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Introducere

Potentiala contaminare a apei si solului cu pesticide si hidrocarburi
aromatice policiclice (PAHs) eliberate in mediu, ca rezultat al activitdtilor umane,
a determinat masuri legislative restrictive 1n scopul protectiei ecosistemelor
naturale si sanatatii umane. Lista pesticidelor acceptate ca mijloace de combatere a
daunatorilor este completatd si modificatd periodic in functie de descoperirile
privind efectul biologic asupra ecosistemului si organismului uman.

Evaluarea concentratiilor de pesticide in apa si sol necesitd metode
analitice capabile sa cuantifice simultan un spectru larg de compusi cu diferite
structuri si activitati biocide. Cromatografia, in special RP-LC, este cea mai
potrivitd tehnicd analitici pentru determinarea pesticidelor si hidrocarburilor
aromatice policiclice Tn matrici complexe de mediu. Costurile ridicate si timpul
indelungat necesar strategiilor empirice de optimizare a metodelor RP-LC au
determinat propunerea a variate metodologii de predictie a retentiei
cromatografice. Modelarea retentiei analitului ca functie de structura moleculara a
acestuia si de proprietdtile sistemului cromatografic dat este larg utilizatd n
predictia retentiei multor clase de compusi [184,185]. O predictie a retentiei
suficient de exactd poate permite simularea separarii componentilor unui amestec
fara sa se mai realizeze experimente suplimentare.

Scopul acestei lucrdri este sd ofere informatii pertinente privind
comportarea la retentia cromatograficd a unor clase de compusi cu o importanta
relevanta Tn domeniul protectiei mediului.

Lucrarea este structuratd Tn doud parti: o parte teoreticd si o parte
experimentala.

Partea teoreticd, structuratd 1n sase capitole trateazd aspecte privind
modelele care descriu retentia RP-LC, descriptorii moleculari utilizati in studiile
bazate pe relatiile dintre structurd si retentia cromatograficd (QSRR). Sunt
moleculard care guverneazd numeroase $i variate procese fizico-chimice si
biologice si care descrie comportarea unui compus intr-un mediu natural, biologic
sau cromatografic. Sunt explicate totodatd tehnici de analizd a datelor care
coreleaza proprietdtile experimentale cu structurile moleculare calculate cu
ajutorul unor instrumente ale chimiei cuantice. Informatiile prezentate In aceastd
parte sunt sustinute de peste doud sute referinte bibliografice, Tn majoritate din
perioada ultimilor zece ani.

Partea experimentald cuprinde opt capitole dedicate comportarii la retentia
RP-LC a unor pesticide si PAHs utilizand diferite tipuri de faze stationare, analizei
si compararii valorilor de hidrofobicitate obtinute cu valori calculate ale unor
descriptori precum si dezvoltarii unui model validat de predictie a retentiei LC a
unor pesticide din diferite clase.

Rezultatele cercetarilor cuprinse in aceastd parte au fost publicate in reviste
de mare prestigiu din strainatate si din tara.
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(numerotarea tabelelor si figurilor este cea din teza de doctorat)
CAPITOLUL 2
PARTEA EXPERIMENTALA

Studiul intreprins 1n lucrare privind relatiile intre retentia LC si structura
unor clase de compusi cu o importantd relevantd in domeniul protectiei mediului a
urmarit:
- comportarea la retentia RP-LC si investigarea caracterului hidrofob al unor
pesticide si PAHs utilizand patru faze stationare (RP-18, RP-8, CN si fenil) si doi
modificatori organici in faza mobild, metanol si acetonitril [186];
- corelatia cantitativd a valorilor extrapolate rezultate din studiul retentiei cu unii
descriptori moleculari estimati prin metode cuantice [187];
- analiza si compararea valorilor de hidrofobicitate obtinute cu valori calculate ale
descriptorilor log K.y, log K. si Sy, utilizdnd diagrame si matrici de corelatie
[188];
- dezvoltarea unor modele performante de predictie a hidrofobicitdtii unor
pesticide din diferite clase utilizand descriptori calculati, regresia liniard multipla
si metodologia algoritmilor genetici 1n selectarea variabilelor [189].

2.2. Conditii experimentale

Retentia pesticidelor selectate a fost investigatd utilizdnd un sistem
modular LC Agilent 1100 alcétuit dintr-o unitate de degazare cu vacuum, pompa
cuaternard, autosampler, termostat pentru coloand si un detector cu lungimi de
undd multiple (MWD). Comportarea cromatografica a analitilor a fost studiatd pe
urmdtoarele patru coloane cromatografice (Zorbax Eclipse XDB, 4,6 x 150 mm, 5
um): C8, C18, CN si fenilsilicagel dublu endcapped. Experimentele HPLC au fost
efectuate la 25 °C, in conditii izocratice si cu un debit de 1 mL/min. Volumul
injectat a fost de 1 pL. Datele de retentie au fost colectate prin injectarea in
duplicat a fiecarei solutii metanolice continind 50ug analit /mL. Detectia s-a
realizat la 254 nm. Fazele mobile au constat Tn amestecuri binare de apd-
acetonitril si apa-metanol a caror proportie de solvent organic a variat de la 25 %
pana la 80 % (v/v), cu un increment constant de 2,5 %.

Timpul mort (t;) al coloanelor a fost determinat prin injectarea unei
solutii metanolice continand uracil. Valorile medii ale timpilor morti, estimate
pentru fiecare fazd mobild prin masurarea timpului de retentie al uracilului, au
fost: tO(C18)= 1,414 min, to(cg)= 1,487 min, tO(CN)= 1,689 min Sl tO(Ph)= 1,572 min
cand s-a utilizat metanol ca modificator organic si tycisy= 1,275 min, tycg) = 1,308
min, tyeny = 1,506 min §i topny = 1,372 min clnd s-a utilizat acetonitril ca
modificator organic.



