de
faze stationare chimic legate, iar in cazul TLC s-au introdus o serie de faze stationare obtinute in
urma impregnarii cu uleiuri sintetice (parafind si trioxtilamina) si uleiuri vegetale (masline, floarea

soarelui i porumb). Conditiile de elutie sunt prezentate in Tabelul 2.2.2.

Tabelul 2.2.2. Sistemele de fazi mobild corespunzatoare diferitelor faze stationare

investigate.

Nr Faza stationara Faza mobila
MeOH (%)
HPLC
1 Lichrosphere RP-18e | 86-90; variabilitate de 1%
2 Eclipse XDB-C8 86-90; variabilitate de 1%
TLC
1 RP-18 95-99; variabilitate de 1%
2 RP-18 W 89-97; variabilitate de 2%
3 CN 71-83; variabilitate de 3%
4 Parafina 90-94; variabilitate de 1%
5 TOA 92-98; variabilitate de 2%
6 Masline 90-98; variabilitate de 2%
7 Floarea Soarelui 90-98; variabilitate de 2%
8 Porumb 90-98; variabilitate de 2%
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B. Flavonoidele
Flavonoidele au fost analizate prin HPLC si TLC folosindu-se un numar mare de faze
stationare, unele obtinute in urma impregnarii cu uleiuri sintetice (parafina si trioctilamina), uleiuri
vegetale si produse derivate (masline, floarea soarelui, porumb si margarina) si grasimi animale
(ulei de cod, unt, grasime de oaie, grasime de gdind, grasime de porc si grasime umanad). Sistemele
de faze mobile folosite pentru elutia fazelor stationare luate in considerare sunt prezentate in

Tabelul 2.2.4.

Tabelul 2.2.4. Sistemele de fazd mobile corespunzatoare diferitelor faze stationare

investigate.
Nr | Faza stationara Faza mobila
MeOH (%)
HPLC
1 | LiChrosphere RP-18e | 70-80; variabilitate de 2.5%
2 | Eclipse XDB-C8 70-80; variabilitate de 2.5%
3 | Lichrosphere 100CN | 66-70; variabilitate de 1%
TLC

1 | RP-18 65-85; variabilitate de 5%
2 | RP-18 W 55-75; variabilitate de 5%
3 |CN 50-70; variabilitate de 5%
4 | NH, 20-40; variabilitate de 5%
5 | Parafina 50-70; variabilitate de 5%
6 | TOA 50-70; variabilitate de 5%
7 | Masline 50-70; variabilitate de 5%
8 | Floarea Soarelui 50-70; variabilitate de 5%
9 | Porumb 50-70; variabilitate de 5%
10 | Margarina 50-70; variabilitate de 5%
11 | Unt 50-70; variabilitate de 5%
12 | Cod 50-70; variabilitate de 5%
13 | Porc 55-75; variabilitate de 5%
14 | Gaina 55-75; variabilitate de 5%
15 | Oaie 55-75; variabilitate de 5%
16 | Om 50-70; variabilitate de 5%

C. Indulcitorii
Indulcitorii au fost analizati in vederea investigarii lipofilicitatii prin TLC pe faze stationare
chimic legate (RP-18, RP-18W, RP-8, CN si NH,) si faze stationare impregnate (parafind, masline,
floarea soarelui, porumb, ricin, margarina, unt, cod, porc, gdina, oaie, om). Faza mobila a fost

amestecuri de acetonitril (ACN): apa, in care fractia de ACN a variat intre 85 s1 95%, schimbate cu
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incremente de 2.5%, cu exceptia placilor de NH,, unde intervalul ales a fost intre 65 si 85%
schimbat cu incremente de 5% pentru fiecare pas. Pentru fazele stationare impregnate procentul de
ACN a fost intre 70 si 90%, schimbate cu incremente de 5%.

Analiza HPLC a indulcitorilor a avut ca scop modelarea retentiei cromatografice a
zaharidelor. Pentru aceasta zaharidele au fost analizate pe o coloand cromatograficd Supelcosil
NH,. Elutiile s-au realizat n mod izocratic cu cinci faze mobile constand din amestecuri ACN: apa,
unde procentul de ACN a variat intre 80 s1 90%, fractia fiind schimbata cu incremente de 2.5% per

pas.

2.3. Studiul §i caracterizarea cromatografica a vitaminelor, a flavonoidelor §i a

indulcitorilor

2.3.1. Vitaminele lipofile

Investigand valorile Ry, se observa clar faptul ca B-carotenul si licopenul au de departe
cele mai ridicate valori ale lipofilicitatii (Tabelul 2.3.1.4). Structura simetricd a acestor doua
molecule si faptul ca prezintd o masa moleculard mare si fara gruparii functionale polare le sustine
ca fiind cele mai lipofile. Mergand mai departe la ceilalti compusi analizati, observam ca tocoferoli
urmeaza in aceastd ierarhie, concurand indeaproape carotenii. Xantofilele (luteina, astaxantina si
zeaxantina) prezentate in acest studiu au condus la indici ce sugereaza o lipofilicitate mult mai
scazuta decat omologii acestora, corotenii. Chiar dacd marimea moleculelor este asemanatoare
carotenilor, prezenta oxigenului in moleculd cauzeaza un efect polar puternic, care rezida in valorile
indicilor de lipofilicitate. Acesta este de altfel si motivul pentru care xantofilele prezinta o
lipofilicitate mai scazutd si decat tocoferolii. Un alt aspect important care trebuie observat este
acela cd o pozitionare simetrica si in acelasi timp opusa a oxigenului in molecula, produce un efect
polar foarte ridicat. Acest considerent este sustinut si in acelasi timp confirmat facdndu-se
comparatie intre tocoferoli care, desi au molecule mai mici fatd de xantofile, sunt mai lipofili.
Pozitionarea grupdrilor functionale hidroxil in tocoferoli este doar de o parte a moleculei, fapt ce
permite lantului de hidrocarburda sa formeze intercatiuni cu caracter puternic lipofil cu faza
stationara, in timp ce xantofilele studiate au grupari polare pozitionate simetric care blocheaza in
mare parte interactiunile puternic lipofile. Dintre compusii studiati Tn acest experiment, retinoidele
prezinta cel mai scazut caracter lipofil. Aceasta este o consecintd a marimii moleculei si a prezentei

grupdrilor functionale hidroxil, carboxil si carbonil din molecule.
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Tabelul 2.3.1.4. Descriptorii cromatografici ai lipofilicitatii obtinuti prin TLC folosindu-se

placi RP-18 W.

Cpd | mRy | mRy Rwmo b @0 PC1/Ry | PC1/Ry r
1 [0.149 | 0.815| 9.883 | -0.098 | -101.35 0.451 -1.134 | 0.989
2 10212 0.632|10.680 | -0.108 | -98.85 0.323 -0.750 | 0.995
3 10314 | 0360 | 7.633|-0.078 | -97.60 0.094 -0.115 | 0.993
4 10.366| 0250| 6.530 | -0.068 | -96.71 | -0.024 0.139 | 0.991
5 10301 | 0390 | 8.145|-0.083 [ -97.68 0.122 -0.189 | 0.990
6 |[0.589|-0.158 | 2.790|-0.032 [ -88.03 | -0.531 1.079 | 0.991
7 10.528 |-0.049 | 4.255]-0.046 | -91.94 | -0.390 0.822 | 0.993
8 [0.508|-0.015| 4.256|-0.046 | -92.67 | -0.348 0.748 | 0.994
9 10.509 |-0.015| 4.321]-0.047 | -92.68 | -0.347 0.747 | 0.992
10 [ 0.232 | 0.566 | 9.560 | -0.097 | -98.86 0.278 -0.590 | 0.997
11 [ 0.266 | 0.484 | 9.625|-0.098 | -97.92 0.203 -0.414 | 0.990
12 [ 0.280 | 0.451 | 9.696 | -0.099 | -97.53 0.171 -0.345 | 0.981

Coeficientii de corelatie ai regresiei (vezi ecuatiile (4) si (7)) sunt un indicator al liniaritatii
bune pe intreg domeniul de concentratie al metanolului, folosit ca modificator organic. Utilizandu-
se ambele tehnici de estimare, de cele mai multe ori coeficientii de corelatie au avut valori mai mari
de 0.98. Aceasta liniaritate obtinuta inclusiv pe uleiurile vegetale, care de altfel sunt caracterizate
de o compozitie complexa necontrolata, sustine ideea ca si acestea sunt potrivite pentru a fi utilizate
in estimarea lipofilicitatii vitaminelor.

Un alt considerent care trebuie analizat este corelatia existenta intre intercept §i panta
dreptei de regresie, exprimate prin ecuatiile (4) si (7). O liniaritate ridicatd sugereaza, in
concordantd cu unii autori [8, 18], ca grupul de compusi investigati formeaza o serie congenerica,
aspect ce nu repecta intotdeauna realitatea chimica [19, 20]. Indiferent de tehnica, sau natura fazei
stationare s-au obtinut liniaritati ridicate intre log ky, respectiv Ry si b (R* > 0.97).

