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Introducere

In general activitatea biologica si biochimica a unui compus este controlati de mai multi
factori, cel mai important dintre ei fiind lipofilicitatea care, in sens larg, este exprimatd prin
logaritmul coeficientului de partitie n-octanol-apd (log P). Lipofilicitatea este definita de IUPAC
ca "reprezentdnd afinitatea unei molecule sau a unei grupari pentru un mediu lipofil si este in
mod normal masurata prin distributia acesteia intr-un sistem bifazic fie lichid-lichid (coeficientul
de partitie octanol-apa) fie solid-lichid (cum este retentia in TLC sau in RP-HPLC)”.Aceasta
proprietate particulard joacd un rol important atdt in procesele de absorbtie, distributie,
metabolism sau eliminare cat si in ceea ce priveste profilul farmacodinamic si toxicologic al
compusilor [1].

Cu toate cd succesul utilizarii coeficientului de partitie in relatiile structura-activitate,
structura-proprietati si structura-retentie (QSAR/QSPR/QSRR) este bine stabilit [2-4] , problema
compusilor organici, ramane de un real interes [5, 6]. Datorita dezavantajelor pe care le prezinta
determinarea coeficientului de partitie prin metoda clasica in “palnia de separare”, la ora actuala,
metoda a fost inlocuita cu succes de tehnicile cromatografice: cromatografia de lichide de inalta
performantd cu fazd inversd (RP-HPLC) si cromatografia pe strat subtire cu fazd inversa (RP-
TLC). Noile tehnici cromatografice prezinta o serie de avantaje cum ar fi posibilitatea estimarii
lipofilicitatii compusilor cu tensiune superficiald ridicata care in palnia de separare formeaza
emulsii precum si utilizarea unor cantitati foarte mici de compus sau insensibilitatea la impuritati
si la produsii de degradare [7, 8]. Desi in practica cromatograficd se constata frecvent abateri de
la liniaritate care pot afecta determinarea parametrilor de lipofilicitate, cromatografia de lichide
cu faza inversd (RPLC) a fost propusa in diferite domenii ca o metoda alternativd pentru
determinarea coeficientului de partitie n-octanol-apa (log Poy) [9-16]. Studiul privind literatura
de specialitate aratd cd cele mai utilizate umpluturi pentru coloanele cromatografice sunt cele
bazate pe silicagel modificat C18 (ODS RP-18, octadecil), indicii de lipofilicitate (log ky sau log
k) obtinuti pe astfel de coloane corelandu-se foarte bine cu valorile coeficientilor de partitie
octanol-apa [17,18].

Predictia proprietatilor fizico-chimice sau biologice presupune identificarea relatiilor

dintre structura chimici si proprietatea dorita. In general, aceste relatii sunt descrise din punct de



vedere cantitativ iar pentru ca acestea sa fie semnificative din punct de vedere statistic §i pentru a
evita corelatiile Intdmplatoare, este nevoie in general de un numar mare de parametri care sa
caracterizeze proprietatea respectiva. In prezent, studiile QSRR sunt utilizate in: identificarea
celor mai importanti descriptori structurali (privind proprietatile); predictia retentiei compusilor
noi sau identificarea compusilor necunoscuti; elucidarea mecanismelor de separare intr-un sistem
cromatografic dat; evaluarea proprietatilor (altele decat cele fizico-chimice) compusilor, cum sunt
lipofilicitatea si constantele de disociere; estimarea bioactivitatii relative in cazul compusilor cu
potentiald activitate biologica [19].

Modelele bazate pe relatiile dintre structura si activitatea biologica (QSAR) sau structura
si proprietati (QSPR), precum si cele bazate pe relatiile dintre structura si retentia cromatografica
(QSRR) au fost folosite pe larg, mai ales in ultimii 20 de ani, in cercetdrile privind sinteza
compusilor cu proprietdti dirijate, modelarea si optimizarea diferitelor proprietati pentru compusii
noi sintetizati, studiul toxicitdtii si, nu in ultimul rand, in actiunile de decizie privind sanatatea
oamenilor si protectia mediului inconjurator.

Desi exista date experimentale privind lipofilicitatea unui numar de peste 18 000 de
compusi organici [20], acest numar este mic in comparatie cu numarul total de compusi existenti.

Lucrarea de fatd are drept scop determinarea parametrilor de lipofilicitate pentru unii
aditivi alimentari sintetici (conservanti si coloranti) utilizind cromatografia de lichide cu faze
inverse (pe coloana si pe strat subtire) si diferite metode computationale. Lucrarea este structurata
in doud parti, o parte teoreticd §i o parte experimentala.

Partea teoreticd, structuratd in trei capitole, trateazd aspecte privind metodele
experimentale si teoretice de determinare a lipofilicitatii precum si aspecte privind legatura dintre
lipofilicitatea compusilor organici si parametrii de retentie obtinuti in cromatografia de lichide cu
faze inverse. Informatiile prezentate in aceasti parte sunt sustinute de sute de referinte
bibliografice din perioada ultimilor zece ani.

Partea experimentald cuprinde patru capitole dedicate determinarilor, prin metode
cromatografice si computationale, a parametrilor de lipofilicitate pentru compusi din clasa
conservantilor si a colorantilor alimentari sintetici. Rezultatele cercetarilor cuprinse in aceasta

parte au fost publicate in reviste de mare prestigiu din strdinatate si din tara.



Capitolul 2

Utilizarea metodelor cromatografice in determinarea lipofilicitiatii compusilor organici

2.1 Utilizarea cromatografiei de lichide de inalta performantdi in determinarea

parametrilor de lipofilicitate

Cromatografia de lichide furnizeaza o varietate de descriptori care pot fi utilizati ca si
indici estimatori ai lipofilicitatii. Dintre acestia, cei mai cunoscuti se calculeaza din timpul de
retentie t,, dupd urmatoarea formula:

log k =log ky - S (2.1)
unde:

log k = 1og(tft;t°) 2.2)

iar to este timpul mort sau timpul de retentie al unui compus complet neretinut de coloana, de
obicei timpul dat de solvent sau de catre o sare anorganica; k,, este factorul de retentie isocratic k
obtinut pentru o concentratie de 0% solven organic in faza mobila si se determina de obicei prin
extrapolare; S este un parametru care depinde de tdria solventului organic folosit ca si
modificator si este specific fiecarui solvent in functie de faza stationara folositd; ¢ este fractia de
volum a modificatorului organic in faza mobila [21].

Estimarea lipofilicitdtii pe baza factorilor de retentie izocratici (k) este preferatd de unii
autori, dar de cele mai multe ori se utilizeaza extrapolarea liniard pentru a obtine valorile log ky,
acestea fiind mai reprezentative si de acelasi ordin cu valorile log P, octanol-apa. Practic oricare
dintre liniarizari poate fi aplicata, fie log k versus o, fie log k versus 1/o, fie 1/k versus .

Datorita dependentei valorilor log k de compozitia fazei mobile, o serie de cercetatori au
incercat gasirea unui alt parametru cromatografic care sa fie mai putin dependent de conditiile de
lucru si care sd poatd fi universal folosit. Astfel, recent a fost introdus un nou parametru de
estimare a lipofilicitatii - indicele de hidrofobicitate (o) (@o = log ky/S) [22, 23].

Cercetari recente au aratat cd este posibild obtinerea unor noi scari de lipofilicitate prin
aplicarea analizei componentelor principale (PCA) direct pe matricea datelor de retentie (k sau

log k) obtinute pentru toate combinatiile fractiilor de metanol luate in studiu. In unele cazuri,



scorurile obtinute dupd prima componenta principalda (PC1) (combinatii liniare ale indicilor de
retentie) par sa fie una dintre cele mai bune solutii, ducand la obtinerea unor rezultate care sunt
puternic corelate cu valorile experimentale clasice, sau cu unele valori log P calculate. In plus, o
investigare atentd a profilelor vectorilor proprii poate oferi informatii utile asupra

comportamentului cromatografic si a mecanismului de retentie al compugsilor [24-26].

2.2 Utilizarea cromatografiei pe strat subtire cu faze inverse in determinarea
parametrilor de lipofilicitate

Tehnica RP-HPTLC furnizeaza o mare varietate de descriptori care pot fi utilizati ca si
indici-estimatori ai lipofilicitatii diferitelor clase de compusi. Cei mai cunoscuti indici de
lipofilicitate, deteminati prin aceasta metoda, au la baza valorile factorilor de retentie (Rr) si pot
fi calculati pornind de la formula:

R, = log(i—ll (2.6)
RF
unde R reprezintd factorul de retentie calculat pe baza distantei de migrare a compusului/
distanta de migrare a frontului solventului. Pentru a evita dificultatile practice care apar la
determinarea directd a coeficientului de partitie octanol-apa, la ora actuala, cel mai frecvent se
utilizeaza valorile cromatografice Ry;.

Estimarea lipofilicitatii compusilor cu ajutorul cromatografiei pe strat subtire se bazeaza
in principal pe relatia liniard care se stabileste intre valorile Ry §i concentratia modificatorului
organic din faza mobild. In practici, din aceasti ecuatie liniard se poate calcula o valoare
extrapolatd (Ryo) pentru 0% solvent organic in faza mobild, chiar si pentru compusii mai lipofili,
pentru care masuratorile la concentratie scazuta de modificator organic in faza mobild nu sunt
posibile. Relatia liniara este descrisd de ecuatia:

Ry =Rmo +bC (2.7)
unde C este concentratia solventului organic din faza mobild iar b este panta dreptei. In multe
cazuri, panta (b) este asociatd cu specificul hidrofobic al suprafetei si este consideratd ca o

masura alternativa a lipofilicitatii [27, 28].
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CONTRIBUTII ORIGINALE

Capitolul 4

Determinarea prin metode cromatografice a lipofilicitatii unor compusi din clasa

conservantilor alimentari

4.1 Introducere

Conservantii sunt substante care se adauga alimentelor, bauturilor, produselor
farmaceutice sau cosmetice cu scopul de a le prelungi perioada de valabilitate. De cele mai multe
ori ei se adaugd In combinatii cu scopul prevenirii proceselor de alterare sau degradare. O parte
din ei actioneaza ca si antimicrobieni (acizii benzoic si sorbic si sarurile acestora, parabenii) altii
ca si antioxidanti (alchil galatii, butilhidroxitoluen, butilhidroxianisol, acidul ascorbic), iar unii
pot s@ Indeplineasca ambele functii [29]. Este bine cunoscut faptul ca unii dintre conservanti, ca
de altfel multi dintre aditivii alimentari, pot fi daunatori sanatatii consumatorilor datorita
potentialului lor toxic sau de a induce alergii cutanate [30-32].

