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APRESENTACAO

Esta tese de doutorado apresenta-se dividida em 5
capitulos, de acordo com a descricdo a seguir:

O primeiro deles (introducdo), resumidamente, justifica a
importancia da correlagao ehtre a estrutura dos compostos € algumas
de suas propriedades, assim como o emprego de estudos tedricos na
elucidacéao de estruturas, como um método alternativo ou auxiliar.

O segundo capitulo (fundamentos), aborda os diferentes
fundamentos e conceitos, os quais foram tomados como base neste
estudo, desde os aspectos tedricos da relacdo entre estrutura e
propriedade na época da elabbragéo da tabela periddica, até os dias de
hoje, onde se utiliza este tipo de relagdo para prever o comportaménto
de determinada propriedade diante de certos aspectos estruturais.

Neste capitulo sao apresentados ainda os objetivos e as
justificativas do presente trabalho.

O capitulo 3 (experimentél) descreve 0 modo como foram
adquiridos os dados de retencdo cromatograficos e os descritores
moleculares, bem como as suas otimizacoes.

A descricdo é feita por grupo de compostos empregado.

No quarto capitulo, (resultados e discussoes), Ssao
apresentadas as principais equagdes propostas para descrever a
retencao dos grupos de compostos estudados, sendo feitas discussoes a

cerca dos descritores envolvidos nestas equacgodes, e de suas relagoes
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com a retencao no sistema cromatografico. As discussoes sdo baseadas
tanto nos dados estatistiéos apresentados; como na coeréncia dos
descritores selecionados. Graficos mostram as dispersdes entre os
valores de indices de Kovits experimentais e os calculados através dos
modelos propostos.

No capitulo 5, (coriclusdo), sdao apresentadas as principais
conclusoes obtidas, a partir das equagoes propostas.

A seguir sao apresentadas as referéncias, com toda a
bibliografia utilizada neste trabalho.

Em ahexo sdo apresentadas as publicagées em periodicos

resultantes até o momento.
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RESUMO

Neste trabalho foi aplicada a relacdo quantitativa entre
estrutura e retencio cromatografica (QSRR), empregando diferentes
descritores moleculares para grupos de compostos com grande
importancia e aplica(;éo farmacologica, tais como acétofenonas,
cumarinas e triterpenos para identificar os fatores responsaveis pela
retencao cromatografica e assim auxiliar na previsdo da retencéo de
compostos similares.

Para encontrar as equacdes que melhor descrevessem a
retencdo dos compostos estudados, utilizou-se o método da regressao
linear maltipla.

A area total, A, foi um dos descritores mais signifit:ativos na
descricido da retenééo cromatogréﬁca dos trés grupos de compostos -
empregados. Isto demonstra que este é um fator importante nas
interacoes entre o soluto € a fase estacionaria de baixa polaridade, nos
quais as interagoes dispersivas sao predominantes.

Os outros descritores envolvidos foram de ajuste, uma vez
que serviram para melhorar e explicar os fatores também relacionados
com a interacdo soluto-fase estacionaria. Estes descritores, tais como a
energia do orbital molecular ocupado de mais alta energia, Eunowmo, indice
do estado eletrotopolégico, S;, € indices de conectividade molecular de
valéncia de diferentes ordens, 3XV., *XV,. e °XVp, estdao relacionados a

fatores eletronicos, assim como a presenca e grau de ramificacoes.
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bs parametros estatisticos, obtidos nas equagdes para os
trés grupos de compostos empregando-se o método de regressao linear
multipla, foram de boa qualidade. Os valores dos coeficientes de
correlacdo, r, obtidos, ficaram acima de 0,9 e dos coeficientes de
validacédo cruzada, r?., que dao a predictabilidade do modelo, também
foram satisfatérios (na faixa de 0,84-0,9), mostrando a estabilidade do
mesmo.

Estes resultados demonstraram que € possivel aplicar a
relacdo quantitativa entre estrutura e retencdo (QSRR) para gerar
modelos capazes de descrever com boa aproximac¢do a retencao de
compostos com caracteristicas estruturais semelhantes.

Foi desenvolvido um novo indice topologico, aplicado
inicialmente para alcanos e posteriormente para alcenos com o objetivo
de diferenciar os isébmeros cis € trans.