Aceste rezultate sunt un indicator cad supozitiile legate de corelatiile dintre pantd §i intercept sunt
mai degraba legate de caracterul lipofil asemandtor al compusilor investigati nu neaparat de
structura in sine.

Tendinta compusilor de a interactiona sau nu cu faza stationard si implicit variatia

parametrilor cromatografici odata cu schimbarea procentului de modificator organic din faza
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mobild se poate observa din extrasul din Figurile 2.3.1.1-2.3.1.14. Analizand in detaliu graficele
expuse se observa ca nu existd anomalii Tn comportamentul cromatografic, acesta fiind unul liniar,
respectandu-se o crestere proportionala a valorilor logk si Ry in functie de fractia de modificator
organic din faza mobila. Aceste considereatii rezida direct din faptul cd diagramele corespunzatoare
valorilor medii se suprapun aproape perfect peste cele care corespund valorilor obtinute pentru
sistemele de fazd mobila intermediare (medianei). Acest comportament regulat se regaseste si in
graficele corespunzatoare determinarilor realizate pe placile impregnate, nu doar cu uleiuri sintetice
definite de o compozitie simpla si cunoscuta, ci si pe cele naturale. Aceste regularitati sesizabile

indica faptul ca microcompozitia uleiurilor nu are efecte de nici un fel asupra retentiei.
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Figurile 2.3.1.1-2.3.1.4 Reprezentarea graficd a variabilitdtii valorilor log k si Ry in functie

de concentratia modificatorului organic. A: HPLC RP-18, B: RP-18W, C: TOA, D: Masline.
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Mediile valorilor k, log k, Rg si Ry, alaturi de scorurile dupa primele componenete
principale ale lui k, log k, Rr si Ry sunt potrivite pentru a fi folosite pentru o analizd pertinenta a
lipofilicitatii, datorita faptului cd sunt eliminate dezavantajele extrapolarii si a potrivirii valorilor pe
dreapta de regresie. Aceastd sustinere vine odatd cu analiza descriptorilor cromatografici folositi ca
indici de lipofilicitate printr-o metodd de expunere si comparare realistd prin trasarea unor profile
grafice extrase din Figurile 2.3.1.5 - 2.3.1.8. Analizand diagramele obtinute se poate observa
comportamentul cromatografic diferit al compusilor pe placile impregnate cu TOA, care indica
faptul ca gruparile hidroxil prezente pe suprafata silicagelului sunt puternic blocate de azot prin
intermediul legaturilor de hidrogen, iar lanturile alifatice de octil provoaca modificarea fazei
stationare din una polard in una puternic lipofild. Acest fapt duce la interactiuni foarte puternice cu
moleculele de caroteni si tocoferoli. Prezenta atomilor de oxigen in moleculele de vitamine
provoacd un efect de repulsie intre acestea si moleculele de TOA legate de silicagel. Acesta se
observa cu precddere la astaxantina si la acidul retinoic, ambele avand cate doi atomi de oxigen in
grupdrile functionale ale moleculelor, motiv pentru care acestia au fost cel mai putin retinuti pe faza

stationara impregnata.
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Figura 2.3.1.5-2.3.1.8. Profilele de corelatie a indicilor de lipofilicitate obtinuti prin TLC
(A, B) si HPLC (C).
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Daca primele doud componente principale insumeazd aproape in totalitate majoritatea

variantei posibile, atunci reprezentarea graficad a primei componente principale fatd de cea de-a

doua duce la o ilustrare mult mai precisd a similitudinilor, respectiv a disimilitudinilor ce apar in

grupul generator de valori, in cazul nostru a compusilor sau a fazelor stationare analizate. Aplicand

aceastd tehnica asupra indicilor de lipofilicitate ce caracterizeaza vitaminele analizate s-au obtinut o

serie de reprezentari grafice sugestive, care grupeaza compusii analizati astfel incat sa se

vizualizeze asemanarile dintre acestia. Aceasta se ilustraza in extrasul din Figurile 2.3.1.9.-
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Pentru compararea fazelor stationare luate in considerare se poate aplica acelasi algoritm
PCA, matricele acceptate de aceastd data fiind alcatuite din valorile indicilor de lipofilicitate
obtinute pe toate fazele stationare (Figura 2.3.1.13). Variabilitatea ridicatd a valorilor duce la
necesitatea de a folosi grafice 3D a primelor trei PC-uri, acestea insumand mai mult de 94% din
informatia totala. Graficele obtinute indica faptul cd uleiul de porumb are cel mai puternic caracter
lipofil, urmat indeaproape de cel de masline si floarea soarelui. Valorile obtinute prin HPLC sunt
mai intens corelate cu RP-18W decat cu RP-18. Aceasta poate fi o consecinta a faptului cd in
HPLC faza mobila are un debit controlat ridicat, care poate duce la ruperea inteactiunilor formate,
in timp ce in developarile pe placile RP-18 nu intervine niciun factor activ de stres exterior, astfel
ca vitaminele vor fi mult mai puternic retinute pe faza stationard. Totusi, se observda o oarecare
concordantd intre fazele stationare chimic legate, indiferent de tehnica cromatograficd folosita.

Placile TOA si Pa prezintd un comportament singular §i nu se poate aprecia prin simpla

reprezentare grafica a valorilor, dacd si cu cine se coreleaza.
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Figura 2.3.1.13. Harti de lipofilicitate congenerice obfinute prin reperzentarea grafica a

primelor trei componente principale; A: mRy si mlogk, B: PC1/Ry si PC1/logk, C: Rumpo.
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PCA utilizeaza algoritmi de calcul pornind de la o matrice patraticd de covariantd, care
poate fi redusa la un set de date ce reprezintd ponderea vectorilor. Reprezentarea cuadratica sau
liniara a acestora poate fi utilizata pentru a elucida mecanismul de retentie implicat in procesul de
developare. Figura 2.3.1.14 evidentiazd mult mai clar similitudinile din punct de vedere al
interactiunilor implicate. Diferenta de ordin de marime dintre R si k se poate observa in graficul A,
in timp ce logaritmarea reduce scala, astfel incat indiferent de tehnica prin care s-au obtinut
rezultatele, acetea pot fi comparate. Pornind de la supozitia ca uleiurile vegetale sunt mult mai
apropiate de sistemele biologice naturale se poate aprecia ca utilizarea placilor impregnate in
determindri de lipofilicitate sunt pe deplin indreptatite. Pe de altd parte, observam ca trioctilamina
si parafina induc un mecanism de retentie similar, bazat pe interactiuni puternic lipofile.
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Pornind de la scopul acestui experiment de a indica capacitatea de descriere a lipofilicitatii a
fazelor stationare neconventionale s-au realizat o serie de matrici de corelatie. Valori ale
coeficientilor de corelatie mai mari de 0.70 indica un grad de corelatie ridicat. Valorile obtinute pe
fazele stationare impregnate cu uleiuri sunt bine descrise de cele obtinute pe faza stationara RP-
18W, ajungandu-se pana la coeficienti de corelatie de 0.81 (Tabelul extras din Tabelele 2.3.1.14).
Aceasta are o inaltd sustenabilitate, atat chimica cat si biologica. Este absurd sd se considere ca
membranele celulare sunt total lipofile, unde de altfel se regasesc o serie de compusi chimici care
au diverse grupari functionale libere, acestea avand tocmai rolul de a permite trecerea pasiva a unor
compusi de importantd majora pentru functionarea corectd a celulei. Gradul de acoperire cu
hidrocarburi alifatice controlat mai scazut din RP-18W, duce la rezultate cu o mai mare
semnificatie fatd de cele obfinute pe RP-18, considerentele expuse mai sus fiind intr-o oarecare

masura respectate.

Tabelul 2.3.1.14. Matricea de corelatie a valorilor obtinute pe faze stationare obtinute prin

impregnare fata de cele obtinute pe faze stationare chimic legate.