In general, datele cromatografice de lipofilicitate sunt comparate cu indici de lipofilicitate
calculati cu ajutorul unor programe deja consacrate. In acest sens, structurile compusilor luati in
studiu au fost reprezentate utilizand programul HyperChem 7.5 [33] si optimizate utilizand
procedura MM+ (Molecular Mechanics Force Field) inclusd in acelasi program. Formulele
geometrice optimizate au fost utilizate in programele Chem3D Ultra 8.0 [34] si Dragon plus 5.4
[35] in vederea calcularii unor indici teoretici de lipofilicitate.

Pentru compusii luati 1n studiu, s-a calculat un set de 17 valori log P, dintre care patru
valori au fost calculate cu ajutorul programului ChemDraw Ultra 8.0, patru valori au fost
calculate, utilizdnd programul Dragon 5.4, iar noua valori au fost calculate, implicand mai multe
metode computationale, cu ajutorul modulului ALOGPS 2.1 [36]. Valorile coeficientilor de
partitie octanol-apa, determinate prin metoda clasica “in palnia de separare”, au fost luate din

literatura [37].
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4.2 Determinarea lipofilicitatii unor conservanti alimentari sintetici utilizand

cromatografia de lichide de inalta performanta

4.2.1 Partea experimentala

Cromatografierea compusilor s-a realizat cu ajutorul unui cromatograf de lichide, Agilent
1100 prevazut cu unitate de degazare cu vid, pompa de presiune binard, injector standard
automat, termostat pentru coloana si detector cu serie de diode (DAD). Sistemul a fost conectat
la un spectrometru de masd 1100 (MSD). Comportamentul cromatografic al compusilor a fost
investigat pe patru tipuri diferite de coloane cromatografice si anume: C18 (LiChroCART,
Purosphere RP-18e, 3 mm x 125 mm, cu marimea particulelor de 5 um); C8 (Zorbax, Eclipse
XDB-CS8, double endcapped, 4.6 mm x 150 mm, cu marimea particulelor de 5 pum); CN
(Sdulentechnik, Lichrosphere, CN100, 4 mm x 250 mm, cu marimea particulelor de 5 pm) si
NH; (Supelcosil, LC-NH2, endcapped, 3 mm x 150 mm, cu marimea particulelor de 3 um). Faza
mobild utilizatd a fost metanol-apa (0.1 % acid formic) in diferite proportii volumetrice. Solutiile
standard folosite (10 pg/uL) au fost preparate prin dizolvare in metanol si dilutie in apa.
Volumul de injectie a fost de 10 pL in toate cazurile. Timpii de retentie au fost masurati la o
temperaturd a coloanei de 25°C utilizand detectorul UV-MS. Timpii morti corespunzitori pentru
fiecare dintre coloanele utilizate, dati de timpii de retentie ai fazei mobile, au fost: to(C18) = 0.65
minute; to(C8)=1.60 minute; to(CN)=2.60 minute si to(NH,)=1.50 minute. Detectorul a fost setat
pentru a opera la mai multe lungimi de unda (230-254-366 nm).Viteza de curgere a fazei mobile
a fost de 1.0 mL/minut pentru coloanele C18, C8, si CN si de 0.6 mL/minut pentru coloana
NH,. Pentru determinarea valorilor extrapolate (log k), s-au folosit cinci concentratii diferite
ale metanolului in faza mobila, 1n toate cazurile. Compozitia in metanol a fazei mobile a fost

optimizata pentru fiecare tip de coloana, in functie de timpul de retentie al compusilor

4.2.2 Rezultate si discutii
Valorile coeficientilor de regresie au ilustrat o buna liniaritate a factorilor de retentie (log
k) cu cresterea concentratiei de metanol in faza mobila pentru toate tipurile de coloane utilizate.

Valorile coeficientilor de corelatie (r) au fost mai mari decat 0.99 in toate cazurile, exceptie
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facand acidul 4-aminobenzoic pe coloana C18 (r =0.911) si pe coloana NH; (r = 0.970) si acidul
salicilic pe coloana C18 (r =0.963).

Din rezultatele obtinute s-a observat de asemenea cd cel mai lipofil compus este
butilparabenul (log kwcis) =3.02, log kycs) =3.49, log kycny) =1.62 s1 log kow =3.57) urmat de
ceilalti parabeni si de tert-butilhidrochinond (log kycis) =2.41, log kycs) =2.57, log kycny =1.10
si log kow (estimat) = 2.83), iar acidul 4-aminobenzoic este cel mai putin lipofil (log kycis) =
0.10, log kwcs) = 0.73 log kywccny = 0.40 si log kow = 0.83). Corelatiile ridicate dintre datele
cromatografice de lipofilicitate (log ky) determinate pe cele patru tipuri de coloane si valorile
experimentale determinate prin metodele clasice, respectiv cu cele disponibile in literatura de
specialitate sau cele calculate cu diferite programe computationale, sunt foarte bine illustrate n

Figura 4.2.
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Figura 4.2 Profilul parametrilor de lipofilicitate determinati experimental (log k) si a celor

calculati cu diferite programe computationale.
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log k

Reprezentarea

profilelor parametrilor de retentie (Figura 4.5) a ilustrat un comportament

cromatografic mai mult sau mai putin similar §i in concordantd cu polaritatea compusilor pe

toate cele patru coloane cromatografice utilizate.
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Profilele parametrilor de retentie ilustreazd o buna regularitate in retentie in cazul
coloanelor C8 si CN, ceea ce conduce la posibilitatea existentei unui singur tip de mecanism de
interactiune (interactii lipofilice) in retentia tuturor compusilor. Iregularitatile in retentie,
evidentiate pentru unii compusi pe coloana C18, pot fi atribuite prezentei unor mecanisme
secundare de retentie datorate potentialei asezari in formd de “perie” a grupdrilor alchil de pe
suprafata fazei stationare in functie de polaritatea fazei mobile respectiv usurintei cu care
moleculele compusilor penetreaza suprafata fazei stationare.

Reprezentarea grafica a valorilor vectorilor proprii (eigenvectors), profil parabolic pentru
valorile k (Figura 4.6a) si profil liniar in cazul valorilor log k (Figura 4.6b), pentru primele trei
coloane, sustine incd o datd un comportamentul de retentie similar al compusilor in cazul
coloanelor C8 s1i CN comparativ cu coloana C18.

Toate aceste considerente sunt foarte bine sustinute prin reprezentarea grafica a “hartilor
de lipofilicitate” obtinute prin reprezentarea scorurilor valorilor log k in planul descris de primele
doud componente principale (Figura 4.7 a-d).

Valorile teoretice log P calculate cu ajutorul diferitelor programe computationale sunt
puternic corelate intre ele si multe dintre ele sunt puternic corelate cu valorile experimentale log
kow (Tabelul 4.6). Valorile experimentale (luate din literaturd) log k. prezinta corelatii
semnificative cu majoritatea valorilor log P calculate (r > 0.90). Cele mai bune corelatii ale
valorilor experimentale determinate clasic in palnia de separare au fost obtinute cu XLOGP3 (r =
1.000), CLogP (r = 0.995), Average log P (r = 0.985). De asemenea, corelatii foarte bune au fost
obtinute intre valorile experimentale log ko $1 unii dintre indicii cromatografici: log kycny (r =
0.985), Scny (r =-0.975), log ky(cs) (r = 939), PCl/kcn) (r = 0.931), PCl/log k(cis) (r = -0.927),
media log ky(cig) (r = 0.925).

Aceste corelatii directe au dus la dezvoltarea unor modele de predictie (ecuatii de tip
Collander y = ax + b, unde x si y pot fi orice combinatie intre diferiti indici de lipofilicitate si
valorile computationale log P calculate). Aplicand aceste ecuatii, s-a realizat estimarea unor

valori log ko, care nu sunt disponibile in literatura.
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Tabelul 4.6 Corelatiile privind rezultatele obtinute pe coloanele C18 si C8.

log Kow mk mlogk | logk, S Qo PCl/k | PCl/ mk | mlogk | logk, S ®o PCl/k | PCl/

(C18) (C18) (C18) (C18) | C(18) | (C18) | logk | (C8) C(8) C(8) C®) | (C8) C(®) log k

(C18) C(®)