Na elaboracdo do novo indice, Igr, (indice semi-empirico
topolégico) foram atribuidos valores distintos a cada atomo de carbono
na 'molécula (alcanos e alcenos}) baseados no comportamento
cromatografico experimental que é dependente de forcas que operam
entre as moléculas do soluto e as da fase estacionaria.

As regressoes lineares simples entre o indice de retencdo de
Kovats e 0 novo indice (Igr) para os isdbmeros cis e trans de alcenos com
cadeia linear de Cs-Ci4 (1-eno, cis e trans-2-, 3-, 4-, 5-, 6- ¢ 7 alcenos)

sdo 6timas (r=0,9999) com uma seqiiéncia de eluicao correta. O modelo
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apresentou um alto poder de predictabilidade, estabelecido pelo valor do
coeficiente de validacdo cruzada, r2e..

Este indice diferentemente dos demais ja existentes, mostra
que o novo método pode ser usado como uma ferramenta complementar
para a elucidacdo da estrutura ou para a previsao da retencao
cromatografica de alcanos ramificados e de isdomeros cis € trans de

alcenos.
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ABSTRACT

Quantitative structure-chromatographic retention
relationship (QSRR) was applied in this work using different molecular
descriptors, for groups of compound which have a great
pharmacological importance as coumarins, acetophenones and
triterpenes to identify the responsible factors for the chromatographic
retention and in this way to help in the prediction of the retention index
of similar compounds.

The multiple liriéar' regression was applied to obtaining the
best equations, that describe the chromatographic retention of the
compounds studied.

The total area, Ar, was one of the most sjgnified descriptors
in the description of the chromatographic retention of the three groups
of studied compounds. This demonstrates that 1t is an important factor
‘in" the interactions between the solute and the stationary phase of low
polarity, where the dispersive interactions are predominant.

The others involved descriptors were of adjustment, once
they were good to improve and also to explain other factors related with
the interaction solute-stationary phase. These descriptors, such as the
highest occupied molecular orbital, Enomo, the electrotopological state
index, S;, and molecular connectivity index of different orders, 3XVc, 4XVpe
and °XV,, are related to electronic factors, as well as to the presenée and

degree of branches.



XXIi

The statistical parameters obtained in the equations for the
three groups of compounds being used thé method of multiple linear
regression, were of good quality. The obtained values of the correlation
coefficients, r, were above 0,9 and of the cross validation coefficients,
2, that give the model predictability, they were also satisfactory (range
of 0,84-0,9), showing the stability of the proposed model.

These results showed that it is possible to apply
quantitative structure-retention relationship (QSRR) to generate models
capable to describe with good approach the retention of compounds
with similar structural characteristics.

A new index, lgr, ( semi-empiric topological index) was
developed being applied firstly for alkanes and after for alkenes with
aim to differentiate cis- and trans — alkenes isomers .

In the elaboration of the new index, Igr, (semi-empiric
topological index) different values were attributed to each carbon atom
in the molecule (alkanes and alkenes), based in the experimental
chromatographic behavior, that are dependent of forces that operate
between the solutes and the stationary phase.

The simple linear regressions between the Kovats retention
index and the new index (lgr) for branched alkanes and cis- and trans-
alkenes isomers with linear chain of C5—C14 (1-ene, cis and trans-2 -, 3
-, 4 -,5- 6 - and 7 alkenes) it is very good (r=0,9999) and with a
correct elution sequence. The model showed a high predictive ability as

established by cross-validation values, r2,. Showing that the new
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method may be used as a complementary tool for elucidation of the
molecular structure or for prediction of the chromatographic retention
of the alkenes with cis- and trans- isomeric structures and branched

alkanes.
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1.1 Introduciao Geral

Inimeras pesquisas tém sido realizadas, com o objetivo de
encontrar ou aperfeigoar técnicas analiticas que possam ser utilizadas
na caracterizacao e identificacédo de compostbs.

A grande preocupacdo analitica com as questdes
ambientais, de saude, de alimentacdo, assim como o surgimento de
rotas sintéticas alternativas e novas matérias-primas, faz com que haja
a necessidade de se controlar ou identificar os compostos envolvidos
nestes processos. Deve-se ainda considerar que além do baixo -custo, é
de grande importancia que os métodos analiticos a serem utilizados
devam usar as menores quantidades possiveis de reagentes e amostra,
assim como serem efetuados com o menor nuimero possivel de etapas
dev manuseio, minimizando-se com isto os riscos de contaminac¢des
ambientais pelos reagentes e perda ou contaminagao da amostra.