2.3 Constante de partitie benzen/apa estimate din retentia LC
utilizand faza stationara fenil-silicagel

Dependenta retentiei cromatografice de concentratia modificatorului
organic (C,,) pentru o fazd mobild binard In RP-LC a fost studiatd cu ecuatia
Soczewinski-Snyder) [43,95,190]:

logk’ =0+ p Cy 2.1

in care o reprezintd logaritmul factorului de capacitate care se obtine prin
folosirea componentei apoase ca eluent (C,, = 0) si B este panta datelor
experimentale din graficul de regresie liniard, considerat uneori ca o masura
generald a puterii de elutie a solventului organic.

Daca la retentia cromatograficd pe fazele stationare hidrofobe C8 si C18,
partitia cromatograficd urmeaza partitia intre octanol si apd, prin similitudine
putem spune cd partitia analitilor intre faza mobild si fenil silicagel urmeaza
partitia intre benzen si apa. Extrapolarea factorilor de retentie din dependentele
studiate, pentru o compozitie a fazei mobile doar apa ar indica valoarea constantei
de partitie apa/benzen. Aceasta a fost calculatd cu urmatoarea relatie:

VY
logK,, =a— logvi 2.2)

mp

Rezultate si discutii

Figura 2.1 redd un exemplu de cromatograma Iinregistratd pentru
compusii investigati in conditiile cromatografice prezentate in subcapitolul 2.2. in
figura 2.5 sunt prezentate reprezentarile grafice ale unor dependente liniare
obtinute. Valorile mari ale coeficientilor de corelatie ai regresiilor (r">0,9900) sunt
un indicator al liniaritdtii bune pe Intreg domeniul de concentratie atit al
acetonitrilului cat si al metanolului.
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Valorile experimentale pentru log Ky,, obtinute pentru acesti compusi prin
metodele shake-flask, precum si printr-o metodologie teoreticdA nu sunt nca
disponibile. Valorile log K, din experimentele de retentie au fost comparate cu
valorile teoretice ale log K,y. in ambele situatii, valorile log Ky, obtinute din
experimente de retentie utilizind acetonitril sau metanol ca modificator organic in
faza mobild au acelasi ordin de marime ca valorile corespunzatoare obtinute prin
procedeul teoretic (metodologia fragmentelor) si prin procedeul shake-flask.
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Figura 2.5. Relatii intre retentie (log k') si compozitia fazei mobile pe faza stationara fenil -
silicagel utilizand acetonitril respectiv metanol ca modificator organic in faza mobila,
pentru compusii studiati.

Valorile mici ale coeficientilor de corelatie pot fi explicate totusi, prin
apartenenta analitilor la diferite clase structurale si posibilelor implicatii ale
moleculelor de acetonitril 1n interactiile n-n cu grupdrile fenil din faza stationara.
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La reprezentarea graficd a valorilor log Ky, din datele de retentie versus log K,
din datele experimentale s-au observat corelatii mai bune Intre valorile
experimentale obtinute prin metoda shake-flask si valorile obtinute in studiul de
retentie utilizand acetonitrilul ca modificator organic, prezentate in figura 2.7 (r =
0,8882). In cazul utilizarii metanolului ca modificator organic, corelatia a fost mai
slaba (r =0,8132).

3.2

10,8882

3.0 1

2.8

2.6

2.4
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log K, /"%

logK, ™"

Figura 2.7. Corelatia dintre constantele de partitie octanol/apa estimate prin metoda shake-
flask si valorile experimentale pentru log Ky,, utilizand acetonitril ca modificator organic.

2.4 Parametri termodinamici ai retentiei cromatografice
pe faza stationara fenil-silicagel

In scopul estimirii principalilor parametri termodinamici, entalpia
standard si entropia, implicati in procesul de elutie al erbicidelor studiate, s-a
aplicat o elutie in modul izocrat cu un amestec binar acetonitril-apa (30:70, v/v)
pentru fiecare solutie individuald, in aceleasi conditii cromatografice, dar la
temperaturi diferite situate in intervalul 20-45°C, cu un increment de 5°C.

Pentru o anumitd compozitie a fazei mobile efectul temperaturii asupra
retentiei este descris, In general, de relatia van't Hoff [194]:

AS’ AH’ 1

R R T
Reprezentarea liniard a dependentei In k' in functie de 1/T a fost verificatd pentru
fiecare analit si este data de ecuatia:

7 VS
Ink”=In—2+

mp



1
Ink'=a+b-—
T
in care a si b sunt parametri de regresie.

Rezultate si discutii
Reprezentarile grafice din figura 2.12 prezinta corelatii bune intre In k' si
UT (% >0,99). Aceastd dependenta liniarda demonstreazd cd mecanismul de

retentie se bazeazd in principal pe interactii hidrofobe [196]. Valorile AH 0 si

AS calculate din datele de retentie sunt prezentate in tabelul 2.6.