m kg 0.93 1.00 0.93 079 | -063| -0.55| -1.00 | -0.93 0.87 0.77 094 | -0.88 | -0.80 -0.95 | -0.77
m log k(cis) 0.92 0.93 1.00 0.84| -0.68| -0.76 | -0.92 -1.00 0.89 0.93 097 | -0.79 | -0.96 -0.94 | -0.93
log ky (c18) 0.83 0.79 0.84 1.00 | -0.96 | -0.43 -0.83 -0.87 0.62 0.74 091 | -0.82 | -0.86 -0.74 | -0.74
S(cis) -0.67 -0.63 -0.68 -0.96 1.00 0.25 0.67 0.72 ] -043 -0.60 -0.78 0.72 0.74 0.56 0.60
Qo (C18) -0.65 -0.55 -0.76 -0.43 0.25 1.00 0.50 0.73 | -0.71 -0.83 -0.67 | 041 0.81 0.66 0.83
PCl/kc1s -0.92 -1.00 -0.92 -0.83 0.67 0.50 1.00 092 | -0.84 -0.75 -0.93 0.89 0.79 0.93 0.75
PCl/log k(c1s) -0.93 -0.93 -1.00 -0.87 0.72 0.73 0.92 1.00 | -0.88 -0.93 -0.98 | 0.81 0.96 0.94 0.92
m Kcg) 0.80 0.87 0.89 0.62 -0.43 | -0.71 -0.84 | -0.88 1.00 0.91 0.86 | -0.73 | -0.81 -0.98 | -0.91
m log Kcs) 0.78 0.77 0.93 0.74| -0.60 | -0.83 -0.75 -0.93 0.91 1.00 0.89 | -0.68 | -0.95 -0.90 | -1.00
log kwcs) 0.94 0.94 0.97 091 -0.78 | -0.67 | -0.93 -0.98 0.86 0.89 1.00 | -0.90 | -0.93 -0.93 | -0.89
Sccsy -0.84 -0.88 -0.79 -0.82 0.72 0.41 0.89 0.81] -0.73 -0.68 -0.90 1.00 0.70 0.82 0.68
Qo(cs) -0.86 -0.80 -0.96 -0.86 0.74 0.81 0.79 096 | -0.81 -0.95 -0.93 0.70 1.00 0.85 0.95
PCl1/k(cs) -0.88 -0.95 -0.94 -0.74 0.56 0.66 0.93 094 | -0.98 -0.90 -0.93 0.82 0.85 1.00 0.89
PCl/log kcs) -0.78 -0.77 -0.93 -0.74 0.60 0.83 0.75 092 | -0.91 -1.00 -0.89 | 0.68 0.95 0.89 1.00
CLogP 0.99 0.95 0.94 0.85 -0.69 | -0.66 | -0.94 | -0.94 0.81 0.80 096 | -0.88 | -0.87 -0.89 | -0.80
log P© 0.93 0.93 0.86 086 | -074| -048 | -0.94 | -0.88 0.73 0.70 092 | -0.91 | -0.77 -0.84 | -0.70
log PV 0.87 0.93 0.92 086 | -0.73 | -0.56| -0.93 -0.93 0.82 0.81 096 | -0.91 | -0.85 -0.90 | -0.81
log P® 0.87 0.90 0.86 0.91 -0.82 | -046 | -0.92 -0.88 0.72 0.73 092 | -0.88 | -0.80 -0.82 | -0.73
MLOGP' 0.91 0.83 0.93 079 | -0.63 | -0.81 -0.81 -0.93 0.77 0.87 090 | -0.69 | -0.93 -0.82 | -0.87
ALOGP' 0.91 0.93 0.88 0.91 -0.80 | 049 | -0.94 | -0.90 0.76 0.75 096 | -0.97 | -0.81 -0.86 | -0.75
ALOGPs 0.97 0.94 0.93 090 | -0.76 | -0.60 | -0.95| -0.94 0.75 0.76 095 | -0.86 | -0.87 -0.86 | -0.76
AClogP 0.93 0.90 0.84 0.92 -0.83 | -0.41 -0.91 -0.86 0.69 0.68 093 | -0.94 | -0.78 -0.80 | -0.68
AB/LogP 0.94 0.93 0.97 0.81 -0.64 | -0.76 | -0.91 -0.97 0.88 0.90 097 | -0.86 | -0.91 -0.93 | -0.90
miLogP 0.98 0.91 0.88 0.78 -0.63 | -0.60 | -0.91 -0.88 0.79 0.74 091 | -0.87 | -0.80 -0.87 | -0.74
ALogP 0.92 0.92 0.88 0.92 -0.83 | 046 | -0.94 | -0.90 0.77 0.75 096 | -0.95| -0.81 -0.86 | -0.75
MLogP 0.91 0.83 0.94 079 | -0.64 | -0.81 -0.81 -0.93 0.77 0.87 090 | -0.69 | -0.94 -0.83 | -0.87
XLogP2 0.77 0.74 0.81 0.57 -0.39 | -0.83 -0.72 -0.80 0.75 0.78 0.82 | -0.77 | -0.76 -0.77 | -0.78
XLogP3 1.00 0.93 0.92 0.83 -0.67 | -0.65| -0.92 -0.93 0.80 0.78 094 | -0.84 | -0.86 -0.88 | -0.78
Average log P 0.98 0.94 0.95 0.88 -0.73 | -0.67 | -0.93 -0.95 0.81 0.83 098 | -0.90 | -0.89 -0.89 | -0.83
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4.3 Studiul comportamentului de retentie al unor conservanti alimentari sintetici in

cromatografia pe strat subtire. Influenta temperaturii si a pH-ului fazei mobile

Temperatura poate avea un efect important asupra proceselor termodinamice care intervin
in mecanismul de retentie. Efectul temparaturii asupra retentiei este de importanta fundamentala
in cromatografia de gaze dar astfel de studii au fost realizate de asemenea atat in cromatografia
de lichide cat si in cea pe strat subtire. Majoritatea cercetdtorilor sustin ca in general, retentia si
selectivitatea compusilor sunt dependente de temperatura [38,39] 1n sensul ca odatd cu cresterea
temperaturii, retentia compusilor scade iar eficienta cromatografica creste. Cresterea eficientei
este cel mai des atribuitd scdderii vascozitatii fazei mobile. Pornind de la aceste considerente,
investigarea corelatiei Intre retentia compusilor in sisteme cromatografice identice dar
temperaturi diferite, este de un real interes.

In afari de temperaturi, pH-ul fazei mobile joaci un rol primordial asupra retentiei
cromatografice a compusilor cu proprietati acido/bazice in sensul ca acesta poate afecta gradul de
ionizare in cazul compusilor ionizabili. De fapt, cand valoarea pH-ului fazei mobile este
apropiatd de valoarea pK, a compusului, mici variatii de pH 1n faza mobila pot cauza schimbéri
notabile ale timpilor de retentie [40]. Cunoasterea valorilor pK, are un rol foarte important in
interpretarea distributiei si transportului moleculelor in interiorul organismului. Din acest motiv
trebuie luat In considerare faptul ca, atat valorile pK, cat si pH-ul fazei mobile, se pot modifica
odata cu addugarea unui solvent organic.

Studiul de fatd are drept scop investigarea efectului temperaturii si a pH-ului fazei mobile
asupra comportamentului de retentie a compusilor din clasa conservantilor alimentari, atat in

cromatografia cu faza normald cat si In cea cu faze inverse.

4.3.1 Partea experimentala

Pentru investigarea influentei temperaturii asupra comportamentului de retentie al unor
conservanti alimentari sintetici, s-au utilizat placi cromatografice de silicagel 60 Fjs4 (20cm x
20cm Merck, Darmstdat, Germania), respectiv placi RP-18W/UV;s4 (20cm x 10cm, Macherey-
Nagel, Germania). Fazele mobile au fost constituite din amestecuri de cloroform-acid acetic
(99.5%) 8:1 (v/v), respectiv metanol-apa 2:1 (v/v). Developarea placilor s-a realizat intr-o camera

cromatograficd normald presaturatd la temperatura de developare, timp de 40 de minute cu
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vaporii fazei mobile. Temperaturile de developare de 2+2, 8+£2, 17+2, 2542, 3542, 4542 si
respectiv 55+2 °C au fost mentinute constante pe durata developarii prin plasarea camerei
cromatografice int-o etuva. Distanta de developare a fost de 8 cm in fiecare caz. Dupd developare
placile au fost uscate la temperatura camerei §i inspectate in lumind UV la 254 nm pentru
vizualizarea compusilor.

Pentru investigarea comportamentului cromatografic al compusilor luati in studiu, in
diferite conditii de pH ale fazei mobile, s-au utilizat trei tipuri de faze stationare chimic legate:
RP-2, RP-8 si RP-18W (toate 10cm x 10cm Merck). Developarea placilor s-a realizat la o
temperaturd de 20+2°C intr-o camera cromatografica normald presaturata timp de 30 de minute
cu vaporii fazei mobile: metanol-solutie tampon 2:1 (v/v). Solutiile tampon utilizate ca si

constituenti ai fazei mobile au acoperit un domeniu foarte larg de pH ( de la pH=1 la pH=12).

4.3.2 Rezultate si discutii

Rezultatele experimentale au ilustrat un comportament regular de retentie pentru toti
compusii luati in studiu, valorile Rp crescand odatd cu cresterea temperaturii. in domeniul de
temperaturd scizutd, 2-9°C nu s-au observat diferente in ceea ce priveste retentia compusilor. O
crestere liniara a valorilor R cu temperatura a fost pusd in evidentd pentru toti compusii studiati
prin utilizarea cromatografiei cu fazi normald la temperaturi ridicate (peste 35°C). O posibila
explicatie pentru aceste liniaritdti in cazul anumitor compusi si a neregularitatii in
comportamentul altora, ar fi dependenta de temperatura a presiunii de vapori a componentilor
fazei mobile.

Utilizand cromatografia cu faze inverse, pentru compusii ionici, cum sunt acizii si sarurile
acestora (acid sorbic, sorbat de potasiu, acid benzoic, benzoat de sodiu, acid salicilic, salicilat de
sodiu), s-au observat de asemenea cresteri liniare ale valorilor Ry cu temperatura, in intervalul 2-
25°C. Dupa aceastd temperaturd, in cazul compusilor ionici (acizii si sirurile acestora), au fost
observate deviatii considerabile de la liniaritate, atat in cazul utilizarii cromatografiei cu faza
normala, cat si a celei cu faza inversa (Figurile 4.9 si 4.10). O crestere liniard (de tip Van’t Hoff)
a valorilor Ry cu temperatura (Figura 4.11), s-a putut stabili pentru o serie restransa de compusi,
utilizdnd cromatografia cu faze inverse (placi RP-18). Ecuatiile de regresie obtinute (r > 0.98 in

majoritatea cazurilor) pentru astfel de compusi constituie modele potrivite care ar putea fi
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utilizate in predictia retentiei altor compusi din clasa celor studiati.
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Influenta pH-ului fazei mobile asupra comportamentului cromatografic al compusilor

luati in studiu (Figura 4.12) a ilustrat schimbari notabile 1n ceea ce priveste retentia salicilatului

de sodiu si acidului 4-aminobenzoic pe toate cele trei tipuri de faze stationare in intervalul pH= 1-

4. Posibilele explicatii pentru aceste deviatii trebuie sa tind seama ca valorile pK, ale acestor

compusi sunt apropiate de pH-ul solutiei tampon utilizatd in compozitia fazei mobile. Pentru o

serie de compusi cum sunt parabenii, propil galatul si tert-butilhidrochinona nu s-au observat

variatii considerabile 1n retentie pe nici una din fazele stationare utilizate.
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4.4 Determinarea lipofilicitatii unor compusi din clasa conservantilor alimentari

utilizind cromatografia pe strat subtire si diferite metode computationale

4.4.1 Partea experimentala

Comportamentul cromatografic al unei serii de 18 compusi din clasa conservantilor
alimentari a fost studiat pe trei tipuri de faze stationare chimic modificate: RP-18 Fjs4s (10cm x
10cm), RP-18W Fjs4s (10cm x 10cm) si respectiv CN Fasss (10cm x 10cm), toate de provenienta
Merck (Darmstadt, Germania). Cromatografierea pldcilor s-a realizat la temperatura camerei
(22+2°C) intr-o camerd cromatografici normali, utilizand ca si fazd mobild amestec metanol-apa
in diferite proportii volumetrice: intre 60% si 80% metanol cu o crestere de 5% in cazul placilor
RP-18, si intre 30% s1 70% cu o crestere de 10% in cazul placilor RP-18W si CN. Distanta de

developare a fost de 8 cm in toate cazurile. Dupa developare, placile au fost uscate la temperatura

camerei §1 examinate In lumind UV la o lungime de unda de A=254 nm.