Técnicas analiticas tais como GC e GC-MS, apesar de serem
amplamente utilizadas e de grande importancia para a identificacdo de
compostos, necessitam de padrées, os quais sdo usados para comparar
seus dados com os das amostras desconhecidas, a fim de identifica-las.
Porém, nem sempre estes padroes estido disponiveis ou sdo acessiveis.

Procurando atender a estas questdes, modelos matematicos
tém sido propostos como um método alternativo e uma ferramenta
analitica para auxiliar na caracterizacdo e identificacdo de compostos.

Eles sdo obtidos a partir da quantificacdo das relagdes existentes entre
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a estrutura quimica de uma molécula e determinada propriedade que
lhe seja caracteristica, utilizando-se cofrelac;ées simples ‘e multiplas
entre propriedades dos compostos sob estudo e diferentes parametros
estruturais. A andlise e compreensao destas relagdes é feita através de

estudos da relagdo quantitativa entre estrutura e propriedade (QSPR).

1.2 Cromatografia Gasosa

A introdugao da cromatografia gasosa, em 1952, por James €
Martin!, foi um importante marco na quimica analitica, que mais tarde
contribuiu para que importantes estudos envolvendo esta técnica
tivessem éxito.

A cromatografia em fase gasosa?* ou simplesmente
cromatografia gasosa ¢ um método fisico-quimico de separagido onde as
moléculas do soluto sdo transportadas por uma fase mével gasosa que
passa através de uma coluna a qual esta internamente revestida com a
fase estacionaria. A medida que os compostos eluem da coluna,
regulados pelo tempo que as moléculas permanecem em contato com a
fase estacionaria, elas passam pelo detector, que entdo envia sinais a
um sistema de aquisi¢cdo de dados, o qual os transforma em picos
caracterizando a presenga de um determinado componente do
composto.

Existem diversos tipos de detectores3, adequados as mais
diferentes matrizes. Diversas também sao as fases estacionarias

disponiveis.
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Sendo a cromatografia gasosa uma das técnicas mais
empregadas atualmente para analise em quimica, ela é muito 1util para
ajudar a determinar a composicdo de diversas substancias, com
eficiéncia, reprodutibilidade e sobretudo em um tempo relativamente
curto. Aliados a todos estes fatores, estdo ainda o custo relativamente
baixo e a disponibilidade dos acessérios utilizados pela técnica. Além
destas, existem outras caracteristicas que tornam a c'romatograﬁa um
método usual de analise, que sao a seletividade e a possibilidade de
uma quantidade reduzida da amostra.

Na cromatografia gas-liquido?-4, técnica analitica empregada
neste trabalho para a obtencao de dados experimentais, a Aseparagéo
ocorre por partigcdo da amostra entre a fase mével gasosa e uma camada
fina de um liquido néo volatil (de baixa pressao de vapor) a temperatura
de trabalho, e de alta estabilidade quimica. A separacao decorre das
diferencas de solubilidade dos componentes da amostra na fase
estacionaria3, devido as diferentes interacdes que ocorrem entre as

moléculas do soluto e aquelas da fase estacionaria.
1.3 Indice de Retencdo de Kovits
Desde o comego do uso da técnica de cromatografia gasosa,

os dados de retencao publicados eram apresentados de diferentes

formas e deste modo sua utilizacdo em diferentes laboratérios era
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limitada. Porém, com a elaboragdo do conceito de indice de retencéo de
Kovats em grande parte estes problemas foram solucionados.

Em 1958, Kovats® introduziu o conceito de indice de retencéo
em cromatografia gas-liquida (GLC). Com este conceito, além de
uniformizar as informagdes a respeito da retengédo de compostos, pode-
se utiliza-lo para desvendar e compreender as relagdes existentes entre
os indices de retengao e grandezas fisico-quimicas relacionadas a
cromatografia gas-liquida. Estas grandezas podem ser o ponto de
ebulicdo, peso molecular, niimero de atomos de carbono e outras.