Faza Indici Masline Porumb
Stagionaré l’IlRF I’IlRM RM() PC1/ | PC1/ l’l’lRF I’IlRM RM() PC1/ | PC1/
Rg Ry Rr Ry
mk -0.72| 0.70 | 047 | 0.72]-0.70|-0.71| 0.69| 0.60 | 0.71 | -0.69

mlogk -0.71| 0.69| 0.33| 0.71 [ -0.69 | -0.69 | 0.67 | 0.45| 0.69 | -0.66
logkw -0.67| 0.64| 038 0.67 |-0.64|-0.66| 0.64| 0.55| 0.66 | -0.64
HPLC b 0.64 | -0.61 | -0.38 | -0.64 | 0.61| 0.63 | -0.61 | -0.56 | -0.63 | 0.61
RP-8 00 0.64 | -0.62 [ -0.22 | -0.64 | 0.62| 0.62|-0.59 | -0.32 [ -0.62 | 0.58
PCl/k 0.71 | -0.69 | -0.46 | -0.71 | 0.69 | 0.70 | -0.68 | -0.60 | -0.70 | 0.68
PC1/logk | 0.71 | -0.69 | -0.33 | -0.71 | 0.69 | 0.69 | -0.67 | -0.45 | -0.69 | 0.66

mRr 0.77 {-0.771-0.50 | -0.77 | 0.77 | 0.74 | -0.73 | -0.56 | -0.74 | 0.73
mRy -0.75| 0.75] 0.55| 0.75]-0.75(-0.72 | 0.71 | 0.57| 0.72 | -0.71
Rwmo -042 | 044 | 0.51] 0.41)-0.45|-038| 041 | 0.38| 0.38]-0.41
RP-18 b 0.29(-0.321-045[-0.29| 0.33| 0.26 | -0.29 | -0.29 | -0.26 | 0.29
Qo 0.79 {-0.76 | -0.41 [ -0.79 | 0.76 | 0.77 | -0.74 | -0.58 | -0.77 | 0.74

PCI/Rr |-0.77] 0.77] 0.50 | 0.77 | -0.77 [ -0.74 | 0.73 | 0.56 | 0.74 | -0.73
PCI/Rm | 0.75]-0.75]-0.55]-0.75] 0.75] 0.72 |-0.71 | -0.57 | -0.72 | 0.71

mRg 0.79 | -0.80 | -0.71 | -0.79 | 0.80 | 0.76 | -0.77 | -0.71 | -0.76 | 0.77
mRy -0.80 | 0.81| 0.74| 0.80|-0.82|-0.77| 0.79 | 0.74 | 0.77 | -0.79
Rwmo -0.81 | 0.81| 0.74| 0.81|-0.81|-0.78 | 0.80 | 0.78 | 0.78 | -0.80
RP-18W | p 0.81 | -0.81 [ -0.73 | -0.81 | 0.81 | 0.78 | -0.80 | -0.78 | -0.78 | 0.80
00 0.79 | -0.78 [ -0.59 | -0.78 | 0.78 | 0.76 | -0.75 | -0.62 | -0.76 | 0.75

PCI/Rf |-0.79 | 0.80| 0.71] 0.79 |-0.80|-0.76 | 0.77 | 0.71 | 0.76 | -0.77
PCI/Rm | 0.80]-0.81]-0.74|-0.80| 0.82| 0.78-0.79 | -0.74 | -0.78 | 0.79
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Corelatii foarte semnificative sunt obtinute intre toate valorile obtinute pe fazele stationare
obtinute prin impregnare. Coeficienti de corelatie ating valori de pana la 0.94. Mai mult, indici de
lipofilicitate calculati prin metode teoretice de calcul pot descrie particularitatile structurale ce
definesc lipofilicitatea. Indicele LogP® si ALOGP* sunt indicii de lipofilicitate calculati care
descriu cel mai bine valorile observate experimental (Tabelul extras din Tabelele Tabelele 2.3.1.20-

2.3.1.29).

Tabelul 2.3.1.20-2.3.1.29. Matricea de corelatie a indicilor de lipofilicitate calculati fatd de

cei experimentali.

RP-18 W Masline
mRr | mRy [ Ryo | PCI/REg | PCI/Ry | mRe | mRy | Ryo | PCL/RE | PC1/Rm
LogPC -0.97 1 0.97 | 0.97 | 0.97 -0.97 -0.82 | 0.84 | 0.87 | 0.82 -0.84
LogPV -0.97 1 0.97 | 0.97 | 0.97 -0.97 -0.80 { 0.82 | 0.85 | 0.80 -0.82
LogPB -0.98 1 0.99 | 0.98 | 0.98 -0.99 -0.85({0.85 | 0.86 | 0.85 -0.86
CLOGP -0.97 1 0.98 | 0.94 | 0.96 -0.98 -0.82 | 0.86 | 0.85 | 0.82 -0.86
LogPc -0.2210.30 | 0.19]0.21 -0.30 -0.3910.52 |1 0.45|0.39 -0.52
LogP -0.56 | 0.49 | 0.50 | 0.56 -0.50 -0.19 1 0.12 | 0.09 | 0.19 -0.12

MLOGP |-0.86 | 0.88 | 0.81 | 0.86 -0.88 -0.70 { 0.77 | 0.73 | 0.70 -0.77
MLOGP* | -0.81 | 0.84 | 0.76 | 0.81 -0.84 -0.69 | 0.77 | 0.72 | 0.69 -0.77
ALOGP -0.97 { 0.97 | 0.96 | 0.97 -0.97 -0.83 (0.85 | 0.83 | 0.83 -0.85
ALOGP” |-0.95(0.96 |0.93 | 0.95 -0.96 -0.83 | 0.88 | 0.85| 0.83 -0.88
ALOGPs |[-0.97]0.97 | 0.95 ]| 0.97 -0.97 -0.86 | 0.86 | 0.81 | 0.86 -0.86
AClogP |-0.93|0.93 | 0.910.93 -0.93 -0.77 { 0.80 | 0.73 | 0.77 -0.80
AB/LogP |-0.94|0.91 |0.94 | 0.95 -0.92 -0.69 | 0.67 | 0.67 | 0.69 -0.67
COSMO | -0.92 | 0.93 | 0.88 | 0.92 -0.92 -0.77 { 0.81 | 0.73 | 0.77 -0.81

Fraq
miLogP -0.96 | 0.94 | 0.93 | 0.96 -0.94 -0.73 { 0.73 | 0.69 | 0.73 -0.74
KOWWIN | -0.88 | 0.88 | 0.80 | 0.87 -0.87 -0.65 | 0.71 | 0.63 | 0.65 -0.71
XLOGP2 |-0.96 | 0.96 | 0.97 | 0.96 -0.96 -0.87 { 0.87 | 0.87 | 0.87 -0.87
XLOGP3 [-0.92]0.92 | 0.90 | 0.92 -0.92 -0.79 1 0.83 | 0.75 | 0.79 -0.83
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2.3.2. Flavonoidele

Flavonoidele studiate au fost compusi metil, metoxi si hidroxi derivati. Indici de
lipofilicitate obtinuti indicad faptul cd derivati metil sunt cei mai lipofili, urmati de cei
metoxiderivati si de compusi hidroxi derivati. Compusi poli-hidroxi derivati sunt mult mai hidrofili

(Tabelul 2.3.2.2.).

Tabelul 2.3.2.2. Descriptorii cromatografici ai lipofilicitatii obtinuti prin HPLC, folosindu-
se 0 coloana Zorbax, XDB-CS.

Cpd | mk | mlogk | log ky, b 0o PC1/k | PC1/log k r

1 1.471 0.148 | 2.89]-0.037 | -79.06 | -0.581 -0.474 | 0.999
2 1.566 0.173 3.10 | -0.039 | -79.43 | -0.826 -0.530 | 0.999
3 1.734 0.217 | 3.15]-0.039 | -80.56 | -1.218 -0.629 | 0.999
4 1.230 0.072 | 2.75]-0.036 | -77.01 | -0.015 -0.302 | 0.999
5 1.828 0.239 | 3.27]-0.040 | -80.91 | -1.451 -0.677 | 0.998
6 1.611 0.185 3.11 | -0.039 | -79.75 | -0.930 -0.557 | 0.998
7 1.263 0.082 | 2.83]-0.037|-77.25 | -0.099 -0.326 | 0.998
8 2.034 0.281 3.56 | -0.044 | -81.44 | -1.975 -0.774 | 0.999
9 1.887 0.252 | 3.33]-0.041|-81.14 | -1.601 -0.706 | 1.000
10 | 2.436 0.361 3.521-0.042 | -83.57 | -2.913 -0.951 | 0.999
11 0.963 | -0.035| 2.67-0.036|-74.03 | 0.599 -0.064 | 0.999
12 10.897| -0.066| 2.60]-0.036|-73.16| 0.752 0.004 | 0.997
13 1.220 0.064 | 3.06 ] -0.040 | -76.59 | -0.027 -0.286 | 1.000
14 1.094 0.017 | 3.00]-0.040 | -75.42 | 0.270 -0.181 | 0.999
15 1.253 0.074 | 3.13]-0.041|-76.81 | -0.115 -0.309 | 0.997
16 ]0.558| -0.272| 2.38]-0.035|-67.30| 1.541 0.465 | 0.996
17 10.297| -0.553 2.721-0.044 | -62.31 | 2.140 1.089 | 0.978
18 1.328 0.097 | 3.27]-0.042 | -77.30 | -0.305 -0.362 | 0.998
19 10476 | -0.339| 2.11]-0.033 |-64.64| 1.737 0.615 | 0.987
20 10377 -0.437 1.74 1 -0.029 | -59.93 | 1.975 0.836 | 0.989
21 0.305 | -0.526 1.551-0.028 | -56.01 | 2.142 1.037 1 0.994
22 1 0.232 ] -0.643 1.19 ] -0.024 | -48.68 | 2.313 1.300 | 0.991
23 0.381 | -0.432 1.78 1 -0.029 | -60.34 | 1.965 0.825 | 0.995
24 | 2.117 0.302 | 3.37]-0.041 | -82.37 | -2.146 -0.818 | 0.999
25 3.688 0.536 | 4.02]-0.047 | -86.52 | -5.969 -1.343 | 0.999
26 10316] -0.516 1.98 1 -0.033 | -59.48 | 2.112 1.012 | 0.986