4.4.2 Rezultate si discutii

Comportamentul cromatografic al compusilor, pe cele trei tipuri de faze stationare
utilizate in acest studiu, este unul similar si in foarte buna concordantd cu polaritatea acestora
(Figura 4.14). Rezultatele experimentale au evidentiat regularititi In ceea ce priveste
comportamentul de retentie al compusilor pe toate cele trei tipuri de faze stationare utilizate
ilustrand existenta unui singur mecanism de retentie dominant (fard mecanisme specifice de
interactiune cu faza stationara). Aceleasi regularitdti n retentie au fost evidentiate pentru toate
tipurile de fazd stationard prin aplicarea analizei componentelor principale (PCA) direct pe
matricea valorilor Rr si Ry (Figura 4.15 profilul vectorilor proprii (loadings), parabolic in cazul

valorilor R si liniar in cazul valorilor Ry).
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Profilul indicilor cromatografici de lipofilicitate (Rnyo s1 PC1/Ry, Fgura 4.16) a evidentiat
corelatii semnificative intre fazele stationare luate in studiu precum si corelatii semnificative ale
parametrilor experimentali de lipofilicitate cu diferite valori log P calculate cu ajutorul

programelor deja consacrate.
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Figura 4.16 Parametrii cromatografici de lipofilicitate (Ryo $i PC1/Ry) pentru compusii din

clasa conservantilor alimentari luati in studiu.

Interpretarea statisticd a rezultatelor (Tabelul 4.18) aratd corelatii semnificative intre
parametrii de lipofilicitate determinati experimental folosind cromatografia pe strat subtire si cei
calculati prin diferite metode computationale. De asemenea se poate usor observa ca valorile Ry
sunt puternic corelate intre ele, coeficientul de corelatie fiind mai mare de 0.960 in toate cazurile.

Cu toate ca in unele cazuri scorurile corespunzatoare primei componente principale par a
fi una dintre cele mai bune solutii pentru estimarea scarilor de lipofilicitate pornind de la datele

de retentie, in acest caz, rezultatele obtinute nu ilustreaza acest fapt.
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Tabelul 4.18 Corelatiile privind parametrii de lipofilicitate estimati pe diferite tipuri de faze stationare si valorile log P

calculate cu ajutorul unor programe computationale.

RMO b PC]/Rf PCI/RM RMO b PCI/Rf PCI/RM RM() b-CN PCI/Rt PCI/RM IOg Kow
RP-18 | RP-18 | RP-18 | RP-18 | RP-18W | RP-18W | RP-18W | RP-18W | CN CN CN

Ry RP-18 1.000 | -0.966 0.919 -0.919 0.968 -0.964 0.958 -0.958 | 0.962 | -0.965 0.947 -0.954 0.914
b-RP18 -0.966 | 1.000 | -0.786 0.785 -0.911 0.925 -0.889 0.885 | -0.918 | 0.932 | -0.890 0.897 | -0.877
PCI1/R¢RP-18 0.919 | -0.786 1.000 -0.998 0.928 -0.901 0.929 -0.937 | 0.895 | -0.880 0.901 -0.908 0.843
PC1/Ry RP-18 -0.919 | 0.785 | -0.998 1.000 -0.927 0.894 -0.936 0.941 | -0.901 | 0.887 | -0.907 0913 | -0.847
Ryo RP-18W 0.968 | -0.911 0.928 -0.927 1.000 -0.990 0.973 -0.993 | 0.976 | -0.970 0.959 -0.977 0.934
b RP-8W -0.964 | 0.925 | -0.901 0.894 -0.990 1.000 -0.938 0.967 | -0.962 | 0.959 | -0.939 0.960 | -0.926
PCI/R¢ RP-18W | 0.958 | -0.889 0.929 -0.936 0.973 -0.938 1.000 -0.988 | 0.974 | -0.969 0.974 -0.976 0.931
PC1/Ry RP-18W | -0.958 | 0.885 | -0.937 0.941 -0.993 0.967 -0.988 1.000 | -0.973 | 0.966 | -0.961 0.976 | -0.926
Rmo-CN 0.962 | -0.918 0.895 -0.901 0.976 -0.962 0.974 -0.973 | 1.000 | -0.998 0.992 -0.997 0.967
b-CN -0.965 | 0.932 | -0.880 0.887 -0.970 0.959 -0.969 0.966 | -0.998 | 1.000 | -0.985 0.990 | -0.974
PC1/Rf CN 0.947 | -0.890 0.901 -0.907 0.959 -0.939 0.974 -0.961 | 0.992 | -0.985 1.000 -0.996 0.945
PC1/Ry CN -0.954 | 0.897 | -0.908 0.913 -0.977 0.960 -0.976 0.976 | -0.997 | 0.990 | -0.996 1.000 | -0.954
CLogP 0.925 | -0.887 0.851 -0.860 0.940 -0.923 0.950 -0.940 | 0.975 | -0.982 0.956 -0.962 0.996
log P© 0.831 | -0.830 0.711 -0.721 0.841 -0.825 0.861 -0.843 | 0.891 | -0.909 0.858 -0.867 0.960
log PY 0.804 | -0.817 0.667 -0.676 0.807 -0.798 0.822 -0.803 | 0.860 | -0.882 0.821 -0.831 0.944
log P” 0.922 | -0.880 0.854 -0.864 0.935 -0.905 0.960 -0.948 | 0.945 | -0.952 0.920 -0.931 0.961
log P 0.855 | -0.845 0.745 -0.756 0.859 -0.837 0.886 -0.865 | 0.898 | -0.914 0.867 -0.876 0.956
MLOGP' 0.871 | -0.824 0.816 -0.825 0.867 -0.847 0.899 -0.872 | 0.916 | -0.929 0.898 -0.898 0.977
ALOGP' 0.900 | -0.895 0.779 -0.787 0.912 -0.899 0.918 -0.910 | 0.935 | -0.950 0.900 -0.913 0.974
ALOGPs 0.913 | -0.875 0.848 -0.847 0.947 -0.939 0.938 -0.940 | 0.952 | -0.956 0.926 -0.942 0.981
ACLogP 0.889 | -0.889 0.763 -0.771 0.909 -0.896 0.917 -0.907 | 0.941 | -0.954 0.911 -0.922 0.975
AB/LogP 0.895 | -0.870 0.803 -0.813 0.888 -0.873 0.905 -0.888 | 0.931 | -0.947 0.902 -0.908 0.983
miLogP 0.908 | -0.880 0.821 -0.828 0.926 -0.917 0.923 -0.920 | 0.966 | -0.976 0.941 -0.951 0.994
ALOGP 0.916 | -0.912 0.794 -0.799 0.922 -0.911 0.926 -0.918 | 0.943 | -0.956 0.910 -0.923 0.973
MLOGP 0.871 | -0.824 0.816 -0.826 0.868 -0.848 0.900 -0.873 | 0.917 | -0.930 0.899 -0.898 0.977
KOWWIN 0.911 | -0.879 0.835 -0.839 0.924 -0.916 0.925 -0.917 | 0.958 | -0.966 0.935 -0.944 0.997
XLOGP2 0.944 | -0.943 0.819 -0.820 0.914 -0.930 0.891 -0.886 | 0.946 | -0.960 0.920 -0.925 0.963
XLOGP3 0.920 | -0.879 0.854 -0.859 0.941 -0.933 0.937 -0.934 | 0.972 | -0.978 0.951 -0.960 1.000
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4.7 Determinarea parametrilor de lipofilicitate pentru o serie de conservanti alimentari
utilizdand faze stationare impregnate

Parabentii, alchil-esterii acidului para-hidroxibenzoic, sunt o clasa de agenti antimicrobieni
cu efecte biologice multiple. Utilizarea lor ca si conservanti in alimente, cosmetice si produse
farmaceutice, se datoreaza toxicitatii reduse, spectrului larg de activitate, si acceptdrii lor
unanime [30, 31, 41]. Bazele de date privind toxicitatea celor mai utilizati parabeni sunt destul de
vaste si in general indicd un grad scazut de toxicitate al acestora. Desii studii recente au raportat
totusi cateva efecte adverse privind actiunea propilparabenului si butilparabenului asupra
sistemului de reproducere masculin [42, 43], literatura specifica ca parabenii sunt practic
netoxici, nu au actiune mutagena si nu sunt cancerigeni [44].

In contextul celor mentionate anterior, studiul de fatd are drept scop investigarea
comportamentului cromatografic al unei serii de compusi din clasa parabenilor utilizidnd
cromatografia pe strat subtire cu faze stationare impregnate cu diferite tipuri de uleiuri. Studiul
urmareste de asemenea gasirea celui mai potrivit ulei pentru impregnarea placilor de silicagel,
astfel Tncat noua faza stationara obtinuta sa poata fi utilizata cu success in studiile de lipofilicitate
si sa reproduca cat mai bine proprietatile sistemului octanol-apa, respectiv proprietatile

membranelor biologice.

4.7.1 Partea experimentala

Comportamentul cromatografic al parabenilor luati in studiu a fost investigat pe placi
cromatografice de silicagel 60F,s4 impregnate cu diferite uleiuri disponibile comercial (parafina,
floarea-soarelui, masline si porumb). Impregnarea placilor s-a realizat cu 10% (v/v) ulei in eter
etilic, la temperatura mediului ambiant (~22 °C), in camera cromatografica normala presaturati
timp de 15 minute, folosind tehnica de developare ascendenta in toate cazurile. Developarea s-a
realizat in camerd cromatograficd normala, presaturatd timp de 15 minute. Pentru fiecare din
fazele stationare utilizate s-au realizat determinari ale factorului de retentie pentru patru fractii
diferite (50% - 65 %) ale metanolului in faza mobila. Pentru aprecierea rezultatelor obtinute pe
astfel de tipuri de placi, in paralel, in aceleasi conditii au fost realizate determinari folosind si alte
patru tipuri de faze stationare consacrate: RP-18F;s45, RP-18WF 3545, CN Fos4s si Diol Fjsa. In

toate cazurile distanta de developare a fost de 8 cm.
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4.7.2 Rezultate si discutii

Rezultatele experimentale au evidentiat bune regularitati iIn comportamentul cromatografic
al compusilor din clasa parabenilor, atat pe placile cromatografice cu faza inversa, cat si pe cele
impregnate cu diferite uleiuri.Valorile Ry au prezentat o scadere liniard odatd cu cresterea
concentratiei de metanol in faza mobila. Profilele indicilor de lipofilicitate (Rmo, Figura 4.17) au
evidentiat o buna concordantd intre caracterul lipofil i polaritatea compusilor, pe toate tipurile
de placi cromatografice utilizate. Rezultatele experimentale au evidentiat de asemenea o
dependenta liniara intre parametrii de lipofilicitate Ry, respectiv PC1/Ry si valorile log P(exp)™
¢ (determinate experimental prin metoda clasicd ” in pélnia de separare”, luate din literatura [45]),

coeficientii de corelatie fiind mai mari de 0.992 pentru Ry $i mai mari de 0.996 pentru PC1/R ;.
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Figura 4.17 Profilele indicilor de lipofilicitate (Rmo) in cazul parabenilor pe diferite faze

stationare.
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Analiza statistica a datelor (Tabelul 4.24) a evidentiat corelatii excelente atat intre valorile
Ry estimate pe diferite faze stationare cat si intre acestea si diferite valori log P calculate, atat
pentru fazele stationare inverse, cét si pentru fazele stationare impregnate.