Isoproturon
Monolinuron
Diuron
Linuron
Propanil

s>

1.8 : T . T . T . T . T . T . .
0.00310 0.00315 0.00320 0.00325 0.00330 0.00335 0.00340 0.00345
1T

Figura 2.12. Relatia dintre retentie (In k') si 1/T

Analizand datele din tabel, se observa cd valorile variatiei entalpiei si
entropiei sunt mari pentru acesti compusi hidrofobi. Contributia entalpiei la
procesul de retentie Tn faza inversa, cu valori cuprinse intre -0,94 si -11,41 kJ-mol
! este mai mare decit variatia entropiei la partitia analitilor studiati Intre fazele
mobil si stationara de la - 6,21 pana la -15,96 J-mol 'K
Acest lucru semnifica faptul ca procesul de retentie este termodinamic determinat
de entalpie, asa cum a fost demonstrat si Tn alte aplicatii pentru fazele stationare
octil- si octadecil-silicagel, de exemplu pentru hidrocarburi aromatice [197], fenoli
[198] sau aminoacizi [199]. Se poate concluziona ca acest model termodinamic
este util 1n tratarea teoreticd a procesului de retentie in RP-LC. O modificare
negativa 1n entropie este legatd de structura fazei mobile si de ordonarea acestor
analiti datoritd interactiilor hidrofobe si n-m cu grupdrile fenil din faza stationara.
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Tabel 2.6. Parametri de regresie la variatia temperaturii i proprietati termodinamice
estimate la retentia unor erbicide pe fenil-silicagel.

Parametri de regresie Parametri termodinamici
Analit . R P AHC AS°
(kJ-mol ™) (J-mol'K™)

Diuron -1,8108 | 1178,02 | 0,9936 -9,79 -10,37
Monolinuron -2,4825 | 1372,51 | 0,9961 -11,41 -15,96
Isoproturon -1,3103 1007,79 0,9955 -8,38 -6,21
Linuron -2,2426 | 1536,01 | 0,9995 2,77 -13,97
Propanil -1,9545 | 1316,11 | 0,9927 -0,94 -11,57

2.5. Corelatii cantitative intre retentia RP- LC
si parametrii moleculari pentru unele pesticide

S-a studiat comportarea la retentie a unor erbicide (diuron, isoproturon,
linuron, monolinuron, propanil) si insecticide organofosforice (diclorvos,
fenitrotion, cumafos, foxim) pe fazele stationare RP-18 si RP-8 si utilizdnd doi
modificatori organici In compozitia fazei mobile. Valorile factorilor de capacitate
extrapolate rezultate din aceste studii de retentie s-au corelat cantitativ cu unii
descriptori moleculari estimati prin metode cuantice.

in acest studiu, s-au aplicat atdt modelul chimic cuantic PM3 cat si
sistemul de calcul DFT. La modelul chimic cuantic PM3 [200] s-a adaugat
modelul de solvatare SM5.42 [201], care a fost de asemenea parametrizat pentru P
in cadrul programului AMSOL.

Calculele DFT au fost efectuate in Gaussian 03. Dupa o cautare
conformationald preliminara, s-a efectuat optimizarea completd a geometriei de
echilibru pentru cel mai stabil izomer de conformatie.

Regresii liniare (72 =1) au fost aplicate pentru dependentele experimentale intre
k" si C, pentru ambele tipuri de faze stationare precum si pentru cei doi

modificatori organici utilizati Tn acest studiu.




Rezultate si discutii

Valorile extrapolate ale factorului de capacitate pentru faza mobila
contindnd numai componenta apoasd, k,, au fost corelate intre ele sau cu
parametrii moleculari calculati prin metode cuantice. Parametrul extrapolat log k,,
s-a dovedit a fi dependent de modificatorul organic adaugat in faza mobila. Cele
mai bune corelatii ale datelor au fost obtinute in cazul in care s-a utilizat
acetonitril ca modificator organic in faza mobila:

logKS* =0,5914-1og K" +0,6923 (r =0,9351) (2.10)
logK<"® =0,5853 - log K" +0,7275 (r =0,9675) (2.11)

Problematica acestui studiu a fost aceea de a gisi parametrii chimici
cuantici relevanti care ar putea descrie cantitativ procesul de retentie si
posibilitatea de a corela rezultatele teoretice cu date experimentale. Dat fiind ca
moleculele din setul studiat sunt pesticide care apartin unor clase diferite de
compusi organici, derivati din uree sau care contin grupari tio(fosfat), energiile
libere de solvatare Tn octanol (AGg,),, 1 in apd, (AGg)w, au fost calculate cu
ajutorul metodelor computationale In kcal/mol. Parametrii calculati:

A(AGSOI) = (AGSOI )o - (AGsol )w (214)

avand semnificatiile din schema din figura 2.19.

M(in vacuo)

(AGsol)o (AGsol)w
A(AGsol)

M(octanol) S E— M(water)

Figura 2.19. Ciclul termodinamic al proceselor de solvatare in octanol (o) si apa
(w) a moleculei de analit (M).

Diferenta dintre energiile de solvatare, A(AG ), caracterizeazd echilibrul de

solvatare octanol/apa si poate fi corelatd liniar cu parametrul k,, extrapolat din
valori experimentale prin urmatoarea relatie:

InK,_, =-A(AG,,)/RT (2.15)

Interactia specificd cu formarea de legdturi de hidrogen cu moleculele
mediului este de asemenea, implicatd in procesul de retentie. Totusi, modelele
continuumului de solvatare nu iau in considerare aceastd tendintd a moleculelor
solventului de a forma legaturi de hidrogen. Pentru rezolvarea acestei probleme s-
a luat In considerare potentialul electrostatic, ESP (a.u.). Acest parametru este
considerat o masura potrivitd a capacitatii unei molecule de a accepta legaturi de
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hidrogen. In comparatie cu sarcina atomici a heteroatomului respectiv, potentialul
electrostatic are avantajul ca descrie in mod eficient cAmpul electric cu care
interactioneaza atomul de hidrogen in regiunea in care are loc interactia. In ultimii
ani, au fost publicate in literaturd mai multe modele care descriu capacitatea de a
forma legaturi de hidrogen in termeni ESP [209-212].
Parametrii DFT calculati sunt prezentati in tabelul 2.9.