Comportamentul cromatografic al flavonoidelor odatd cu schimbarea raportului de faza

mobila s-a ardtat a fi unul echilibrat, mecanismul de retentie fiind unul unitar pe tot intervalul de
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fazd mobila ales (Figurile 2.3.2.2 — 2.3.2.7), indiferent daca fazele stationare au fost foarte diferite,

remarcandu-se similaritati intre fazele stationare chimic legate si cele obtinute prin impregnare.
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Figurile 2.3.2.2 — 2.3.2.7. Reprezentarea graficd a variabilitatii valorilor log k si Ry in

functie de concentratia modificatorului organic: A: HPLC RP-18, B: RP-18, C: Porumb, D: Om.
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Acest comportament asemdnator al compusilor pe fazele stationare poate fi remarcat prin
intermediul profilelor de corelatie ai indicilor de lipofilicitate obtinuti pe diverse faze stationare
(Figurile 2.3.2.8 — 2.3.2.15). Se remarca similitudini ridicate intre diversele faze stationare, insa
cele mai asemendtoare sunt uleiurile si grasimile, inluzdnd aici si grasimea umand. Diagramele
obtinute permit remarcarea unui comportament diferit al compusilor pe placile impregnate cu TOA,
care a facilitat interactiuni puternice cu flavonoidele ce prezintd grupari functionale metoxil si
metil, si interactiuni mult mai slabe cu derivati hidroxil. Acest comportament observat sustine

incaodata aprecierile prezentate pentru vitamine.
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Figura 2.3.2.8-2.3.2.15. Profilele de corelatie a valorilor Ry obtinuti prin TLC.
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Hartile de lipofilicitate (Figurile 2.3.2.16 — 2.3.2.21) obtinute prin intermediul PCA permit
gruparea compusilor studiati in clusteri liniari sau grupuri distincte Tn care se remard asemanari
structurale ale compusilor, prinind de la numarul de grupari hidroxil, pana la natura gruparilor
functionale. De exemplu, kaempferolul, luteolina si quercetina sunt invecinati de fiecare data, la fel

intamplandu-se si cu derivatii metoxilati.
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Figurile 2.3.2.16 — 2.3.2.21. Harti de lipofilicitate congenerice obtinute prin reprezentarea
grafica a PC1 versus PC2 obtinute din valorile log k si Ry; A: HPLC RP-18, B: RP-18, C: Masline,
D: Om.
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Daca se considera ca matrice luatad n considerare in algoritmii PCA, grupul de valori format
de mRy si logk si respctiv PC1/Ry si PCl/logk se poate crea o ierarhizare a grasimilor si a
uleiurilor studiate In contextul placilor stationare chimic legate si a celor impregnate cu uleiuri
sintetice (Figura 2.3.2.22). Aceste reprezentari indica faptul ca fazele stationare sunt diferentiate n
functie de tehnica, si de natura acestora. lerarhia prezentatd de vitamine a uleiurilor se respectd, in
timp ce grasimile se disting ca formand un grup distinct, din care face parte si grasimea umana.
Numarul mare de faze stationare impregnate studiate, duce la necesitatea analizarii
mecanismului implicat in timpul procesului de developare. Cum s-a aratat si pentru carotenoide,
aceasta se poate realiza prin intermediul PCA, reprezentand grafic profilele quadratice sau liniare
ale ponderilor (Figura 2.3.2.23). Aceste grafice sunt foarte sugestive si indica faptul ca toate fazele
stationare investigate se Incadreaza in intervalul format de TOA si CN. Dupd cum am aratat deja
TOA permite interactiuni puternic polare in timp ce CN permite si interactiuni slab polare, astfel ca
tate celelalte faze stationare perzinta un mecanism de retentie bazat pe interactiuni intermediare.
Facand comparatie intre cele doud tehnici de determindre a lipofilicitatii se poate remarca
faptul ca RP-8 HPLC a permis obtinerea de indici de lipofilicitate ce descriu cel mai bine indici
obtinuti prin TLC. Cele mai ridicate corelatii s-au observat pentru HPLC RP-8 versus RP-18.
Corelatiile obtinute fata de valorile obtinute pe faze stationare impregnate cu uleiuri §i grasimi sunt
semnificative insd mai scazute, ajungandu-se la coeficienti de corelatie de pana la 0.91 si respectiv
0.82 (Tabelul 2.3.2.23). Cea mai buna descriere a comportamentului cromatografic observat pe
grasimea umana este oferitd de margarind si unt (Tabelul 2.3.2.27). Aceastd descriere este
caracterizatd de coeficienti de corelatie de pana la 0.98, in timp ce comportamentul observat pe
celelalte placi impregnate cu grasimi animale permit coeficienti de corelatie de pana la 0.95.
Corelatiile dintre indicii de lipofilicitate experimentali fatd de cei obtinuti prin diverse
metode de calcul sunt semnificative doar in cazul indicilor obtinuti pe faze stationare chimic legate,
indiferent de tehnica cromatografica de estimare a lipofilicitatii. miLogP este indicele de
lipofilicitate calculat care duce la cei mai mari coeficienti de corelatie, ajungandu-se pana la valori
de 0.92. Acest indice are la baza metode de calcul bazate pe particularitati structurale. Corelatiile
dintre indicii de lipofilicitate calculati si cei experimentali obtinuti pe placile impregnate unt mult

mai mici $i nesemnificative din punct de vedere statistic.
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Figura 2.3.3.22. Harti de lipofilicitate congenerice obtinute prin reperzentarea grafica a

primelor trei componente principale; A: mRy; si mlogk; B: PC1/Ry si PC1/logk
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Figura 2.3.2.23. Profilele ponderilor dupa Rg (A, B) si Ry (C, D).
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Tabelul. 2.3.2.23. Matricea de corelatie a indicilor de lipofilicitate obtinuti prin HPLC fata

de cei obtinuti prin TLC.
Fazi Indici HPLC RP-8
Stationara mk | mlogk | logkw b 00 | PC1/k | PCl/logk

mRy -0.86| -092| -091| 0.81] 0.93 0.86 0.92
mRy 0.92 0.93 0.92 | -0.81| -0.92| -0.92 -0.93
Rmo 0.93 0.95 0.90 | -0.77| -0.93| -0.93 -0.95

RP-18 b -0.90 -093| -0.86| 0.72| 0.90 0.90 0.93
Qo -084| -090| -091| 0.83| 091 0.84 0.90
PC1/Ry 0.86 0.92 0.91 | -0.81| -0.93| -0.86 -0.92
PC1/Ry 092 -093| -092| 0.81] 0.92 0.92 0.93
mRy -087| -0.89| -0.82| 0.68| 0.85 0.86 0.89
mRy 0.91 0.88 0.82 | -0.69| -0.82| -0.91 -0.88
Rumo 0.67 0.63 0.53| -0.40| -0.57| -0.67 -0.63

Floarea b -0.17 -0.14| -0.03| -0.06| 0.09 0.17 0.14

Soarelui 00 0.86| -0.88| -0.82| 0.70| 0.83 0.86 0.88
PC1/R¢ 0.87 0.89 0.82 | -0.68| -0.85| -0.87 -0.89
PC1/Ry -0.91 -0.88| -0.82| 0.69| 0.82 0.91 0.88
mRy -0.10 0.12 0.07 | -0.02| -0.19 0.10 -0.12
mRy 0.07| -0.15| -0.09| 0.03| 0.22| -0.08 0.15
Rumo 0.77 0.68 0.60 | -0.48| -0.60 | -0.77 -0.68

Porc b -0.81 -0.82| -0.71| 0.54| 0.78 0.80 0.82
0o 0.24 0.41 0.24 | -0.08| -040| -0.23 -0.40
PC1/Ry 0.09| -0.12| -0.07| 0.03| 0.20| -0.10 0.12
PC1/Rym -0.07 0.15 0.09 | -0.03| -0.22 0.08 -0.15

Tabelul 2.3.3.27. Tabel de corelatie al indicilor de lipofilicitate experimentali pe placi impregnate

cu uleiuri vegetale vs indicii obtinuti pe placile impregnate.

Faza Indici Om
Stationara mRF | mRM | RMO b o0 | PCI1/RF PC1/RM
mRy 097 -098| -0.79| 066 0.75 -0.96 0.98
mRy 093] 097] 0.82] -0.71| -0.69 0.92 -0.97
Ruo 062 069 074 -0.70| -0.49 0.60 -0.69
b 035| -041| -056| 056 030 0.32 0.41
. |90 0.86| -0.84| -063| 052 066 -0.86 0.85
Margarind 7 - 097 098] 0.79] -0.66| -0.75 0.96 -0.98
PC1/Ry 093] -097| -082| 072 069 -0.92 0.97
mRy 097 -098| -0.78| 066 0.76 -0.96 0.98
mRy 095 098] 080 -068| -0.72 0.94 -0.97
Ruo 0.76 | 0.74] 058 -048| -0.68 0.75 -0.73
Unt b 025 -021| -0.14| o010 034 -0.25 0.20
©0 0.87| -090| -0.76| 066 063 -0.86 0.90
PC1/Ry 097 098] 0.78] -066| -0.75 0.96 -0.98
PC1/Ry 095 -098| -080| 068 0.72 -0.94 0.97
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2.3.3. Indulcitorii

Grupul de indulcitorii studiati s-au dovedit a fi unul foarte compact din punct de vederea al
lipofilicitatii. Majoritatea indicilor de lipofilicitate obtinuti au avut valori negative, astfel ca este
impropriu sd vorbim despre lipofilicitate ci mai degraba despre hidrofilicitate. Cei mai hidrofili
compusi studiati au fost dizaharidele, iar la polul opus s-au regasit indulcitorii sintetici (Tabelul

2.3.3.3). Grupul de monozaharide si de alcooli au avut hidrofilicitate intermediara.