KovatsS verificou que para uma série homoédloga de n-
alcanos, existia uma relagéo entre o numero de atomos de carbono e
um valor calculado segundo a equacgao (Eq. 4) por ele proposta, o qual,
era 100 vezes.o numero de atomos de carbono de um alcano hipotético
com o mesmo tempo de retencdo ajustado. A este valor foi dado o nome

de indice de retencao de Kovats.

logt'» —logt',,

1) =100z +100

logt'y,.1y—l0gt's,

Onde Iqny € o indice de retencdo da substancia x a uma dada
temperatura, t’rx € o tempo de retencdo ajustado da substancia x, t’rz €
o tempo de retengéo ajustado de um alcano com 2z atomos de carbono,

que elui imediatamente antes da substancia x, € t’re+1 € 0 tempo de
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retengéo ajustado de um n-alcano com 2+1 atomos de carbono, que elui
imediatamente apés a substancia x.

Desde o comeco do uso da técnica de cromatografia gasosa,
os dados de reteng¢do publicados eram apresentados de diferentes
formas e deste modo sua utilizacdo em diferentes laboratérios era
limitada. Porém, coin a elaborag¢ao do conceito de indice de retencio de
Kovats em grande parte estes problemas foram solucionados.

Nos anos que sucederam-se a proposta do conceito de indice
de retencao, muitos pesquisadores, dentre eles, os citados nas
referéncias 6-9, interessaram-se pelo assunto, descrevendo varios
aspectos tedricos e praticos envolvendo este conceito.

Os anos de 1964 e 1969 foram importantes para o
progresso nos estudos referentes ao conceito de indice de retencéo. Foi
em 64 que as questdes mais importantes e os conhecimentos a respeito
dos indices de retencdo foram abordados durante o 2° Simpodsio
Internacional sobre Cromatografia Gasosa, ocorrido em Houston nos
Estados Unidos. Nesta oportunidade foram discutidas varias fontes de
erros na determinacdo dos indices de retencdo. O chamado Sistema de
Indices de Retencdo (SIR) foi entdo criado por Ettre. Em 69 foi
consolidado o SIR,_ na ocasido do 5° Simpdsio de Métodos de Separacao:
Cromatografia em Coluna em Lausanne (Suiga).

Nos anos 80, houve um progresso dos trabalhos e pesquisas

envolvendo indices de retenciao e estrutura molecular.
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Em cromatografia gasosa, a propriedade diretamente
medida € o tempo de retencao total. Este valor é a soma de dois fatores,
tempo morto (tm) € tempo de reten¢do ajustado (t’r), conforme a seguinte
equacao:

tr=1tu + tr (2)

Em condi¢oes isotérmicas, os indices de retencéo de Kovats
de compostos desconhecidos podem ser obtidos diretamente da
equagao:

Intr=blI + ¢ (I=100z) (3)
onde b e c sdo constantes.

Quando os tempos de reteng¢do ajustados sdo usados para
calcular os indices de Kovats, os parametros de retencido obtidos
dependem somente da temperatura e da fase estacionaria usada.

O valor de um indice de retencdo denota a posicdo de um
composto desconhecido em relagdo a um conjunto de n-alcanos, os
quais sao cromatografados em condi¢des idénticas ao compostol?. Eles
séo | usados em comparagdoes de analises feitas em um mesmo
laboratério ou entre laboratérios diferentes, em condicdes idénticas,
com o objetivo de identificar picos cromatograficos, com uniformidade
dos dados de retencéo.

Durante as comemoracdes dos 25 e 30 anos do Sistema de
Indices de Refengéo, Budahegyi e colaboradores!l:l2 em 1983 e 1989
publicaram dois trabalhos onde sdo mencionados e discutidos diversos

aspectos que dizem respeito direta ou indiretamente a determinagao,
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expressdo e relacdo dos indices de retengdo com outras propriedades.
Ressalta-se porém que estas relagdes dos indices com propriedades
foram analisadas na maioria dos casos para séries homodlogas e
hidrocarbonetos.

Varios aspectos envolvidos na obtencdo e compreensdo
destes dados de retengio, tais como tempo morto, erros, métodos de
determinag:éo,' relacdo entre as condi¢gdes de temperatura em que foram
determinados os indices, previsdo destes indices a partir de equagdes,
comparagao de métodos matematicos para obté-los, foram amplamente
discutidos por varios autores11-20,

Levando-se em conta que o conceito de Kovats foi
introduzido para dados obtidos isotermicamente, em 1963 Van Den
Dool e Kratz® descreveram a determinagdo e calculo de indices de
retencdo com programacdo linear de temperatura. Eles propuseram
uma equacdo, semelhante aquela descrita por Kovats, onde porém ao
invés de usar os tempos de retencdo (tr)dos compostos, emprega-se a
temperatura de retenc¢ao (Tr).