Corelatia ridicata intre indicii de lipofilicitate cromatografica determinati utilizdnd faze
stationare impregnate, sugereaza cd oricare dintre uleiuri poate fi utilizat pentru impregnarea
placilor cromatografice de silicagel in scopul estimdrii lipofilicitatii altor compusi din clasa
parabenilor. Mai mult, metodologia descrisd in acest studiu, poate fi utilizata pentru aprecierea
caracterului lipofilic al diferitelor uleiuri vegetale si al altor substante de impregnare. Astfel,
potrivit rezultatelor obtinute, cel mai lipofil pare a fi uleiul de parafina urmat de uleiul de porumb
si cele de floarea soarelui si masline, ultimele doud prezentdnd practic aceeasi lipofilicitate.
Fazele stationare impregnate par a fi mai putin lipofile decat fazele stationare inverse studiate

(RP-18 si respectiv RP-18W).
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Tabelul 4.24 Rezultatele obtinute privind corelatia dintre parametrii cromatografici de
lipofilicitate (Rapo) s indicii calculati cu ajutorul diferitelor programe computationale.

Rwmo Rwmo Rmo Rmo Rmo Rwmo Rmo Rwmo logP | logP | logP

CI8W | CI8 CN Diol | Parafind | Masline F-S Porumb | (exp)* | (exp)” | (exp)
Rpmo-C18W 1.000 | 0998 | 0999 | 0.973 0.996 0.988 | 0.989 0.999 | 0982 | 0.996 | 0.998
b-CI18W -1.000 | -0.999 | -0.999 | -0.971 -0.995 -0.988 | -0.988 -0.999 | -0.980 | -0.995 | -0.997
Rmo-C18 0.998 | 1.000 | 1.000 | 0.961 0.989 0.989 | 0.985 1.000 | 0974 | 0.990 | 0.994
b-C18 -0.994 | -0.998 | -0.998 | -0.945 -0.981 -0.983 | -0.975 -0.998 | -0.960 | -0.980 | -0.986
Rmo-CN 0.999 | 1.000 | 1.000 | 0.963 0.992 0.987 | 0.985 1.000 | 0975 | 0991 | 0.994
b-CN -0.996 | -0.997 | -0.998 | -0.948 -0.989 -0.976 | -0.973 -0.998 | -0.961 | -0.985 | -0.987
Rypo-Diol 0973 | 0961 | 0963 | 1.000 0.979 0.976 | 0.991 0.964 | 0.998 | 0.989 | 0.986
b-Diol -0.883 | -0.860 | -0.863 | -0.968 -0.903 -0.899 | -0.929 -0.865 | -0.953 | -0.921 | -0.912
Rypo-Parafind 0996 | 0989 | 0.992 | 0.979 1.000 0.975 | 0.984 0.991 | 0984 | 0.998 | 0.995
b-Parafind -0.993 | -0.986 | -0.989 | -0.971 -0.999 -0.966 | -0.976 -0.989 | -0.976 | -0.994 | -0.990
Ryo-Masline 09838 | 0989 | 0987 | 0.976 0.975 1.000 | 0.997 0988 | 0.987 | 0.986 | 0.993
b-Masline -0.978 | -0.978 | -0.976 | -0.975 -0.963 -0.998 | -0.995 -0.977 | -0.985 | -0.978 | -0.986
Rmo-F- S 0.989 | 0985 ] 0.985] 0.991 0.984 0.997 | 1.000 0985 | 0997 | 0994 | 0.996
b- F-S -0.971 | -0.964 | -0.963 | -0.992 -0.965 -0.990 | -0.995 -0.965 | -0.995 | -0.981 | -0.984
Rmo-Porumb 0.999 | 1.000 | 1.000 | 0.964 0.991 0.988 | 0.985 1.000 | 0975 | 0992 | 0.995
b-Porumb -0.999 | -0.999 | -1.000 | -0.959 -0.992 -0.983 | -0.981 -1.000 | -0.971 | -0.990 | -0.993
CLogP 0.996 | 0989 | 0991 | 0.987 0.999 0.983 | 0.991 0.991 | 0.991 | 1.000 | 0.998
log P¢ 0996 | 0992 | 0992 | 0.989 0.994 0.993 | 0.997 0.993 | 0.995| 0.999 | 1.000
log P¥ 0996 | 0991 | 0992 | 0.990 0.995 0.992 | 0.997 0.992 | 0.995| 0.999 | 1.000
log P* 0998 | 0996 | 0.996 | 0.982 0.992 0.996 | 0.996 0.996 | 0.990 | 0.997 | 0.999
log P 0.998 | 0.996 | 0.996 | 0.980 0.991 0.996 | 0.996 0.997 | 0989 | 0.996 | 0.999
MLOGP' 0994 | 0986 | 0.989 | 0.988 0.999 0.980 | 0.990 0989 | 0991 | 0999 | 0.997
ALOGP' 0997 | 0993 | 0993 | 0.988 0.993 0.994 | 0.998 0.993 | 0.994 | 0.998 | 1.000
LOGP(QSAR) 0986 | 0994 | 0991 | 0.932 0.966 0.983 | 0.970 0.991 | 0950 | 0.968 | 0.978
ALOGPs 0994 | 0985 | 0988 | 0.986 0.999 0.977 | 0.987 0.988 | 0.990 | 0.999 | 0.996
AClogP 0.997 | 0991 | 0992 | 0.987 0.998 0.986 | 0.993 0.993 | 0.992 | 1.000 | 0.999
AB/LogP 0.996 | 0989 | 0.991 | 0.988 0.999 0.983 | 0.992 0991 | 0.992 | 1.000 | 0.998
miLogP 0.999 | 0997 | 0998 | 0.979 0.995 0.992 | 0.994 0998 | 0987 | 0997 | 0.999
ALogP 0.997 | 0993 | 0993 | 0.987 0.994 0.994 | 0.997 0.994 | 0.994 | 0998 | 1.000
MLogP 0.994 | 0987 | 0989 | 0.989 0.998 0.981 | 0.991 0.989 | 0.992 | 1.000 | 0.997
XLOGP2 0.999 | 0.996 | 0998 | 0.967 0.997 0.979 | 0.982 0.998 | 0976 | 0.994 | 0.994
XLOGP3 0.996 | 0.990 | 0991 | 0.989 0.998 0.986 | 0.994 0.992 | 0993 | 1.000 | 0.999
Average log P 0.996 | 0.990 | 0.992 | 0.989 0.997 0.987 | 0.994 0.992 | 0.994 | 1.000 | 0.999
log P (exp)” 0982 | 0974 | 0975 | 0.998 0.984 0.987 | 0.997 0.975 | 1.000 | 0.993 | 0.993
log P (exp)’ 0.996 | 0990 | 0.991 | 0.989 0.998 0.986 | 0.994 0.992 | 0.993 | 1.000 | 0.999
log P (exp)* 0.998 | 0994 | 0994 | 0.986 0.995 0.993 | 0.996 0.995 | 0.993 | 0.999 | 1.000
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Capitolul 5

Modelarea lipofilicitatii unor compusi din clasa conservantilor alimentari sintetici

La ora actuala literatura contine relevante studii privind relatiile cantitative structura-
retentie (QSRR) care pun in evidentd aspecte specifice privind determinarea lipofilicitatii si
corelarea acesteia cu activitatea biologica a compusilor. Astfel ecuatiile QSPR, obtinute fie pe
cale empirica (dintr-un set arbitrar de descriptori moleculari), fie prin selectarea descriptorilor pe
baze teoretice, descriu maniera prin care structura chimica controleazd proprietatile fizice si
biologice ale compusilor.

Studiul de fatd urmareste elaborarea unor modele de predictie a lipofilicitatii compusilor
din clasa conservantilor alimentari, pornind de la informatiile complexe oferite de structura

moleculara si utilizdnd parametrii de lipofilicitate determinati prin metode cromatografice.

5.3 Rezultate si discutii

Modelele de regresie multipla pentru estimarea parametrilor de lipofilicitate au fost
obtinute prin selectarea celor mai semnificativi descriptori folosind metodologia algoritmilor
genetici. Coeficienti de regresie semnificativi din punct de vedere statistic, au fost obtinuti pentru
modelele cu doud si trei variabile, atdt in cazul utilizarii descriptorilor calculati cu ajutorul
programului ChemDraw Ultra 8.0 cat si a celor din Dragon 5.4. Cele mai performante modele de
predictie a lipofilicitatii in HPLC au fost obtinute pentru indicii log k,, s1 PC1/log k pe coloanele
CN si respectiv C8 atat in cazul utilizarii descriptorilor calculati in programul ChemDraw Ultra
8.0 cat si a celor calculati in Dragon 5.4. Ecuatiile de regresie obtinute pentru aceste modele,
prezintd coeficienti de determinare mai mari de 97.87 in majoritatea cazurilor. Cei mai
reprezentativi descriptori selectati in ecuatiile de predictie a lipofilicitatii in HPLC, arata si in
acest caz, cd aceastd proprietate depinde 1n general de parametrii termodinamici (energia totald a
moleculei (Et), energia Gibss (G)), descriptorii teoretici ClogP avand de asemenea o pondere
importantd. Modelele obtinute indicd de asemenea descriptorii topologici, geometrici §i cei
determinati de proprietatile moleculare, ca fiind cei mai importanti in predictia lipofilicitatii
compusilor din clasa celor studiati.