Tabelul 2.3.3.3. Descriptorii cromatografici ai lipofilicitatii obtinuti prin TLC, folosindu-se

placi RP-8.

mRr | mRm | Rmo b ®o PC1/Rf | PC1/Rm r

0,955 |-1,346 | -4,26 0,032 | -131,61 | -0,752 2,276 | 0,996
0,204 | 0,706 | -9,99 10,119 | -84,06 0,942 -2,331 [ 0,993
0,173 | 0,763 | -7,77 10,095 | -81,96 1,004 | -2,452 ] 0,981
0,972 | -1,649 | -10,19 { 0,095 | -107,38 | -0,788 2,948 | 0,934
0,727 1 -0,500 | -10,24 | 0,108 | -94,62 | -0,226 0,371 | 0,995
0,690 | -0,397 | -9,00 {0,096 | -94,16 | -0,144 0,144 | 0,997
0,766 | -0,618 | -11,19 | 0,117 | -95,26 | -0,315 0,633 1 0,991
0,626 | -0,271 | -10,98 | 0,119 | -92,28 0,003 -0,145 | 0,996
0,629 | -0,275 | -10,64 | 0,115 | -92,39 | -0,002 -0,134 | 0,995
0,729 1-0,489 | -9,10]0,096 | -95,11 | -0,233 0,346 | 0,994
0,779 { -0,627 | -9,8510,102 | -96,12 | -0,345 0,656 | 0,995
0,717 1 -0,461 | -9,2510,098 | -94,72 | -0,206 0,284 1 0,993
0,800 | -0,717 | -10,83 | 0,112 | -96,38 | -0,395 0,842 1 0,953
0,675 | -0,428 | -13,18 | 0,142 | -93,02| -0,103 0,210 { 0,973
0,202 | 0,612 | -3,14]0,042 | -75,31 0,936 -2,098 [ 0,993
0,506 | -0,021 | -13,60 | 0,151 | -90,14 0,283 -0,707 | 0,997
0,480 | 0,040 | -13,28 {0,148 | -89,73 0,339 -0,845 | 0,998

@)
el el el el e el e
\]O\kh-lkwl\)r—to\OOO\]O\kh-l}ri—thg-

Comportamentul cromatografic al indulcitorilor pe toate fazele stationare folosite a fost unul
foarte asemandtor. Profilele de corelatie ale indicilor de lipofilicitate obtinuti sustin acest
considerent $i permite remarcarea faptului cad placile NH, duc la un comportament diferit fata de
celelalte placi, aceasta datoritd faptului ca natura polard a acestor placi favorizeaza interactiunile
polare (Figura 2.3.3.6).

Acest comportament puternic asemdnator al observat pe toate fazele stationare se remarca si
prin intermediul hartilor de lipofilicitate a compusilor, unde ierarhia obtinutd pentru acesti compusi
este una cu un grad de asemanare foarte ridicat (Figurile 2.3.3.8 — 2.3.3.12). Hartile de lipofilicitate
clasifica compusi pe baza caracteristicilor structurale, la partea inferioara regasindu-se de fiecare

data dizaharidele.
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Figura 2.3.3.6-2.3.3.7. Profilele de corelatie a unor indici de lipofilicitate obtinute prin
TLC; A:mRy;; B: PC1/Ry.
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Figurile 2.3.3.8 — 2.3.3.12. Hartile de lipofilicitate congenerice obtinute prin reprezentarea

graficd a PC1 versus PC2 corespunzitoare valorilor Ry; A: Parafina, B: Masline.
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Ierarhia indicata de vitaminele lipofile si de flavonoide in cazul uleiurilor vegetale este
sustinuta si de indulcitori, Insd de aceasta datd uleiul de ricin, nou analizat in acest caz, pare a fi
putin mai lipofil fatd de uleiul de porumb. Dintre grasimile animale se diferentiaza grdsimea de
oaie, care pare a fi mai lipofila decat toate celelalte grasimi, care formeaza un grup distinct. De
aceastd data, hartile obtinute pe baza valorilor Ry sustine faptul ca grasimea umana este foarte
bine descrisd de margaria si unt (Figura 2.3.3.13-2.3.3.14). Diferentele dintre fazele stationare
studiate pot fi remarcate si prin intermediul profilelor ponderilor, care indica faptul ca mecaniscmul
pe care l-au urmat Indulcitorii a fost diferit in functie de natura fazelor stationare. Totusi, se pot
observa asemandri ridicate intre fazele stationare chimic legate si Intre fazele stationare obtinute

prin impregnare (Figura 2.3.3.15).
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Figura 2.3.3.13-2.3.3.14. Hartile de lipofilicitate congenerice obtinute prin reprezentarea

grafica a PC1 versus PC2 corespunzatoare indicilor: A: PC1/Ry; B: Ryo.
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Figura 2.3.3.15. Profilele ponderilor dupa Rg (A) si Ry (B).

33



Totii indici de corelatie obtinuti experimental se corelaeaza foarte puternic. Cele mai mari
valori ale coeficientilor de corelatie obtinuti pentru fazele stationare chimic legate fatd de cele
obtinute prin imprengare, ajung pana la 0.98. Indicii de corelatie obtinuti pentru placile impregnate
ating valori de pana la 0.99, si in unele situatii chiar 1.00 (Tabel extras din Tabelele 2.3.3.20-
2.3.3.25). Corelatii foarte semnificative se obtin si pentru indici de corelatie calculati fata de cei
experimentali, cele mai ridicate valori ajungind pana la 0.95 (Tabelul 2.3.3.27). Datoritd naturii
foarte polare a acestor compusi si a valorilor indicilor de lipofilicitate experimentali foarte scazute
s-au facut o serie de corelatii menite sa evidentieze in ce masura solubilitatea determindta teoretic
are capacitatea de a descrie comportamentul cromatografic. Valorile coeficientilor de corelatie au
fost foarte semnificativi din punct de vedere statistic, ajungandu-se pana la valori de 0.96 (Tabelul

2.3.3.28).

Tabelele 2.3.3.20-2.3.3.25. Matricea de corelatie a indicilor de lipofilicitate experimentali.

Faze Indici Om

Stationare mRr |[mRy |Rmo | b ©o PC1/Rg | PC1/Rym
mRy 0.95|-0.95| 0.38]-0.67|-0.85| -0.95 0.95
mRy  [-0.93] 0.98]-023] 0.55] 0.91 094 | -0.98
Ruo 0.04| 0.10| 0.85[-0.68| 036 0.00| -0.07
b -025] 0.12]-090| 0.81]-0.16| 021] -0.14

RP-18W | ¢, -0.87 | 0.95| 0.00 | 035 0.95 0.88 | -0.94

PCI/Rf [-0.95| 0.95-0.39 | 0.68 | 0.84 0.95 -0.95
PCI/Rm | 0.93 | -0.98 | 0.24 | -0.56 | -0.91 -0.94 0.98
mRr 0.98 [ -0.97 | 0.28 | -0.60 | -0.91 -0.98 0.98
mRy -0.95| 0.99-0.21 | 0.54] 0.93 0.96 -0.99

Rwmo 0.01] 0.12] 0.84|-0.67 | 0.37 0.03 -0.10
b -0.41 | 0.30[-0.92| 0.89 | 0.03 0.38 -0.32
Ricin Qo -0.89 | 0.95] 0.02| 0.34| 0.97 0.90 -0.95

PCI/Rf [-0.96 | 0.98 | -0.23 | 0.55| 0.92 0.97 -0.98
PCI/Rm | 0.95(-0.99 | 0.22 | -0.55 | -0.93 -0.96 0.99
mRp 0.99 [ -0.98 | 0.33 | -0.64 | -0.90 -0.99 0.99
mRy -0.93 | 0.99]-0.18 | 0.52] 0.93 0.94 -0.99

Rwmo 0.01| 0.13] 0.85|-0.67| 0.40 0.03 -0.10
b -0.40 | 0.291-0.92 | 0.88 | 0.00 0.36 -0.31
Porc Qo -0.85| 0.94| 0.07| 0.29 | 0.96 0.87 -0.93

PCI/Rr [-0.98 | 0.99 | -0.29 | 0.62 | 0.92 0.99 -0.99
PCI/Rm | 0.94 |-0.99 | 0.19 | -0.53 | -0.93 -0.94 0.99
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Tabelul 2.3.3.27. Matricea de corelatie a indicilor de lipofilicitate teoretici fatd de cei

determinati prin cromatografie.