Ty —T
Iz, =100 z +100 { —& — "

TR(z+1) - TRz

Assumindo-se uma taxa de aquecimento linear de f°C/min

e usando-se o tempo de retencdo, a equagdo 7 pode ser escrita da

seguinte maneira:
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Iy =100 z +100 { Lo ~le 5)
t'R(z-H)_t'Rz

O calculo de indices de retengdo para casos onde o programa
de temperatura é combinado com periodos isotérmicos ou onde a
velocidade do programa é alterada durante a analise, é mais
complicado?1,

Outros métodos de calculo de indices de retencdo foram
propostos!3.21-25 a0 longo dos ultimos anos.

O indice de retengao € independente de alguns parametros
da técnica da cromatografia gasosa, tais como a natureza e a qualidade
da coluna capilar, assumindo que nao haja nenhum efeito das paredes
da mesma, apos adequado tratamento. Independe também da natureza
e dos parametros fisicos do gas de arraste (pressdes de entrada e saida,
fluxo, etc.), se estes parametros siao mantidos constantes. Entretanto,
alguns parametros afetam os valores dos indices de retencdo: 1)
Natureza quimica da substancia analisada - somente um indice
corresponde a uma estrutura quimica, em determinadas condigdes
cromatograficas, porém varias estruturas podem ter o mesmo indice de
fetengéo. Portanto, deve-se utilizar diferentes fases estacionarias e
diferentes temperaturas para se determinar a qual estrutura

corresponde um determinado indice.

2) Natureza quimica da fase estacionaria - dependendo da estrutura

quimica e das propriedades fisico-quimicas da fase estacionaria
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usada, os indices de retencéo terdo diferentes valores em uma mesma

temperatura para um dado composto.

3) Temperatura da coluna - a dependéncia do indice de retengdo em
relacdo a temperatura tem sido amplamente discutida desde a
introdugéo do Sistema de Indices de Retencgéo (SIR) na década de 60.
Por muitos anos admitiu-se a relagdo linear entre o indice e a
temperatura da coluna. Entretanto, os indices até entido foram
determinados na maior parte em fases estacionarias apolares e
alcanos foram usados como substincias modelo. Porém, com o
surgimento de novas fases, com polaridades cada vez maiores e de
outras substancias usadas para testar esta relagdo, a linearidade
desta relagdo tornou-se questionavel. Isto levou pesquisadores a
proporem uma equacdo ndo-linear aproximadall. Desta forma, a
relacido dos indices de retencdo com a temperatura pode ser descrita
por uma curva hiperbélica tipo Antoine:

I(TYy=A + B/(T +C) (6)

onde T é a temperatura da coluna (K) e A, B e C sao constantes?26,

1.3.1 Fontes de Erros na Determinacido do Indice de Retencio

Existem algumas fontes importantes de erros na
determinacdo dos indices de retencgdo: a) erros na determinagado dos
tempos de retengdo devido a quantidade de amostra, erros do analista

e erros de medida; b) erros na medida ou calculo do tempo morto;
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c) flutuagcées de parametros instrumentais ou cromatograficos

(temperatura da coluna e velocidade do gas de arraste).

1.3.2 Determinag¢io do Tempo Morto

O tempo morto, isto €, o tempo que uma substancia que
nao interage com o sistema cromatografico leva para percorré-lo nas
mesmas condi¢bes de analise das amostras, é um parametro importante
que aparece na equacio usada para expressar o indice de retencdo e
também influencia a precisdo das determinagdes destes indices.

Portanto, para determinar experimentalmente o tempo
morto, deve-se escolher substidncias que em determinadas condigdes
cromatograficas, ndo sejam retardadas pela fase estacionaria, ou seja,
nao tenham nenhum tipo de interagdo com ela.

Por ser tdo importante para a determinacdo do indice de
retencdo, varios autores!!-20 publicaram trabalhos sobre a determinacéao
do tempo morto, incluindo os métodos empregados, discussdo dos erros

e aspectos tedricos que envolvem a sua determinagédo experimental.



CAPIiTULO 11

Fundamentos Teoricos




CAPITULO II. FUNDAMENTOS TEORICOS 11

2.1 QSPR - Relacdo Quantitativa Estrutura-Propriedade

2.1.1 Conceito

A idéia de se correlacionar as fun¢ées das moléculas ou
atomos com seus aspectos estruturais, teve como marco fundamental, a
criagao da tabela periddica dos elementos. Mendeleyev, em 1870,
agrupou os elementos quimicos segundo suas propriedades através da
correlacao entre estrutura e propriedade.