Pentru a rezuma partea teoretica, din punctul de vedere al mecanicii
cuantice, procesul de retentie poate fi descris de un parametru care ia in
considerare 1ntr-o manierd implicitd efectul diferit al solvatarii in octanol si apa si
de un altul care este corelat cu tendinta de a forma legaturi de hidrogen. Astfel,
atat interactiile specifice cat si cele nespecifice sunt descrise de corelatia
multiliniard a log k,, experimental cu energia liberd pentru procesul de partitie
octanol-apa si potentialul electrostatic al centrilor de acceptare a legaturilor de
hidrogen in analit

Tabel 2.9. Parametrul DFT calculat A(AG,,,) [kcal/mol],
ESP [a.u.] cel mai negativ si gruparea pe care este localizat.

Pesticid A(AG,,) ESP, Gruparea
Diclorvos -9,36 -0,068 P=0O
Isoproturon -6,56 -0,083 C=0
Diuron -7,52 -0,074 C=0
Monolinuron -7,72 -0,072 C=0
Propanil -7,27 -0,073 C=0
Linuron -8,65 -0,068 C=0
Fenitrotion -11,62 -0,068 NO,
Cumafos -14,56 -0,079 P=S
Foxim -13,60 -0,069 CN

2.6 Hidrofobicitatea unor pesticide si PAHs estimata prin
cromatografia de lichide de inalti performanta si
calculati prin diferite metode

Caracterul hidrofob al unor pesticide si PAHs a fost investigat prin RP-
HPLC pe patru faze stationare diferite: RP-18, RP-8, CN si Fenil, utilizind ca faze
mobile amestecuri binare acetonitril-apd si metanol-apa.
Valorile de hidrofobicitate obtinute au fost analizate si comparate cu anumite
valori calculate log P, coeficienti de partitie octanol-apa (log K,,,), coeficienti de
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partitie a carbonului organic (log K,.) si solubilitati in apa (S,,). De asemenea, a
fost investigata influenta solventului organic asupra estimarii hidrofobicitatii prin
utilizarea metodologiei de analizd a unui component principal (PCA).

Anterior calculului, structurile compusilor au fost create si optimizate In
prealabil cu ajutorul procedeului Molecular Mechanics Force Field (MM+) inclus
in HyperChem version 7.5 [222]. Geometriile optimizate au fost implementate in
programul de calcul Chem3D Ultra 8.0, in scopul obtinerii descriptorului de
hidrofobicitate CLOGP. Alti opt descriptori ai hidrofobicitdtii au fost calculati
online cu modulul de calcul internet ALOGPS 2.1-vcclab utilizdnd algoritmi
atomistici si electrotopologici (LogPey,, ALOGPs, AC logP, AB/LogP, miLogP,
KOWWIN, XLOGP2, XLOGP3) [223]. in plus, ALOGPS 2.1 a oferit o serie de
indici de solubilitate calculati (ALOGpS, AC logS, AB/LogS). Toate aceste valori,
LogP si LogS, sunt completate de o serie de valori Log Kow si Log Koc
determinate experimental [224]. Toti descriptorii sunt listati in tabelul 2.18.

Rezultate cromatografice si discufii

In figura 2.28 este redat un exemplu de cromatograme suprapuse pentru
studiul comportdrii la retentia RP-LC a compusilor Prometon si Prometrin
utilizand diferite compozitii ale fazei mobile acetonitril — apa, pe toate cele patru
faze stationare. Dintre compusii investigati, caracterul cel mai hidrofob l-au
manifestat pesticidele organofosforice urmate de hidrocarburile aromatice
policiclice. Aceastd ordine este sustinutd de asemenea si de indicii de
hidrofobicitate obtinuti prin metode teoretice de calcul. La un studiu mai
indeaproape al structurii chimice a compusilor cei mai hidrofobi (Foxim, Cumafos
si Paration) se poate concluziona usor cd hidrofobicitatea este strans legatd de
lanturile etil legate de gruparea fosfat, de gruparile aromatice si substituientii
acestora.

Studiul influentei fazei mobile asupra comportdrii cromatografice a

evidentiat corelatii bune intre factorii de capacitate k ’ si fractiile de modificator
organic, mai mari de 0,99, cu exceptia Acenaftilenei si Fluorenului pe faza
stationara RP-18 (rzACN= 0,98). Reprezentdrile grafice ale corelatiilor intre
hidrofobicitate (log k) si suprafata hidrofoba specifica (S) sunt prezentate in
figura 2.32. Coeficientii de corelatie sunt foarte diferiti, variind semnificativ, in
timpul schimbarii naturii fazei stationare si a modificatorului organic. Corelatiile
corespunzatoare fazelor stationare fenil si cian au o semnificatie reald din punct de
vedere statistic deoarece valorile acestora sunt mai mari de 0,81 (fenil) si 0,99
(cian). Aceste rezultate sugereaza ca acetonitrilul, utilizat ca modificator organic
are o capacitate mai mare de discriminare a claselor de pesticide, ceea ce-l face
mai selectiv.
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Figura 2.28. Cromatograme suprapuse care redau comportarea la retentia RP-LC a
compusilor Prometon si Prometrin pe patru faze stationare (C8, C18, CN, Fenil),
utilizdnd 50 % acetonitril ca modificator organic in compozitia fazei