Faze Indici | LogPC | LogPV | ALOGP | ALOGP2 | ALOGPs | AC [ miLogP | XLOGP2
Stationare logP
mRy 0.85| 0.86 0.76 -0.70 0.90 | 0.85 0.92 0.63
mRy -0.84 | -0.85 -0.76 0.70 -0.89 | -0.85 -0.92 -0.62
Ruo 0.71 0.66 0.68 -0.63 0.76 | 0.72 0.65 0.47
b 0.78 | -0.74 -0.74 0.68 -0.84 | -0.79 -0.74 -0.52
RP-18 0 -0.80 | -0.82 -0.71 0.63 -0.86 | -0.80 -0.88 -0.62
PCI/R; | -0.85] -0.87 -0.76 0.70 -0.91 | -0.85 -0.92 -0.63
PCI/Ry| 085] 0.85 0.76 -0.70 0.90 | 0.85 0.92 0.62
mR; 0.83| 0.80 0.76 -0.69 0.88 | 0.80 0.84 0.74
mRy, -0.86 | -0.83 -0.80 0.74 -0.91 | -0.84 -0.87 -0.75
Ry 089 0.82 0.86 -0.81 0.95 | 0.89 0.89 0.69
b -0.89 | -0.83 -0.85 0.79 -0.95 | -0.89 -0.89 -0.71
o 00 026 | -035 -0.18 0.13 0.51 | -0.34 0.51 0.09
Masline  'pci/R, | -0.83| -0.80 -0.76 0.69 -0.88 | -0.80 -0.84 -0.74
PCI/Ry| 087] 083 0.80 -0.74 0.91 | 0.84 0.87 0.75
mRy 0.71 0.71 0.63 -0.56 0.78 | 0.68 0.73 0.66
mRy, 0.78 | -0.76 -0.71 0.65 -0.84 | -0.76 -0.79 -0.70
Ry 088 0.71 0.93 -0.92 0.86 | 0.93 0.89 0.56
b 091 | -0.77 -0.94 0.91 -0.91 | -0.95 -0.92 -0.62
Om 0 028 | -0.40 0.17 0.10 -0.54 | -0.33 -0.51 -0.02
PCI/R; | -0.70 | -0.70 -0.61 0.54 -0.77 | -0.66 -0.71 -0.66
PCI/Ry | 080 0.77 0.74 -0.67 0.86 | 0.78 0.81 0.70

Tabelul 2.3.3.28. Matricea de corelatie a descriptorilor teoretici de solubilitate si a gradului

de indulcire fatd de descriptorii determinati experimental prin cromatografie.

Faze Indici ALOGpPS | ALOGpS | AClogS | AClogS | AB/LogS | AB/LogS | Sexp
Stationare (gL-1) (g L-1) (gL-1)

mRg 0.94 0.04 -0.90 -0.77 0.55 0.35 | -0.26

mRy -0.96 -0.08 0.90 0.82 -0.61 -0.41 | 0.29

Rumo 0.90 0.30 -0.76 -0.93 0.82 0.63 | -0.43

b -0.91 -0.28 0.79 0.93 -0.81 -0.61 | 0.42

RP-18W [ -0.82 0.11 0.84 0.58 -0.36 -0.20 | 0.18

PC1/Rg -0.94 -0.04 0.90 0.77 -0.55 -0.35 | 0.26

PC1/Ry 0.96 0.09 -0.90 -0.82 0.62 0.41 | -0.30

mRF 0.85 0.30 -0.78 -0.73 0.63 0.49 | -0.24

mRy -0.87 -0.34 0.78 0.78 -0.69 -0.54 | 0.25

Rumo 0.85 0.43 -0.71 -0.81 0.80 0.67 | -0.27

b -0.86 -0.41 0.73 0.81 -0.78 -0.64 | 0.26

L. Lo -0.79 -0.20 0.77 0.63 -0.50 -0.39 | 0.22

Margarind ["pcy/R, -0.85 -0.30 0.79 0.73 -0.63 -0.49 | 0.24

PC1/Ry 0.87 0.34 -0.78 -0.78 0.69 0.54 ] -0.25

mR§ 0.76 0.28 -0.72 -0.60 0.51 0.39 | -0.10

mRy -0.82 -0.33 0.75 0.70 -0.61 -0.48 | 0.16

Rmo 0.81 0.37 -0.63 -0.88 0.93 0.81 | -0.53

b -0.84 -0.38 0.68 0.88 -0.90 -0.77 | 0.48

Om Qo -0.40 -0.05 0.48 0.14 0.02 0.08 | -0.25

PC1/Rg -0.75 -0.28 0.71 0.58 -0.48 -0.37 | 0.08

PC1/Ry 0.83 0.34 -0.75 -0.72 0.64 0.51 ] -0.18
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Solubilitatea ridicatd In apd a zaharidelor, evidentiata in prezentarea de mai sus si lipsa
totald de afinitate fatd de un mediu lipofil fac ca determindrile indulcitorilor prin HPLC pe coloane
cu faza inversa sa fie imposibil de realizat. Coloanele cu faza inversa cum sunt RP-18, RP-8 sau
CN, nu prezintd interactiuni suficient de puternice cu indulcitorii in mediul dinamic format de faza
mobild, astfel cd, inclusiv in situatia in care se foloseste o fazd mobild ce contine doar solvent
organic (ACN), acestia vor iesi din coloana la timpul mort, nefiind deloc retinuti. O alternativa este
oferitd de coloanele NH,, care au fost investigate in vederea elucidarii capacitdtii de separare si
determinare a zaharidelor. Separarea obtinuta a fost evaluatd prin investigarea timpilor de retentie
obtinuti In cazul fiecdrui compus. Raportul componentilor fazei mobile au un rol decisiv asupra
timpilor de retentie, deoarece chiar si o schimbare cu intremente de 2.5% conduce la diferente
considerabile ale timpilor de retentie, de la o fazd mobila la alta. O separare suficientd a tuturor
zaharidelor investigate se obtine pentru o fazd mobila ce contine 90% ACN si doar 10% apa

(Figura 2.3.3.17).

t (min)
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Figura 2.3.3.17. Profilele grafice corespunzatoare timpilor de retentie a zaharidelor.

Analiza HPLC a zaharidelor nu este ingreunatd doar de faptul ca numarul coloanelor ce
permit analiza acestora este redus, ci si de faptul ca detectorii clasici nu permit vizualizarea acestor
compusi, fiind Tn general necesari detectori mult mai selectivi (spectrometre de masa, detectori cu
indice de refractie). Toate aceste inconveniente pot fi inldturate prin intemediul modelarii retentiei.
Modele bune obtinute vor permite prezicerea retentiei cromatografice a compusilor Inruditii fard a
fi necesara efectuarea exerimentului in sine. Pentru aceasta in cazul zaharidelor studiate s-au

calculat o serie de indici de retentie (Tabelul 2.3.3.30), similari cu cei folositi pentru investigarea
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lipofilicitatii, pentru care s-au efectuat modele pe baza regresiei multiple liniare ce are la baza

algoritmi genetici.

Tabelul 2.3.3.30. Parametrii de retentie ai zaharidelor obtinuti pe o coloand Supelcosil LC-

NH,.

Cpd mtg mlogk logkw | PCl1/tg | PC1/logk
5 3.20060 | 0.416590 | -3.04054 | -4.455 0.325
6 3.12420 | 0.391206 | -3.81353 | -4.386 0.365
7 2.76200 | 0.324145 | -3.38137 | -5.363 0.521
8
9

5.19900 | 0.647927 | -4.79866 | 1.198 -0.218
5.51100 | 0.675394 | -4.89134 | 2.063 -0.281
10 4.61700 | 0.600642 | -4.15752 | -0.612 -0.101
11 3.56360 | 0.461914 | -4.08165 | -3.231 0.204
12 4.22560 | 0.554529 | -4.11801 | -1.595 0.001
13 2.35160 | 0.232399 | -2.45672 | -6.495 0.743
14 3.85840 | 0.522549 | -3.03454 | -2.866 0.096
16 8.29520 | 0.846286 | -6.45445 | 9.674 -0.697
17 | 10.67860 | 0.970772 | -6.04284 | 16.065 -0.957

Pentru aceasta programele soft utilizate pe durata intregului exeriment au fost abordate in
vederea calculdrii descriptorilor moleculari ai zaharidelor. S-au calculat un numar de 536
descriptorii, dintre care 470 folosindu-se programul Dragon Plus, 44 folosindu-se Chem Office,
prin extinctia Chem 3D Ultra si, nu in ultimul rdnd 20 s-au calculat folosindu-se Alchemy 2000.
Modelarea s-a realizat pentru cei mai reprezentativi indici de retentie experimentali: mtgr, mlogk,
logkw, PC1/tr 51 PC1/logk. Problmatica a fost abordatd din mai multe puncte de vedere, dorindu-se
nu doar evidentierea parametrului de retentie care este cel mai bine descris de aceste modele, ci si
contributia fiecarui program soft la elaborarea de modele eficiente. Modelele de predictie, pentru
fiecare parametru de retentie in parte, au fost realizate atat acceptand toti descriptori calculati cat si
folosind doar descriptorii fiecarui program de calcul in parte. De asemenea, numarul descriptorilor
luati In considerare a variat de la unu pana la trei. Modul de elaborare a modelelor a fost prin
implicarea considerentelor ce definesc algoritmii genetici. Modelele s-au realizat folosindu-se

programul soft MobyDigs.
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Cele mai bune modele (Tabel extras din Tabelele 2.3.3.32-2.3.3.34) s-au obtinut pentru

situatia in care toti descriptorii molceulari s-au luat in considerare, si mai mult modelelle cu cate

trei valori au avut cele mai ridicate valori ai indicilor statistici meniti sa experime capacitatea de

predictie (Q?, R?, SDEC, SDEP, s si F). Pe langi diferentierea descriptorilor in functie de

programele de calcul, se mai remarcd si subcategorii ale aceluias program. Programul de calcul