Aplicabilitatea celor mai performante modele obtinute atat in TLC cat si in HPLC, a fost
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examinata prin reprezentarea grafica (Figura 5.1(a) si Figura 5.1(b)) a lipofilicitatii estimate de

acestea si valorile experimentale obtinute prin utilizarea celor doud tehnici cromatografice.
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Figura 5.1 Lipofilicitatea masurata vs. estimata cu cel mai performant dintre modelele

obtinute utilizdnd descriptorii: calculati cu ajutorul programului ChemDraw Ultra 8.0 -

(a); calculati cu ajutorul programului Dragon 5.4 -(b).
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Capitolul 6

Determinarea capacititii antioxidante a unor compusi din clasa conservantilor alimentari

sintetici. Modelarea eficacitatii antioxidante utilizind diferiti descriptori moleculari

Antioxidantii sunt utilizati intr-un numar mare de produse alimentare, activitatea lor
variind in functie de temperaturd, compozitia si structura alimentelor. Printre cele mai cunoscute
metode de determinare a activitatii antioxidante se numara metodele consumului de radical liber
(radical-scavenging methods) acesta fiind de fapt si principalul mecanism prin care antioxidantii
actioneaza in alimente. In testul cu DPPH, consumul de radical este urmirit prin sciderea
absorbantei acestuia la o lungime de unda de A=515 nm, scddere care se datoreaza reducerii
radicalului de catre antioxidant, sau reactiei acestuia cu o specie radicalici. In general reactia
DPPH-ului cu compusii fenolici este una rapida, dar datoritd faptului ca pot avea loc si reactii
secundare lente care duc la o scddere progresiva in absorbanta, stadiul final al reactiei poate sa nu
fie atins nici dupd cateva ore. Se pune atunci problema timpului dupd care sd fie masurat
consumul de radical. Multe articole in care s-a utilizat metoda consumului de DPPH, raporteaza
consumul de radical dupa un timp de reactie de 15-30 de minute.

Scopul prezentului studiu a fost dezvoltarea unor modele de predictie a activitatii
antioxidante a conservantilor alimentari sintetici si identificarea celor mai importanti descriptori
structurali care definesc aceasti proprietate. In acest scop, pentru o serie largd de compusi
utilizati ca §i conservanti in industria alimentara, farmaceuticd $i cosmeticd s-a realizat
determinarea caracterului antioxidant utilizind metoda consumului de radical liber stabil DPPH.
Exprimarea rezultatelor s-a facut pe baza procentului de reducere al DPPH-ului, notat cu Q si a

concentratiei eficiente I1Cs.

6.3 Modelarea eficacititii antioxidante pentru unii conservanti alimentari sintetici
utilizand diferiti descriptori moleculari

Descriptorii calculati cu ajutorul programelor ChemDraw Ultra 8.0 si Dragon 5.4, pentru

o serie de compusi din clasa conservantilor alimentari sintetici, au fost utilizati in modelarea

capacitatii antioxidante a acestora. Modelele de regresie multipld au fost obtinute prin selectarea

celor mai semnificativi descriptori folosind metodologia algoritmilor genetici. Modelele de
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regresie multipla obtinute prin selectarea celor mai semnificativi descriptori folosind metodologia
algoritmilor genetici s-au dovedit a fi potrivite In predictia eficacitatii antioxidante a unor
compusi din clasa conservantilor alimentari sintetici.

Coeficienti de regresie semnificativi din punct de vedere statistic au fost obtinuti pentru
modelele cu doua, trei si respectiv patru variabile, atat in cazul utilizarii descriptorilor calculati cu
ajutorul programului ChemDraw Ultra 8.0, cat si a celor din Dragon 5.4.

Cele mai performante modele obtinute aratad cd, activitatea antioxidantd a compusilor din
clasa conservantilor alimentari sintetici poate fi estimatd, cu precizie ridicatd, pe baza
descriptorilor topologici calculati folosind programul Dragon 5.4.

Aplicabilitatea celui mai performant model obtinut pentru estimarea eficacitatii
antioxidante a conservantilor alimentari sintetici (r = 0.9947), a fost examinata prin reprezentarea
grafica (Figura 6.4) a activitatii antioxidante experimentale determinate folosind metoda

consumului de radical liber (DPPH) in functie de valorile estimate.
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Figura 6.4 Eficacitatea antioxidantd determinatd vs eficacitatea antioxidantd estimata

utilizand descriptorii calculati cu ajutorul programului Dragon 5.4.
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Capitolul 7
Determinarea lipofilicitatii unor compusi din clasa colorantilor alimentari sintetici utilizand

metodele cromatografice si diferite metode computationale

Folosirea aditivilor alimentari, In special a colorantilor sintetici, a ridicat si ridicad inca
mari controverse in ceea ce priveste riscul si beneficiile aduse organismului. Principalele
intrebari vizeaza colorantii de tip azo, la ora actuald existand incd opinii contradictorii in ceea ce
priveste toxicitatea acestora [47]. Desi la ora actualda un numar tot mai mare de studii privind
lipofilicitatea compusilor utilizeazd cromatografia de lichide [48-51], informatii de acest fel,

privind lipofilicitatea colorantilor alimentari sintetici, lipsesc din literatura.

7.2 Determinarea prin cromatografie de lichide de inalta performantd a lipofilicitatii

unor coloranti alimentari sintetici. Modelarea lipofilicitatii

Avand 1n vedere cd date privind lipofilicitatea colorantilor alimentari sintetici nu sunt
disponibile in literatura de specialitate, studiul de fatd propune determinarea parametrilor de
lipofilicitate pentru astfel de compusi, pe baza comportamentului lor de retentie pe diferite faze
stationare si prin utilizarea diferitelor metode computationale. De asemenea, studiul urmareste
identificarea celor mai importanti descriptori structurali care guverneaza procesul de retentie

cromatografica al compusilor din clasa colorantilor alimentari sintetici.

7.2.1 Partea experimentala

Comportamentul cromatografic al unei serii de compusi din clasa colorantilor alimentari
sintetici a fost investigat pe patru tipuri diferite de faze stationare si anume: C18 (LiChroCART,
LiChrospher 100, RP-18e, 4 mm x 125 mm, cu marimea particulelor de 5 um); C8 (Zorbax,
Eclipse XDB-C8, double endcapped, 4.6 mm x 150 mm, cu marimea particulelor de 5 um; C16
(Discovery, Amide C16, 3 mm x 125 mm, cu marimea particulelor de 5 pum) si respectiv CN
(Séulentechnik, LiChrospher 100 CN, 4 mm x 250 mm, cu marimea particulelor de 5 um). Faza
mobilad utilizatd a fost amestec metanol- acetat de amoniu (0.08 mol/L, pH=6.76). Debitul de

curgere al fazei mobile a fost de 1 mL/minut pentru coloanele C18 si respectiv C8 si de 0.6
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mL/minut in cazul coloanelor C16 si respectiv CN. Solutiile standard folosite (10 pg/mL) au fost
preparate in apd. Volumul de injectie a fost de 10uL in toate cazurile. Detectia compusilor s-a
realizat prin setarea lungimii de unda optime pentru fiecare compus in parte. Timpii morti
corespunzatori pentru fiecare dintre coloanele utilizate, dati de timpii de retentie ai fazei mobile, au
fost: to(C18)=0.951 minute; to(C8)=1.360 minute to(C16)=1.35 minute si respectiv to(CN)=4.305
minute. Pentru determinarea valorilor extrapolate (log k. ), s-au folosit cinci concentratii diferite
ale metanolului in faza mobild, in toate cazurile. Compozitia in metanol a fazei mobile a fost
optimizata pentru fiecare tip de coloana in functie de timpul de retentie al compusilor.
Calcularea descriptorilor moleculari

Colorantii alimentari luati in studiu au fost caracterizati printr-un numar de 1164 de
descriptori teoretici calculati folosind programul Dragon 5.4. Descriptorii implicati In acest
studiu pot fi clasificati in: descriptori bi-dimensionali (2D) (de autocorelare, valori proprii de
tip Burden, indici topologici si indici de conectivitate), descriptori tri-dimensionali (3D) (de
distributie radiala-RDF, GETAWAY, descriptori ai proprietatilor geometrice) si alti
descriptori (ai grupelor functionale, ai proprietatilor moleculare, de sarcina si ai proprietatilor
de conformatie). Elaborarea modelelor de predictie s-a realizat cu ajutorul programului
MobiDigs v.1.0 [52] utilizdnd metoda regresiei liniare multiple. Selectarea celor mai
semnificative variabile (descriptori) s-a realizat utilizand algoritmii genetici [53], metodologie

inclusd in acelasi program.

7.2.2 Rezultate si discutii

Paramertii de lipofilicitate estimati pe baza rezultatatelor experimentale, au ilustrat un
comportament similar al compusilor luati in studiu, pe cele patru tipuri de faze stationare, cel mai
lipofil dintre compusi fiind eritrozina iar cel mai putin lipofil fiind tartrazina. Regularitatea in
comportamentul cromatografic (Figura 7.2) constituie un argument in ceea ce priveste existanta
unui sigur mecanism de retentie in toate cazurile. Acest lucru este de asemenea foarte bine
sustinut de faptul cd media valorilor Ry se suprapune practic peste valoarea obtinutd pentru

fractia intermediard de metanol.
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Rezultatele experimentale au evidentiat existenta unor interactiuni specifice ale tartrazinei

cu faza stationara CN, interactiuni care pot fi puse pe seama polaritatii intermediare a acestei

coloane si pe capacitatea acesteia de a participa la diferite tipuri de interactiuni.

Regularitatea in comportamentul de retentie cromatografica, pentru compusii luati in

studiu, pe toate fazele stationare utilizate, este foarte bine sustinut de profilele vectorilor proprii

obtinute prin aplicarea PCA direct asupra valorilor k si respectiv log k (Figura 7.4).

38



0.00 f
=4
2 -0.20f
=
=
=
>
w3
5 040}
=}
k=
2
e
2 060 F
k=]
£
8
>
-0.80 |
o RP-18
. C8
B
0.42 0.46 0.50 0.54 0.58 0.62 0.66 3\ C16
. CN
Fractia de metanol
-0.30
-0.34
-
on
)
o 038}
K]
=
=
>
= -0.42
E
5
(=7
E 046 |
=
e
(-9
E -0.50 f
3
>
-0.54
= RP-18
i C8
o8
0.42 0.46 0.50 0.54 0.58 0.62 0.66 3\ C16
“. CN

Fractia de metanol
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Evaluarea rezultatelor experimentale s-a realizat prin elaborarea unui studiu de corelatie
(Tabelul 7.6) privind parametrii de lipofilicitate determinati cromatografic si cei teoretici
calculati cu ajutorul unor algoritmi deja consacrati (inclusi in diferite programe computationale).

Desii comportamentul cromatografic al compusilor luati in studiu ilustreaza bune
regularitati pe toate fazele stationare studiate, datele privind parametrii de lipofilicitate

determinati pe coloanele C16 si CN prezintd corelatii mai putin semnificative cu majoritatea
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valorilor teoretice calculate. Acest lucru se datoreazd limitarilor impuse calculului teoretic al
valorilor log P, care poate sa nu tind seama de particularitatile structurale ale moleculelor
complexe sau ale celor care prezintd grupari usor ionizabile.