Interactiile specifice se pot observa din reprezentarea grafica a indicilor

de hidrofobicitate (figura 2.33). Independent de modificatorii organici, fazele
stationare RP-18, RP-8 si Fenil au indus interactii puternic hidrofobe cu analitii
investigati.
Prin aplicarea PCA la matrici formate de log kw, S sau @, prima componentd
principala (PC1) retine majoritatea informatiilor semnificative (log ky: 91,35%, S:
60,37%, @p: 90,21%), In timp ce primele doud componente principale
contabilizeazd mai mult de 87,31% 1in cazul S, si 96,08% respectiv 96,85% pentru
log kw si @o. Valorile proprii obtinute indica faptul ca primele doud componente
principale sunt suficiente pentru a oferi o ierarhie pertinenta a fazelor stationare in
conformitate cu modificatorul organic utilizat in fazele mobile (figura 2.34).
Printr-o examinare atentd a hartilor de hidrofobicitate se observad usor ca fazele
stationare fenil- si octil-silicagel conduc la rezultate foarte bine corelate, in timp
ce RP-18 apare ca fiind mai hidrofoba. Faza stationard cian se clasifica in toate
cazurile ca inducand cele mai slabe interactii hidrofobe.

Aceastd comportare este sustinutd de asemenea de caracterul sdu
hidrofilic ridicat. Hartile de hidrofobicitate indicd incd o datd, interactii
competitive existente intre gruparea cian a fazei stationare fatd de acelea
corespunzatoare ale fazelor mobile cu pesticidele si PAHs investigate.

Asemandrile mentionate mai sus sunt sustinute de valorile numerice
cuprinse in matricele de corelatie prezentate 1n teza.

Corelatiile observate Intre descriptorii de hidrofobicitate obtinuti si log
Kow si log K, care au atins valori de 0,93 respectiv 0,89, sunt semnificative din
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punct de vedere statistic si indica faptul ca hidrofobicitatea cromatografica poate fi
extrapolatd in cadrul studiilor QSAR pentru a estima parametrii importanti, ca de

exemplu log K, sau log K.

Fenil (ACN) Fenil (MeOH)
0.046 =08148 0.065
0.044 .
0.060 4
0.042 4
0.040 0.055
0.038 4 0.050
0.036
o © 0,045
0.034
0.0324 0.040 4
0.030 4
0.035
0.028 4
.
0.026 4 0.030
—— ————— T T T T T T T !
12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 20 25 80 35 40 45 50 55
logk, logk,
CN (ACN) CN (McOH)
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0.055-
0.045
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0.035
o
,, 0,040
0.030 00851
0.025 0,030
0,020 0025
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Figura 2.32.Corelatii intre hidrofobicitate (log k) si suprafata hidrofoba
specifica (S) corespunzatoare fazelor stationare investigate
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Tabel 2.18. Indici de hidrofobicitate si solubilitate obtinuti prin metode teoretice de calcul

Compus  |CLOGP 'l;"f ALOGPs szgp fngI/» L';‘gip KOWWIN | XLOGP2 | XLOGP3 | ALOGpS legs fﬁgé {“("g 1;(05
Diuron | 269 | 268 | 292 | 282 | 274 | 250 | 267 2.30 268 323 | 325 | 303 | 278 | 26
Isoproturon | 240 | 287 | 263 | 269 | 222 | 281 | 2384 246 287 247 | 265 | 264 | 232 | 238
Linuron | 301 | 320 | 282 | 236 | 300 | 293 | 2091 221 3.20 340 | 339 | 334 | 320 | 24
Monolinuron| 231 | 230 | 199 | 174 | 217 | 233 | 226 1,59 2,30 269 | 2,65 | 246 | 230 | 27
Propanil | 334 | 307 | 304 | 328 | 320 | 328 | 288 277 3.07 355 | 370 | 335 | 318 | 2.9
Dicdorvos | 177 | 147 | 127 | 166 | 143 | 067 | 060 121 143 335 | -144 | -1.06 | 071 | 1.45
Fenitrotion | 274 | 330 | 331 | 323 | 324 | 338 | 3230 3.30 3.30 407 | 379 | 434 | 320 | 3.06
Cumafos | 412 | 413 | 450 | 421 | 417 | 484 | 447 4.46 453 530 | 493 | 486 | 386 | 432
Foxim | 364 | 439 | 378 | 452 | 362 | 339 | 439 4.8 439 303 | 472 | -380 | 439 | 2.83
Paration | 338 | 387 | 376 | 378 | 380 | 376 | 3.3 392 383 437 | 404 | 457 | 383 | 37
Simazin | 239 | 208 | 248 | 208 | 227 | 225 | 240 1,20 218 324 | 276 | 289 | 218 | 2,44
Atrazin | 270 | 261 | 270 | 248 | 252 | 255 | 282 1,66 261 390 | 3.3 | 321 | 261 | 204
Propazin | 301 | 293 | 294 | 288 | 278 | 285 | 3.4 212 203 399 | 351 | 358 | 293 | 242
Prometon | 327 | 299 | 280 | 235 | 279 | 303 | 357 2,06 2,99 360 | 3.30 | 2,54 | 299 | 2,54
Prometrin | 351 | 351 | 331 | 277 | 398 | 332 | 373 224 351 384 | 3.62 | 376 | 351 | 26
Naftalina | 332 | 330 | 333 | 316 | 346 | 3.14 | 3,17 329 3.30 329 | 322 | 416 | 337 | 3,11
Acenaften | 377 | 392 | 401 | 366 | 416 | 327 | 415 361 392 450 | 377 | 489 | 392 | 379
Acenaftilen | 402 | 394 | 390 | 370 | 413 | 372 | 394 3.90 367 501 | 427 | -501 | 400 | 383
Fluoren | 408 | 418 | 426 | 412 | 421 | 383 | 402 391 418 482 | 433 | 515 | 418 | 415
Fenantren | 448 | 446 | 455 | 434 | 471 | 430 | 435 455 446 572 | 483 | 568 | 457 | 42
Antracen | 449 | 445 | 456 | 434 | 471 | 430 | 435 455 445 557 | 483 | -5.68 | 454 | 441
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2.7 Predictia hidrofobicitatii unor pesticide si PAHs utilizand
descriptori moleculari