Dragon Plus a ales pentru cele mai bune modele descriptorii care fac parte din urmatoarele categori:

indicii de legdtura adiacenta, indici topologici, indicii informationali, indicii ,,path and walk

counts”, indicii de conectivitate, indicii bazati pe valoari proprii, indicii electro-topologici, indicii

ce depind de natura gruparilor functionale, indicii de autocorectie 2D, valori proprii Burgen,

descriptorii constitutionali, si indicii de fragmentare. Descriptorii calculati cu Chem Office sunt

impartiti n indici electronici, indici sterici si indici termodinamici. In cele din urma descriptorii

oferiti de cétre programul Alchemy 2000 sunt impartiti In doud mari categorii dupa cum urmeaza:

indici electronici si indici topologici.

Tabelul 2.3.3.32-2.3.3.34. Modelele de predictie a parametrilor de retentie.

Nr | Model | Q2 | R2 | SDEP | SDEC
mtg
1 [mt = -77.2603 — 11.7173 ESpmI3d + 25.0201 ESpmO08r — 9.9987 [ 9934 [99.74 [ 0.1772 | 0.1185
Ovality
2 | mtg =-66.6019 + 16.2220 ESpm08x — 6.2177 ESpm15d 98.85199.20 | 0.2508 | 0.2088
3 | mtg=-1.2618 + 1.4506 C-008 92.42 1 94.97 | 0.6445 | 0.5248
mlogk
1 | mlogk = -1.8935 +4.6023BLI + 0.3724 EEig06r — 1.4382 Ovality 98.72 1 99.43 | 0.0230 | 0.0153
2 | mlogk =-0.7233 — 0.0340 MPC04 + 1.3743 EEig04d 97.35198.11 | 0.0331 | 0.0279
3 | mlogk=-0.0612 + 0.2625 ATS5m 83.71 [ 89.69 | 0.0821 | 0.0653
logkw
1 logk,, = 6.0676 + 0.0165 Whetm — 0.0997 ISIZ — 0.8006 ABSQon 97.02 1 98.01 1 0.1986 | 0.1622
2 | logky =4.4028 + 0.007 GMTIV — 0.0937 ISIZ 90.79 1 92.62 ] 0.3493 | 0.3128
3 |logky=-2.6333—1.0106 ATS6m 85.35 [ 89.09 | 0.4406 | 0.3803
PCl/tg
1 [ PCl/tg =-200.6932 — 10.1829MWC02+56.7324ESpm07 989519928 106539 [ 0.5427
x19.2857ESpm14d
2 PCl/tg =-183.2668 — 19.4573 ESpm15d +47.7411 ESpmO8r 98.90199.25 1 0.6702 | 0.5525
3 | PCl/tg =-49.4232 + 38.8290 BELe2 89.54 1 93.63 | 2.0649 | 1.6116
PC1/logk
1 | PClllogk = 26342 + 006775 MPCO4 — 2.1331 EEigddx -] 98.03 | 98.82 ] 0.6590 | 0.5100
0.1036ABSQon
2 | PCl/logk =-22.4992 + 31.5959 MSD + 5.7594 IC1 96.56 | 97.80 | 0.0872 | 0.0698
3 | PCl/logk =1.4281 —0.6096 ATS5m 85.21 190.48 | 0.1808 | 0.1450
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Numarul impresionant de descriptori oferiti de catre Dragon Plus face ca acestia sa apara cu
precadere in modelele unde s-au luat in considerare toti indicii, indiferent de programul de calcul.
Comparand numarul de indici luati in calcul in elaborarea modelelor se releva faptul cd prin
alegerea a trei descriptori ai moleculelor se obtin cele mai bune modele. Mai mult, dacad toti
descriptorii calculati sunt luati In considerare in elaborarea modelelor, atunci parametrii de calitate
al acestora sunt mai mari. Dintre toti parametrii de retentie luati in considerare in elaborarea
modelelor, mtg au condus la cele mai ridicate valori ale lui Q2, distingandu-se modelele ce au la
baza toti descriptorii calculati, si modelele ce iau in considerare doar descriptorii Dragon Plus.
Contributia descriptorilor calculati prin programul Dragon Plus la modelele obtinute este cu
desavarsire cea mai mare, fiind urmata de cei calculati prin celelalte doua programe. Totusi, daca
este sd analizdm modelele cu cate un singur descriptor teoretic se remarca faptul ca cele mai
scazute valori ale lui Q7 sunt obtinute pentru indicii Alchemy 2000.

Analizand modelele obtinute sesizam ca indicii de legaturd adiacentd au probabil cea mai
mare contributie, acestia fiind cel mai frecvent alesi de catre metoda de selectare a variabilelor
inclusd in algoritmii genetici. In algoritmii de calcul ai indicilor de legatura adiacenti se iau in
considerare anumite particularitdti structurale, de exmplu lungimea legaturii dintre atomii unei
molecule sunt transpuse in urma unor expresii algebrice care se bazeazd pe momentul de dipol al
moleculei, unghiurile formate de doud legituri consecutive sau energia de rezonanti. in general
acesti descriptori exprima valoric modul in care marimea moleculei si natura legaturilor atomice
sunt intercorelate cu momentul de dipol, polaritate sau cu rezonanta moleculara. Faptul ca acesti
descriptori se regasesc frecvent in modelele alese ca fiind cele mai bune, sugereaza ca retentia
cromatografica este definitd de aceste particularitati moleculare. Aldturi de indicii de legatura
adiacentd se mai remarca indicii topologici (vezi Ovality, Whetm, Whetz) si indicii informationali
(vezi ISIZ si SICI1), insd prezenta acestora in diferitele modele obtinute este cu desavarsire mai
scazuta.

Un aspect foarte important ce trebuie apreciat este masura in care parametrii de retentie n
sine permit formarea unor grupuri de valori care mai apoi pot conduce la modele cu inaltd
capacitate predictivi. In acest context sesizim ci, in concordantd cu parametrii de calitate ai
modelelor, mtg §i PC1/tg au condus la cele mai bune modele de predictie, fiind urmate indeaproape
de mlogk si de PCl/logk. Indiferent de numarul descriptorilor acceptati in constituirea modelelor
sau de natura acestora, remarcam faptul ca logkw duce la cele mai slabe modele, motivele fiind si
de aceasta data cele prezentate in studiile realizate in vederea determinarii lipofilicitatii. Totusi,

modelele cu trei descriptorii au atins valori a lui Q* de pani la 0.90.
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Compusii studiati se impart in doud categori mari: alcooli si zaharoze, iar In cadrul fiecarui
subgrup se regasesc o serie de izomeri. Asemanarile ridicate dintre compusii fiecarei subcategorii
fac sd apara intrebari n legaruta cu modul in care acesti compusi acopera un domeniu larg al
comportamentului cromatografic, sau aceste modele de calitate ridicata sunt o consecinta a faptului
ca subcategoriile evidentiate sunt foarte distantate, iar analitii fiecarei subcategorii sunt puternic
grupati laolaltd. O astfel de grupare rezultatd din comportamentul cromatografic ar conduce la o
liniaritate aproape perfecta, dar cu o capacitate predictiva foarte scazuta. Pentru a se elucida acest
fenomen se recurge la reprezentarile grafice a valorilor prezise de catre modelele obtinute teoretic
in functie de cele observate experimental (Figura 2.3.3.18-2.3.3.19). Programele de calcul nu au
capacitatea de a discrimina izomerii analizati, astfel ca de cele mai multe ori valorile descriptorilor
calculati au valori identice, nsa indicii de retentie cromatografici sunt destul de diferiti valoric.
Valorile foarte ridicate ale indicilor statistici ce indica calitatea modelelor, alaturi de aceste
reprezentdri grafice, caracterizate de o liniaritate foarte ridicatd, sustin faptul cad modelele obtinute

pot fi folosite cu succes in estimarea parametrilor de retentie inruditi cu zaharidele studiate.
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Figura 2.3.3.18-2.3.3.19. Valorile parametrilor de retentie prezise versus cele observate; A:

mtgr; B: mlogk.
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3. CONCLUZII

Vitaminele lipofile

» Indicii de lipofilicitate obtinuti pentru vitaminele lipofile au avut valori foarte mari,
distingandu-se dintre acestia carotenii ca fiind cei mai lipofili (B-caroten > licopen),
urmati de tocoferoli (a-tocoferol > y-tocoferol > o-tocoferol), xantofile (luteind =
zeaxantind > astaxantind) si retinoide (all-trans retinal = 9-cis retinal > acid retinoic
> retinol).