Studiul extins privind relatiile structura-retentie respectiv structura-lipofilicitate, utilizdnd
descriptorii calculati in Dragon, regresia liniard multipld in elaborarea modelelor de predictie si
metodologia algoritmilor genetici in selectarea variabilelor, a dus la obtinerea unor modele
performante de predictie a lipofilicitdtii colorantilor alimentari sintetici. Cei mai importanti
descriptori, selectati in ecuatiile modelelor de lipofilicitate obtinute, vizeaza atat aspecte bi (2D)
si tri-dimensionale (3D) ale structurii moleculare, cat si aspecte privind topologia, conformatia,
indicii de conectivitate si respectiv unele proprietati moleculare ale compusilor. Cei mai
reprezentativi descriptori aratd ca, lipofilicitatea colorantilor alimentari sintetici depinde in mare
masura de volumul van der Waals, electronegativitatea Sanderson si respectiv polarizabilitatea
atomicd a moleculelor.

Aplicabilitatea celor mai performante modele obtinute, a fost examinatd prin
reprezentarea graficd (Figura 7.6) a lipofilicitatii estimate de acestea si valorile experimentale
determinate prin metode cromatografice. Coeficientii de determinare, semnificativi din punct de
vedere statistic (> = 0.9617 pentru coloana C18 si r* = 0.9980 pentru coloana CN) arata ca,
modelele obtinute pot fi utilizate cu succes in estimarea lipofilicitatii unor compusi noi, din clasa

celor studiati.
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Table 7.6 Corelatiile privind parametrii de lipofilicitate determinati cromatografic si valorile teoretice log P.

log k., S (0N PC1/log k

(C18) | (C8) | (C16) | (CN) | (C18) | (C8) | (C16) | (CN) | (C18) | (C8) | (C16) | (CN) | (C18) | (C®) | (C16) | (CN)
log k,, (C18) 1.00 | 0.98 0.82 | 0.72 0.28 | -0.28 0.42 | -0.54 -0.98 | -0.97 -0.90 | -0.78 -0.46 | -0.56 0.01 | 0.01
log k,, (C8) 0.98 | 1.00 0.74 | 0.68 0.26 | -0.40 0.43 | -0.59 -0.95 | -0.97 -0.84 | -0.67 -0.47 | -0.59 0.06 | 0.15
log ky, (C16) 0.82 | 0.74 1.00 | 0.90 0.17 ] -0.21 -0.01 | -0.62 -0.80 | -0.78 -0.96 | -0.92 -0.69 | -0.64 | -0.48 | -0.06
log k,, (CN) 0.54 | 0.53 0.88 | 1.00 -0.40 | -0.70 -0.40 | -0.90 -0.43 | -0.48 -0.82 | -0.68 -0.70 | -0.68 | -0.70 | 0.35
S (RP-18) 0.28 | 0.26 0.17 | -0.23 1.00 | 0.56 048 | 0.36 -0.47 | -0.45 -0.31 | -0.19 0.09 | -0.09 042 | -0.39
S (C8) -0.28 | -0.40 | -0.21 | -0.67 0.56 | 1.00 0.20 | 0.89 0.15] 0.23 0.17 | 0.20 0.34 0.28 0.24 | -0.75
S (C16) 042 | 043 | -0.01 | -0.14 048 | 0.20 1.00 | -0.03 -0.47 | -0.46 -0.27 | 0.15 0.42 0.22 0.61 | 0.21
S (CN) -0.39 | -0.46 | -0.65 | -0.90 0.50 | 0.87 0.28 | 1.00 0.27 | 0.36 0.62 | 0.34 0.63 0.63 0.69 | -0.72
@ (C18) -0.98 | -0.95 | -0.80 | -0.66 -0.47 | 0.15 -0.47 | 0.46 1.00 | 0.99 091 | 0.80 0.41 053 | -0.09 | 0.07
@y (C8) -0.97 | -0.97 | -0.78 | -0.66 -045 | 0.23 -0.46 | 0.52 0.99 | 1.00 0.88 | 0.75 0.45 0.58 | -0.07 | -0.04
@y (C16) -0.90 | -0.84 | -0.96 | -0.91 -0.31 | 0.17 -0.27 | 0.66 091 | 0.88 1.00 | 0.92 0.54 0.55 0.28 | -0.00
9o (CN) -0.77 | -0.66 | -0.90 | -0.68 -0.15 | 0.21 0.17 | 0.34 0.77 | 0.73 092 | 1.00 0.48 0.48 022 | 034
PC1/k (C18) -0.54 | -0.50 | -0.73 | -0.55 0.10 | 0.25 0.40 | 0.37 046 | 047 0.57 | 0.54 0.95 0.90 0.65 | 0.04
PC1/k (C8) -0.53 | -0.53 | -0.59 | -0.39 -0.03 | 0.24 0.34 | 0.26 0.48 | 0.51 0.47 | 0.44 0.92 0.93 0.46 | 0.05
PC1/k (C16) 0.05 | 0.11 | -0.37 | -0.54 048 | 0.18 031 | 0.59 -0.14 | -0.13 0.26 | 0.10 0.44 0.27 0.89 | -0.42
PC1/k (CN) 0.04 | 0.20 0.07 | 0.39 -0.27 | -0.73 0.09 | -0.74 0.02 | -0.10 -0.12 | 0.26 -024 | -028 | -034 | 097
PCl1/log k (C18) -0.46 | -0.47 | -0.69 | -0.62 0.09 | 0.34 042 | 0.53 041 | 045 0.54 | 0.49 1.00 0.96 0.73 | -0.16
PCl1/log k (C8) -0.56 | -0.59 | -0.64 | -0.59 -0.09 | 0.28 022 | 0.52 0.53 | 0.58 0.55 | 0.50 0.96 1.00 0.53 | -0.17
PC1/log k (C16) 0.01 | 0.06 | -0.48 | -0.54 042 | 0.24 0.61 | 0.52 -0.09 | -0.07 0.28 | 0.21 0.73 0.53 1.00 | -0.29
PCl1/log k (CN) -0.01 | 0.14 0.02 | 0.35 -0.45 | -0.77 0.04 | -0.72 0.11 | -0.01 -0.04 | 0.34 -025 | -026 | -0.38 | 1.00
ClogP 0.71 | 0.65 0.78 | 0.46 0.43 | -0.01 -0.13 | -0.10 -0.75 | -0.72 -0.72 | -0.82 -0.59 | -0.61 | -0.12 | -0.46
Clog PY 0.58 | 0.59 031 | 0.12 0.32 | -0.17 0.10 | 0.12 -0.60 | -0.58 -0.34 | -0.53 -0.09 | -0.17 047 | -0.44
HY -0.94 | -0.90 | -0.84 | -0.80 -0.25 | 0.23 -0.44 | 0.70 091 | 0.90 093 | 0.72 0.48 0.54 0.16 | -0.20
MLOGP 0.97 | 0.96 0.70 | 0.58 0.23 | -0.32 0.48 | -0.45 -0.93 | -0.92 -0.80 | -0.65 -0.31 | -041 0.17 | 0.01
ALOGP 0.80 | 0.81 044 | 0.13 0.59 | 0.06 0.54 | 0.05 -0.85 | -0.84 -0.57 | -0.49 -0.18 | -0.38 047 | -0.32
ALOGPs 0.70 | 0.60 0.74 | 0.37 049 | 0.19 0.01 | 0.07 -0.75 | -0.69 -0.71 | -0.83 -0.42 | -045 0.01 | -0.65
AC logP 0.59 | 0.69 0.12 | 0.22 0.14 | -0.54 0.50 | -0.30 -0.57 | -0.61 -0.28 | -0.23 0.12 | -0.02 0.58 | 0.21
milogP 0.74 | 0.68 0.80 | 0.52 0.34 | -0.10 -0.14 | -0.15 -0.76 | -0.73 -0.74 | -0.85 -0.59 | -0.60 | -0.13 | -0.44
KOWWIN 0.70 | 0.79 0.57 | 0.60 0.30 | -0.60 0.15 | -0.62 -0.72 | -0.78 -0.63 | -0.54 -045 | -0.53 0.00 | 030
XLOGP2 0.82 | 0.82 047 | 0.34 0.23 | -0.32 041 | -0.19 -0.79 | -0.78 -0.57 | -0.54 -0.07 | -0.18 043 | -0.15
XLOGP3 0.77 | 0.80 037 | 0.35 0.18 | -0.42 0.50 | -0.29 -0.74 | -0.74 -0.51 | -0.45 0.04 | -0.07 0.49 | 0.02
ALOGpS -0.79 | -0.84 | -0.38 | -0.41 -0.03 | 0.51 -0.60 | 0.48 0.72 | 0.74 0.54 | 0.32 0.02 0.14 | -0.36 | -0.29
AClogS -0.82 | -0.80 | -0.80 | -0.64 -0.30 | 0.29 0.02 ] 033 0.83 | 0.82 0.78 | 0.89 0.52 0.55 0.04 | 0.28
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7.3 Determinarea lipofilicitatii unor coloranti alimentari sintetici utilizand

cromatografia pe strat subtire

Datorita varietatii mari de placi cromatografice de inalta performantd disponibile la ora
actuala, cromatografia pe strat subtire este consideratd o alternativd accesibild pentru
determinarea lipofilicitatii diferitelor clase de compusi [54].

Scopul acestui studiu a fost determinarea lipofilicitatii unor coloranti alimentari sintetici
utilizdnd cromatografia pe strat subtire si diferite tipuri de faze stationare. De asemenea, studiul
urmareste elucidarea mecanismului de retentie al unor astfel de compusi pe diferite tipuri de faze

stationare.

7.3.1 Partea experimentala

Comportamentul cromatografic al unei serii de compusi din clasa colorantilor alimentari
sintetici a fost investigat pe trei tipuri de faze stationare: RP-18 Fjss45, RP-18W/UV3s4 51 CN
F2s45. Ca s1 fazd mobild s-au folosit amestecuri metanol-apa in proportii volumetrice de metanol
variind de la 20% la 60% cu o crestere de 10% pentru toate tipurile de plici cromatografice.
Distanta de developare a fost de 8 cm 1n toate cazurile. Dupa developare, placile au fost uscate la

temperatura camerei iar compusii au fost vizualizati pe baza culorii pe care acestia o prezinta.