In subcapitolul anterior, 2.6 a fost evidentiati hidrofobicitatea
cromatografica a unor pesticide. In acest capitol investigatiile au fost extinse la
predictia hidrofobicitatii pentru diferite clase de pesticide. Pentru aceasta, s-au
dezvoltat unele modele de regresie multiliniard utilizand rezultate cromatografice
si descriptori calculati direct din structurile lor moleculare. Pentru a construi
modele structura-hidrofobicitate pentru clase de pesticide cu structuri diferite au
fost folosite trei seturi de descriptori moleculari calculati cu programele: Dragon
Plus version 5.4 [227] Alchemy 2000 [228] respectiv ChemOffice 2004 [229].
Descriptorii calculati cu cele mai bune metode pot fi clasificati in: 2D (de
autocorelare, topologici, de conectivitate, valori proprii tip Burden), 3D (de
distributie radiala-RDF, WHIM, GETAWAY, descriptori ai proprietatilor
geometrice) si descriptori ai grupelor functionale, ai proprietatilor moleculare si de
conformatie, de sarcind. Modelelor de predictie au fost elaborate cu ajutorul
programului MobyDigs v.1.0 [231], utilizdnd metoda regresiei liniare multiple.
Variabilele cele mai semnificative au fost selectate utilizdnd algoritmii genetici
[230], metodologie inclusa in acelasi program.

Rezultate si discutii

Indicii de hidrofobicitate, obtinuti in conditii cromatografice diferite,
examinati in acest studiu sunt prezentati in tabelul 2.25. Cele mai bune modele,
validate intern prin procedura leave-one-out au ardtat faptul ca doar un numar mic
de descriptori ai analitilor apar ca fiind necesari pentru a obtine modele de
predictie a hidrofobicitatii pesticidelor semnificative statistic. La nivel global,
rezultate satisfacatoare au fost obtinute utilizand atat metanol cat si acetonitril ca
modificator organic in compozitia fazei mobile. Modelele derivate din descriptorii
calculati cu programul Dragon au fost, Tn toate cazurile, superioare sau similare
celor derivate din descriptorii calculati cu programul Alchemy. Aceste modele au
prezentat un coeficient de determinare a puterii de fitare (Rzﬁt) mai mare de
0,9885, 1n cazul descriptorilor Dragon i mai mare de 0,9728, in cazul
descriptorilor Alchemy. Seturile de descriptori selectati calculati in cele mai bune
metode, atit in cazul utilizarii metanolului cat si acetonitrilului, codifica informatii
chimice asemandtoare cu o contributie pozitivdi a polarizabilitatilor atomice,
moleculare si specifice si o contributie negativa a descriptorilor calculati fatd de
electronegativitatea atomica Sanderson; volumul atomic van der Waals; valori
absolute ale sarcinilor azotului si oxigenului Tn moleculd; sarcina pozitiva cea mai
mare a atomilor Tnh moleculd si suma valorilor absolute ale sarcinilor de pe fiecare
atom al moleculei, in toate cazurile.

Aplicabilitatea celor mai performante modele de predictie a fost evaluata
prin reprezentarea grafica a hidrofobicitatilor estimate de acestea si valorile
determinate experimental prin HPLC. Parametrii statistici calculati pentru
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evaluarea relatiei liniare dintre parametrii hidrofobicitatii obtinuti in studiile de
retentie si de predictie pentru setul de incercare de compusi studiati au ardtat ca
modelele pentru fazele stationare cian si fenil au o capacitate buna de predictie a
hidrofobicititii compusilor (R* > 0,9849 si R* > 0,9694 in cazul descriptorilor
Dragon si R* > 0,9718 si R* > 0,9227 in cazul descriptorilor Alchemy).

Desi robustetea satisfacatoare a modelului este o conditie necesard pentru
a avea o putere de predictie mare, capabilitatea de predictie realda a modelului este
evaluatd cu ajutorul unui set de testare extern care nu a fost utilizat niciodatd la
construirea modelului.

Totalul de 21 analiti studiati in aceasta lucrare se dovedeste foarte dificil

in a identifica un nou set care sa includa valori de lipofilicitate HPLC pentru a fi
semnificativ din punct de vedere statistic (sa aiba aceleasi conditii HPLC).
Prin urmare, s-a recurs la valorile experimentale ale coeficientilor de partitie
octanol/apa gasite in baza de date online World Agrochemical Yellow Pages
[233], pentru un set de alti 18 compusi din diferite grupe de pesticide prezentati n
tabelul 2.30.

Pe baza unor criterii de predictie, cele mai bune ecuatii pentru valorile
log k,,, ar putea prezice 98,33 % din variantd In cazul descriptorilor Dragon si
92,50 % in cazul descriptorilor Alchemy (figura 2.38).

Corelatii bune intre valori experimentale si prezise log k,,, au fost gasite
in cazul modelelor utilizdnd atat descriptorii Dragon cat si Alchemy ca variabile
independente (figura 2.39). Datoritd numarului mare de compusi testati ((Nes =
18) cu o mare diversitate structurala aceste doud modele validate pot fi utilizate cu
succes pentru estimarea coeficientilor de partitie ai unor pesticide noi si ai
derivatilor acestora. Acest lucru este sustinut foarte bine de catre valorile log k.,
reziduale mici (tabelul 2.30) obtinute la predictia coeficientilor de partitie ai
pesticidelor.