» Lipofilicitatea vitaminelor depinde in foarte mare masurd de prezenta gruparilor
functionale polare (hidroxil) in molecula, de numarul si respectiv pozitia acestora.

» Cei mai reprezentativi indici de lipofilicitate obtinuti au fost mediile parametrilor de
retentie si scorurile dupa primele componente principale obtinute in urma analizei
componenetelor principale.

» Hartile de lipofilicitate folosite pentru gruparea si estimarea caracterului lipofil al
vitaminelor lipofile au condus la grupuri si clusteri liniari care sunt in mare
concordantd cu particularitatile structurale ale compusilor.

» Indicii de lipofilicitate teoretici care au condus la cele mai mari valori ale
coeficientilor de corelatie au fost: ALOGPs, XLOGP3, ALOGP, logPB,
COSMOFraq si miLogP.

Flavonoidele

» Flavonoidele au fost investigate din punct de vedere al lipofilicitatii prin
cromatografie de lichide de inaltd eficientd (RP-18, RP-8 si CN) si prin
cromatografie pe strat subtire, folosindu-se placi chimic legate (RP-18, RP-18W, CN
s1 NH,) si placi impregnate cu uleiuri sintetice (ulei de parafind si TOA), uleiuri
vegetale si produse derivate (ulei de masline, ulei de floarea soarelui, ulei de porumb
si margarind) si grasimi animale (unt, ulei de cod, grasime de om, grasime de porc,
grasime de oaie, grasime de gaind).

» Cele mai lipofile flavonoide investigate au fost 6-cloro-7-metil-flavona si 6-metil-

flavona, in timp ce daidzeinul s-a remarcat ca fiind compusul cel mai hidrofil.
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» Comportamentul cromatografic al flavonoidelor pe toate fazele stationare a fost unul
uniform de crestere odatd cu cresterea concentratiei modificatorului organic din
fazele stationare, exceptie facand comportamentul observat pe placile NH, unde
derivatii hidrozil au ardtat un comportament crescator, in timp ce derivati metoxilati
si cei metilati au condus la valori mai mici ale parametrilor de retentie.

» Hartile de lipofilicitate ale flavonoidelor obtinute in urma reprezentarilor grafice a
scorurilor primelor doud componente principale (PC1 versus PC2) prezinta
flavonoidele in diverse grupuri si clusteri liniari care sunt In stransd legaturd cu
particularitatile structurale.

» Flavonoidele studiate au condus la indici de lipofilicitate grupati in functie de
tehnica folositda (HPLC sau TLC) si in functie de natura fazelor stationare (chimic

legate sau impregnate).

Indulcitorii

> Indulcitorii sunt cei mai hidrofili compusi studiati, avind valori negative ale
indicilor de lipofilicitate experimentali. Dizaharidele sunt cei mai hidrofili compusi,
urmati de monozaharide si alcooli zaharati si in cele din urma, indulcitorii sintetici.
Dintre indulcitorii sintetici se remarca acesulfam K si zaharina ca fiind mai hidrofili,
iar aspartamul si ciclamatul au un caracter putin mai lipofil.

» Hartile de lipofilicitate obtinute pentru aceastd categorie de compusi prezintd
indulcitorii studiati grupati in clusteri liniari foarte similari pentru toate categoriile
de placi, sugerand faptul cd mecanismele implicate in procesul de separare sunt
similare indiferent de natura placilor cromatografice.

» Coeficientii de corelatie obtinuti pentru indicii de lipofilicitate experimentali sunt de
cea mai inalta calitate statistica, atingdnd valori de pand la 1. Astfel de corelatii se
observa nu doar pentru rezultatele obtinute pe placile chimic legate, ci si pentru cele
impregnate.

> In urma corelatiei dintre descriptorii experimentali si cei teoretici ai lipofilicitatii se
remarcd faptul ca ALOGPs si ALOGP descriu cel mai bine indicii experimentali.

» Desi coloanele HPLC cu faza inversd nu oferd posibilitatea estimarii
comportamentului cromatografic al zaharidelor, o alternativd este oferita de

coloanele NH,. Separarea cromatograficd a acestora este foarte sensibila la
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continutul de apa din faza mobild, motiv pentru care o separare suficientd a tuturor
zaharidelor se obtine cu faza mobila cu cel mai scazut continut de apa (10%).

» Retentia cromatografica a indulcitorilor a fost investigatd prin intermediul
urmatorilor parametri de retentie: mtg, mlogk, logkw, PC1/tr s1 PC1/logk. Mai mult,
acesti parametri au fost folositi in vederea construirii unor modele de predictie prin
intermediul algoritmilor genetici, care ar putea elimina experimentele in sine, pentru
studiul compusilor inruditi.

» Cele mai bune modele de predictie s-au obtinut pentru mtg si PC1/tg atunci cand
algoritmii de calcul au acceptat cate trei descriptori moleculari teoretici, nefacandu-
se diferentiere in functie de programul de calcul care i-a furnizat.

» Descriptorii cei mai des intdlniti in modelele alese au la baza particularitati
structurale care definesc natura hidrofilda a zaharidelor (momentul de dipol,
rezonanta moleculara, polaritatea).

» Parametrii de calitate ai modelelor sunt sustinuti de reprezentdrile grafice ale
valorilor observate experimental fatd de cele prezise de modelul ales. Se remarca
faptul ca programele de calcul pe baza consideratiilor teoretice nu fac o diferentiere
foarte buna a izomerilor, In timp ce cromatografia de lichide permite separarea

destul de eficienta a acestora.

Remarci generale

Dintre particularitatile de analizd ce necesita o abordare in contextul tuturor grupurilor de
compusi studiati amintim:

» Profilele grafice ale mediilor parametrilor de retentie (mRy si mlogk), reprezentate in
contextul diagramelor oferite de valorile corespunzitoare parametrilor de retentie
individuali obtinute pentru fiecare faza mobila in parte, se suprapun aproape perfect cu cele
obtinute pentru faza mobila intermediard (mediana). Faptul cd de fiecare data media este
similard cu mediana sugereazd cd in timpul proceselor de developare, mecanismul de
retentie care are loc nu se modificd odatd cu schimbarea fazei mobile.

» Placile impregnate cu TOA folosite la investigarea vitaminelor lipofile si a flavonoidelor au
condus la un comportament putin diferit fatd de restul placilor investigate. S-a remarcat
faptul ca interactiunea compusilor cu faza stationara variaza foarte mult odata cu cresterea
numarului de grupari hidroxil din molecule. S-au evidentiat interactiuni foarte puternice cu

compusii lipofili (caroteni si flavonoide metoxilate), acestea scazand odatd cu aparitia si
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cresterea numarului de gruparii hidroxil din molecule. Acest comportament unic indica
faptul ca azotul din moleculele de TOA formeaza legaturi de hidrogen foarte puternice cu
grupdrile hidroxil de pe suprafata silicagelului, prin intermediul perechii de electroni ai
azotului, astfel lanturile de octil vor interactiona foarte puternic cu cei mai lipofili compusi,
in timp ce fata de cei hidrofil va aparea un efect de repulsie.

Studiindu-se indicii de lipofilicitate experimentali se remarca faptul cd mediile si scorurile
dupd prima componenta principald au condus de fiecare datd la cele mai ridicate corelatii,
sugerand totodata faptul ca au o capacitate descriptivd mai corecta.

PCA ofera pentru prima datd noi sugestii in legatura cu mecanismele de retentie care au loc
in timpul procesului de developare, prin intermediul reprezentarilor grafice a ponderilor in
functie de fractia de modificator organic din faza mobild. Aceastd metoda este sustinutd de
comparatia intre graficele obtinute pentru cele trei categori de compusii, unde se observa ca
fiind grupati de fiecare datd aceleasi faze stationare.

In mod similar cu hartile de lipofilicitate menite sa clasifice compusii studiati, prin aplicarea
PCA pe matricea formata de indicii de lipofilicitate experimentali se pot obtine harti de
lipofilicitate ale fazelor stationare. In urma unor astfel de aplicatii s-a remarcat faptul ci
grasimile animale, incluzdnd aici si grasimea umana sunt foarte apropiate din punct de
vedere al lipofilicitatii, neputandu-se diferentia, in timp ce pentru uleiurile vegetale studiate
s-a remarcat faptul cd cel mai lipofil dintre toti este uleiul de ricin, urmat de uleiul de
porumb, uleiul de floarea soarelui si uleiul de masline. Mai mult, fazele stationare se
diferentiazd in functie de tehnica cromatograficd (HPLC sau TLC). Fazele stationare de RP-
18 sunt cele mai lipofile, urmate de RP-8, RP-18W, CN si NH,.

Dintre indicii de lipofilicitate obtinuti prin intermediul diverselor programe de calcul, care
au fost folositi ca punct de reterintd a indicilor experimentali, s-a remarcat de fiecare data

ALOGPs ca fiind cel mai eficient descriptor al lipofilicitatii.
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