7.3.2 Rezultate si discutii

Comportamentul de retentie al unei serii de coloranti alimentari sintetici a fost investigat
pe trei tipuri diferite de faze stationare, utilizdnd amestec metanol-apd ca faza mobila. Rezultatele
experimentale au evidentiat o dependenta liniard a parametrilor de retentie odatd cu modificarea
fractiei de metanol din faza mobila (Figura 7.7). Regularitatile sistematice in retentie, precum si
suprapunerea perfectd a mediilor valorilor Ry peste valorile date de fractia intermediard de
metanol, in cazul tuturor fazelor stationare studiate, pot constitui un argument real in ceea ce
priveste existenta unui singur mecanism de interactiune dominant in toate cazurile. Desi
comportamentul de retentie pare sa fie unul regular pe toate fazele stationare utilizate, indicii de
lipofilicitate determinati experimantal aratd cd mecanismul de retentie al unor astfel de compusi

este foarte complex si este determinat, nu atat de prezenta gruparilor specifice cat probabil de
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(c) CN.
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Tabelul 7.9 Corelatiile privind parametrii cromatografici de lipofilicitate ai unor coloranti alimentari sintetici si valorile teoretice log P

calculate pe baza unor algoritmi consacrati.

media Ry, Rwmo b Qo PC1/Ry;
RP-18 | RP-18W | CN | RP-18 | RP-18W | CN RP-18 | RP-18W | CN RP-18 | RP-18W | CN RP-18 | RP-18W | CN
Media Ry (RP-18) 1.00 0.99 | 0.81 0.83 093 | 0.68 | -0.49 -0.86 | -0.67 | -0.65 -0.84 | -0.64 0.88 0.87 | 0.68
Media Ry (RP-18W) 0.99 1.00 | 0.85 0.83 0.92 | 0.70 | -0.52 -0.84 | -0.70 | -0.65 -0.80 | -0.62 0.86 0.86 | 0.70
Media Ry (CN) 0.81 0.85 | 1.00 0.53 0.68 | 0.83 | -0.09 -0.52 1 -0.80 | -0.51 -0.72 | -0.61 0.67 0.70 | 0.84
Rmo(RP-18) 0.83 0.83 | 0.53 1.00 0.95| 0.69 | -0.80 -0.76 | -0.71 | -0.88 -0.79 | -0.77 0.95 0.96 | 0.67
Ry (RP-18W) 0.93 0.92 | 0.68 0.95 1.00 | 0.72 | -0.66 -0.89 | -0.73 | -0.79 -0.88 | -0.78 0.95 0.96 | 0.71
Ry (CN) 0.68 0.70 | 0.83 0.69 0.72 | 1.00 | -0.23 -0.38 | -0.99 | -0.80 -0.83 | -0.91 0.82 0.85 | 1.00
b (RP-18) -0.49 -0.52 1 -0.09 | -0.80 -0.66 | -0.23 1.00 0.59 | 0.30 0.63 0.31 | 034 | -0.59 -0.63 | -0.20
b (RP-18W) -0.86 -0.84 | -0.52 | -0.76 -0.89 | -0.38 0.59 1.00 | 0.39 0.45 0.70 | 0.46 | -0.73 -0.72 | -0.37
b (CN) -0.67 -0.70 | -0.80 | -0.71 -0.73 | -0.99 0.30 0.39 | 1.00 0.81 0.81 | 090 | -0.81 -0.85 | -0.97
@y (RP-18) -0.65 -0.65 | -0.51 | -0.88 -0.79 | -0.80 0.63 0.45 | 0.81 1.00 0.78 | 0.90 | -0.88 -0.91 | -0.79
@o (RP-18W) -0.84 -0.80 | -0.72 | -0.79 -0.88 | -0.83 0.31 0.70 | 0.81 0.78 1.00 | 0.90 | -0.92 -0.90 | -0.82
¢y (CN) -0.64 -0.62 | -0.61 | -0.77 -0.78 | -0.91 0.34 0.46 | 0.90 0.90 090 | 1.00 | -0.88 -0.89 | -0.90
PC1/Ry (RP-18) 0.88 0.86 | 0.67 0.95 095 | 0.82 | -0.59 -0.73 | -0.81 | -0.88 -0.92 | -0.88 1.00 0.99 | 0.81
PC1/Ry (RP-18W) 0.87 0.86 | 0.70 0.96 096 | 0.85| -0.63 -0.72 | -0.85 | -0.91 -0.90 | -0.89 0.99 1.00 | 0.84
PC1/Ry (CN) 0.68 0.70 | 0.84 0.67 0.71 | 1.00 | -0.20 -0.37 1 -097 | -0.79 -0.82 | -0.90 0.81 0.84 | 1.00
log P -0.41 -0.35 | 0.14| -0.53 -0.51 | 0.12 0.60 0.64 | -0.10 0.30 030 | 0.19 | -0.42 -0.38 | 0.13
CLog pP 0.10 0.17 | 059 | -0.13 -0.02 | 047 0.36 0.15 | -0.46 0.02 -0.13 | -0.12 0.01 0.06 | 0.48
HY -0.86 -0.88 | -0.87 | -0.60 -0.74 | -0.68 0.25 0.68 | 0.69 0.54 0.79 | 0.57 | -0.69 -0.70 | -0.67
MLOGP 0.72 0.74 | 0.76 0.57 0.62 | 0.68 | -0.28 -0.48 | -0.73 | -0.53 -0.68 | -0.52 0.63 0.64 | 0.66
ALOGP 0.27 0.29 | 0.52 0.03 0.15| 043 0.23 -0.10 | -0.47 | -0.01 -0.35 | -0.20 0.16 0.17 | 0.40
ALOGPs 0.12 0.19 | 0.65| -0.19 -0.06 | 0.50 0.49 0.20 | -0.48 0.05 -0.14 | -0.14 | -0.01 0.03 | 0.51
AC logP 0.29 0.28 | 0.15 0.35 0.25 | 0.18 | -0.39 -0.18 | -0.26 | -0.28 -0.25 | -0.12 0.28 0.27 | 0.14
milogP 0.20 0.27 | 0.70 | -0.03 0.06 | 0.60 0.36 0.14 | -0.57 | -0.14 -0.25 | -0.27 0.13 0.18 | 0.62
KOWWIN 0.37 0.37 | 0.44 0.22 0.25 ] 030 | -0.05 -0.20 | -0.27 | -0.23 -0.35 | -0.16 0.26 0.25 | 0.32
XLOGP2 0.51 0.55 | 0.56 0.47 0.44 | 0.54 | -0.36 -0.29 1 -0.62 | -0.41 -0.42 | -0.34 0.45 0.48 | 0.50
XLOGP3 0.49 0.51 | 0.44 0.47 040 | 041 ] -041 -0.28 | -0.49 | -0.39 -0.38 | -0.26 0.43 0.44 | 0.37
ALOGpS -0.64 -0.63 | -0.43 | -0.65 -0.60 | -0.44 0.55 0.50 | 0.52 0.55 0.57 | 042 | -0.61 -0.60 | -0.40
AClogS -0.29 -0.33 | -0.69 | -0.07 -0.11 | -0.59 | -0.25 -0.09 | 0.56 0.21 0.30 | 0.27 | -0.21 -0.23 | -0.60
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Concluzii Generale

Utilizand cromatografia de lichide cu faze inverse si diferite tipuri de faze stationare, au fost
determinati o serie de parametri de lipofilicitate pentru doud dintre cele mai importante clase de
aditivi alimentari (conservanti si coloranti).

Utilizarea diferitelor faze stationare inverse (C18, C8, C16, CN sau RP-18W) a ilustrat un
comportament de retentie regular, atat pentru compusii din clasa conservantilor cat si a
colorantilor alimentari sintetici, in toate cazurile.

Analiza statisticd a datelor cromatografice privind lipofilicitatea conservantilor alimentari
sintetici, a pus in evidentd corelatii semnificative intre parametrii determinati experimental si o
serie de indici de lipofilicitate teoretici, calculati cu ajutorul unor programe computerizate, atat
in cromatografia pe coloana cét si in cromatografia pe strat subtire pentru toate fazele stationare
utilizate.

Cromatografia pe strat subtire s-a dovedit a fi o tehnica potrivitd pentru estimarea lipofilicitatii
compusilor din clasa conservantilor alimentari sintetici, rezultatele obtinute pe placile
cromatografice RP-18W si respectiv CN fiind comparabile cu cele obtinute pe coloanele
cromatografice C8 si respectiv CN.

Fazele stationare impregnate cu diferite tipuri de uleiuri (parafind, masline, floarea-soarelui si
respectiv porumb), s-au dovedit a fi potrivite In modelarea proprietatilor sistemului octanol-
apd, oferind posibilitatea utilizarii unor astfel de faze stationare in estimarea lipofilicitatii,
respectiv in predictia activitatii biologice a compusilor din clasa parabenilor.

Parametrii experimentali de lipofilicitate, determinati prin cele doua tehnici cromatografice, au
dus la elaborarea unor modele performante de predictie a lipofilicitdtii conservantilor alimentri
sintetici pe baza informatiilor complexe oferite de structura moleculara a compusilor.
Descriptorii selectati in ecuatiile celor mai performante modele de predictie, aratd ca
lipofilicitatea conservantilor alimentari sintetici poate fi estimatd cu precizie ridicatd pe baza
informatiilor oferite de parametrii termodinamici (energia Gibbs sau energia totald a intregii
molecule), topologici si geometrici calculati cu ajutorul programelor ChemDraw Ultra 8.0 si

Dragon 5.4.
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Parametrii selectati in ecuatiile celor mai performante modele de predictie a eficacitatii
antioxidante a compusilor din clasa conservantilor alimentari, au indicat descriptorii topologici
avand un rol esential in definirea acestei proprietati.

Analiza statistica a datelor experimentale privind lipofilicitatea colorantilor alimentari sintetici,
a evidentiat corelatii mai putin semnificative intre indicii de lipofilicitate cromatografici
(estimati pe coloanele C16, CN si respectiv cei estimati pe placile cromatografice RP-18, RP-
18W si CN) si majoritatea valorilor log P calculate.

Utilizand parametrii experimentali de lipofilicitate determinati prin cromatografie de lichide de
inaltd performanta, au fost dezvoltate modele performante de predictie a lipofilicitatii
compusilor din clasa colorantilor alimentari sintetici.

Descriptorii selectati in ecuatiile celor mai performante modele de predictie a lipofilicitatii
compusilor din clasa colorantilor alimentari sintetici, vizeaza atat aspecte bi- si tri-dimensionale
ale structurii moleculare, cat si aspecte privind topologia, conformatia, indicii de conectivitate
si respectiv unele proprietati moleculare ale compusilor.

Cele mai performante modele de predictie aratd cd volumul van der Waals, electronegativitatea
Sanderson si respectiv polarizabilitatea atomica reprezintd proprietiti de baza care definesc

lipofilicitatea colorantilor alimentari sintetici.
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