Pe baza criteriilor statistice, cele mai bune ecuatii pentru predictia
hidrofobicitatii pesticidelor aratd cad estimarea valorilor log k,, si log k,, pe baza
descriptorilor moleculari completeaza masurdrile cromatografice bine stabilite.
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Tabel 2.25. Coeficienti de partitie octanol-apa (www.agropages .com/database) si indici de hidrofobicitate HPLC
obtinuti pe diferite faze stationare pentru compusii din setul de incercare.

N, Coeficienti de CI3 C8 e CN Fenil
crt. Denumire oclt:,;lll.glt-lzpé
(log ko) MeOH | ACN | MeOH ACN MeOH ACN MeOH ACN

1| Diuron 2,784 2911 | 2,162 2,893 2,114 1,729 1,402 2,812 2,061
2 Isoproturon 2,319 2,536 2,138 2,513 2,103 1,557 1,312 2,865 2,003
3 | Linuron 3,201 3,325 | 2,798 3,337 2,719 2,047 1,648 2,938 2,497
4 | Monolinuron 2,300 2963 | 2,118 2,935 2,073 1,424 1,252 2,748 1,954
5 | Propanil 3,179 3,320 | 2,603 3,302 2,503 1,937 1,517 3,002 2,216
6 | Diclorvos 0,706 2331 | 1615 2,359 1,515 0,927 0,821 2,041 1,510
7 | Fenitrotion 3,204 3,649 | 2,673 3,563 2,712 2,714 2,279 4,141 2,330
8 | Cumafos 3,857 4,536 | 3,146 4,451 2,952 3,510 2,469 5,095 3,031
9 | Foxim 4,390 4,794 | 3207 4,593 3,365 3,544 2,828 5,189 2,803
10 | Paration 3,830 4,149 | 3232 4,071 2911 2,935 2,502 4,132 2,502
11 | Simazin 2,180 1,872 | 1414 2,091 1,348 1,223 0,821 2,042 1,256
12| Atrazin 2,610 2,372 | 1,893 2,642 1,825 1,508 1,092 2,521 1,643
13 | Propazin 2,930 2,876 | 2,369 3,205 2,290 1,812 1,364 3,026 2,030
14 | Prometon 2,990 3,005 | 2577 3,241 1,929 1,578 1,084 2,945 1,682
15 | Prometrin 3,510 3474 | 3,172 3,857 2,608 2,041 1,510 3,579 2,323
16 | Naftalina 3,370 3210 | 2,250 3,242 2,339 1,913 1,623 3,440 2,381
17 | Acenaften 3,920 3,883 | 2,748 3,885 2,571 2,493 1,981 3,431 2,686
18 | Acenaftilen 4,000 3359 | 2,459 3,594 2,357 2,373 1,889 3,621 2,607
19 | Fluoren 4,180 3,891 | 2,771 4,081 2,618 2,753 2,096 3,526 2,702
20 | Fenantren 4,570 4225 | 2,845 4,227 2,871 3,191 2,277 3,666 2,820
21 | Antracen 4,540 4375 | 2,930 4,349 2,942 3,303 2,349 3,788 2,892
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Tabel 2.30. Valorile coeficientilor de partitie octanol-apa experimentale §i prezise
luand 1n considerare cele mai bune modele de predictie dezvoltate

Denuqﬂr? . Valori prezise log k., Rezidual
Nr. comerciala a Valori
) : (log kow)
crt. setului de experimentale
pesti'cide (log kov) Eq.2 Eq.6 Eq.2 Eq.6
analizate
1| Buturon 3,00 288 | 2,633 0,122 0,367
2| Metoxuron 1,60 1,69 | 2,027 | -0,088 | -0427
3| Siduron 3,80 371 3692 | 0,089 0,108
4 | Tidiazuron 1,77 2,00 1599 | -0234 | 0171
5 Clomeprop 4,80 4,53 4,682 0,273 0,118
6 | Flufenacet 3.20 372 | 4189 | -0516 | -0,989
7| Mefluidid 2.02 1,62 | 2911 0402 | -0,891
8 Picolinafen 5,37 5,50 5,330 -0,130 0,040
9 | Clorfenvinfos 3,85 399 | 3,104 | -0,145 | 0,746
10| Dimetilvinfos 312 272 | 2059 | 0402 1,061
11| Mevinfos 0,13 0,14 | 0189 | -0,014 | -0,062
12 Monocrotofos 0,22 0,43 0,391 -0,215 -0,171
13| Rosfamidon 0,79 097 | 2331 | -0,176 | -1,541
14| propafos 3,67 3,69 | 3378 | -0,020 | 0,292
15| Terbumeton 3,04 273 | 2,625 0,306 0415
16| Dimetametrin 3,80 408 | 3517 | -0277 | 0,283
17| Simetrin 2,60 271 2956 | -0,108 | -0356
18 | Terbutrin 3,65 332 | 2813 0,328 0,837

(a)
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Figura 2.38. Valori log k,, prezise versus experimentale pentru setul de compusi de
incercare: (a) utilizand descriptorii Dragon; (b) descriptorii Alchemy.
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Figura 2.39. Valori log k. prezise versus experimentale pentru setul de compusi de testare
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2.8. Aplicatie analitica a studiului de retentie cromatografica

Metoda de determinare a unor insecticide organofosforice si erbicide ureice din
probe de apa

Studiile realizate in cadrul tezei s-au concretizat printr-o aplicatie practica,
valorificabild Tn domeniul protectiei mediului. Se propune o metoda de analiza
simultand Tn probe de apd a unor pesticide organofosforice (diclorvos, fenitrotion,
cumafos, foxim) si a unor erbicide fenilureice (monolinuron, linuron). Analitii
selectati sunt inclusi 1n lista substantelor prioritare in domeniul protectiei mediului. In
teza sunt prezentate conditiile optime de extractie in faza solida (SPE) a analitilor de
interes, precum si conditiile de separare si cunatificare a acestora prin cromatografie
de lichide de inalta performanta cu detectie MWD.

Faza mobild cu o compozitie acetonitril-apa (65:35, v/v), in conditiile de
elutie izocratd, separd cu succes semnalele cromatografice ale tuturor analitilor, cu o
rezolutie la linia de baza (figura 2.40). Valorile parametrilor cromatografici pentru
separarea realizatd in conditiile experimentale mentionate mai sus sunt redate in
tabelul 2.33.

Detectia simultand la 220 nm, lungimea de undd cea mai sensibild
corespunzatoare maximului de absorbtie a diclorvosului, si 254 nm pentru restul de

MWDT B, Sig=254,100 Ref=360,100 (MONOLINOISIG1000018.0)

Fenitrothion

5.269 -
8.773 - Cumaphos

2.277 - Dichlorovos

mi

Figura 2.40. Cromatograma unei solutii etalon mixt: diclorvos, monolinuron, linuron,
fenitrotion, cumafos si foxim. Concentratia In proba a acestora a fost: 5.2 pg/mL
monolinuron, 3.6 pg/mL linuron si 4.0 ug/mL pentru restul analitilor.
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Tabel 2.33. Valorile parametrilor cromatografici principali masurati pentru o
cromatograma etalon a celor 6 pesticide.

Timp | Factor
Analit de de Eficienta pic Rezolutie | Selectivitate
retentie | retentie | (talere/coloand) (Ry) (o)
(min) (k)
Diclorvos 2277 | 0,894 1766 3,313 1,541
Monolinuron 2.860 1,379 7228 6,898 1,646
Linuron 3,931 2,271 8018 6,596 1,490
Fenitrotion 5,269 3,384 8439 11,382 1,861
Cumafos 8,773 | 6,300 8298 2,440 1,130
Foxim 9,761 | 7,123 8502 - -

Eficienta extractiei a fost calculatd raportand valoarea de raspuns a probei
cu adaos Tnainte de extractie la cea a probei cu adaos dupa extractie. Recuperarea
totala, care include toate etapele de pregatire a probei de apa a fost determinata in
mod asemanator, cu exceptia faptului ca etalonul addugat reprezinta recuperarea 100
%. Eficienta extractiei a variat de la 75 % pana la 107 %.

Randamentele de recuperare totala utilizand metoda dezvoltata, care include
toate pierderile in timpul pregatirii probei, au variat de la 72 % pani la 96 %. in
lucrare sunt prezentate domeniile de liniaritate, ecuatiile de regresie liniara,
coeficientii de corelatie (r), limitele de detectie (LD) obtinute in conditiile
cromatografice ale metodei.

Metoda dezvoltatd a fost aplicatda la probe reale de apda de suprafata
prelevate din Delta Dunarii Tn cadrul unei monitorizari spatiale si temporale a calitatii
apelor si sedimentelor [246-248]. In probele recoltate nu s-au regisit concentratii
peste limitele de detectie ale metodei pentru niciunul dintre cele 6 pesticide studiate.
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CONCLUZII

Lucrarea de fatd a condus la elucidarea mai multor aspecte privind
corelatiile dintre retentia RP-LC si structura unui set de pesticide din diferite clase si
PAHs. Rezultatele studiului cuprins in lucrare includ si urmatoarele:

* dependenta liniard intre retentia LC si modificatorul organic, indiferent de
natura acestuia;

*  acetonitrilul are o capacitate mai mare de discriminare a claselor de analiti
investigati, reflectatd de corelatiile Intre log kw si S;

»  fazele stationare RP-C18, RP-CS8 si fenil au indus preponderent interactii
hidrofobe in timpul separarilor cromatografice indiferent de modificatorul
utilizat;

»  faza stationara cian se clasifica ca inducand cele mai slabe interactii cu
analitii studiati; sunt remarcate interactii competitive intre gruparea CN a
fazei stationare si cea a fazei mobile cu modificator organic acetonitril,
reflectate 1n corelatiile mai slabe ale indicilor de hidrofobicitate
experimentali cu cei obtinuti prin metode teoretice de calcul;

»  caracterul cel mai hidrofob l-au manifestat pesticidele organofosforice
(foxim, cumafos, paration) urmate de PAHs;

*  descriptorii de hidrofobicitate teoretici au condus la corelatii semnificative
cu indicii experimentali ai hidrofobicitatii; ALOGPs s-a remarcat ca fiind
cel mai eficient descriptor al hidrofobicitatii ;

» cele mai bune modele de predictie a hidrofobicitatii pesticidelor contin un
numar mic de descriptori ai analitilor ; aceasta ar putea indica faptul ca
numarul de tipuri de interactii analit-solvent si analit-faza stationara care
controleaza hidrofobicitatea este limitat;

* seturile de descriptori selectati, care au condus la rezultate bune, in cazul
utilizarii metanolului sau acetonitrilului, au la baza particularitati structurale
dependendente de sarcina;

» rezultatele acestor investigatii indica unele modele care pot fi folosite cu
succes pentru predictia hidrofobicitatii pesticidelor;

* din gama larga de variatii structurale 1n setul de incercare si 1n setul de

testare rezultd un domeniu mare de predictibilitate pentru modelele asociate
privind viitori compusi noi.
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