Porém, antes mesmo de Mendeleyev agrupar os elementos
conforme suas propriedades e criar a tabela periédica, Crum Brown e
Fraser em 1867 criaram um dos primeiros modelos de estrutura-
propriedade??. Contudo, o conceito da relagdo quantitativa estrutura-
propriedade surgiu no inicio da década de 80, sendo explorado nos
trabalhos de Boskovik28. Ele contribuiu com a idéia fundamental de que
as substancias tém diferentes propriedades porque tém diferentes
estruturas. Esta idéia foi usada por Davy para justificar a diferenca
entre o diamante e o grafite29.30.

O estudo da relacdo quantitativa entre estrutura e
propriedade3!132 (QSPR- Quantitative Structure-Property Relationship),
analisa quantitativamente as- relacboes existentes entre descritores
estruturais de uma molécula, como os fisicos, quimicos, topolégicos,

geométricos ou eletronicos e determinadas propriedades, como a
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. retengdo cromatografica (QSRR- Quantitative Structure-Retention
Relationship) ou a atividade biolégica (QSAR- Quantitative Structure-
Activity Relationship). A meta é a obtencdo de uma indicacdo uniforme
de relacdo entre tais parametros e propriedades. Estas relagdes sdo
expressas através de modelos matematicos que permitem a previsao de
propriedades a partir de parametros estruturais. Esta expressao
matematica descreve como uma determinada propriedade, a atividade
biolégica ou a retencdo cromatografica, varia como uma funcido da
alteracdo das propriedades fisicas e/ou quimicas representadas por
descritores moleculares. Com isto € possivel identificar qual propriedade
fisica e/ou quimica esta relacionada com determinada mudanc¢a da
retencdo ou da resposta biolégica de um composto.

Considerando-se que as propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas de uma molécula estao intimamente relacionadas as suas
caracteristicas estruturais, o esqueleto molecular tem sido usado com
sucesso como um veiculo conveniente para expressar informacdes
estruturais. Boskovic introduziu a idéia de representar os atomos por
pontos no espago?8. Com base neste principio foi introduzido o conceito
de grafico quimico33, que baseia-se na representacdo da estrutura
quimica na qual os sitios (atomos, elétrons, moléculas ou fragmentos de
moléculas) sdo representados por pontos e as conexdes (liga¢ées), por
linhas. Para simplificar a manipulacdo dos graficos moleculares

(graficos quimicos), as estruturas sado representadas suprimindo-se os
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atomos de hidrogénio. Desta maneira o grafico representa somente o
esqueleto molecular.

Para uma série de compostos, toda mudanca na estrutura
quimica, é acompanhada por uma proporcional alteracéo de alguma de
suas propriedades. Os descritores podem representar estas alteracées
na forma de simples ntimeros.

A representagdo de uma estrutura molecular por um
simples numero, surge do fato de que a maioria das propriedades
moleculares sao representadas por numeros, deste modo o modelo da
relagdo estrutura-propriedade (QSPR)3! reduz-se a uma relagéo entre
dois conjuntos de niimeros via uma expressao algébrica, onde um deles

representa a propriedade e o outro, a estrutura da molécula sob estudo.

Correlagao 1) Propriedade (Retenc¢do Cromatografica
entre : ou Atividade Biolégica)
2 Grupos
de Numeros 2) Estrutura (Descritores Moleculares)

A QSPR3! é um modelo que deve abranger compostos de
estruturas similares e que exibem comparaveis modos de agdo e
comportamento num dado sistema.

Mihalic e Trinajstic33 apresentaram através de um diagrama
de fluxo, as etapas envolvidas em uma das maneiras de se construir

modelos de QSPR. A figura 1 mostra este modelo.
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Figura 1. Diagrama de fluxo para construcdo de modelos

QSPR.

Na etapa 1, sdo tomados os dados experimentais de um
determinado grupo de moléculas, onde todos os compostos do grupo
sejam ‘quimicamente similares e que tenham comportamento
semelhante em um dado sistema. Este grupo é chamado algumas vezes
de grupo de treinamento. Os dados devem ser confiaveis e exatos, pois a
qualidade dasbdemais etapas sera afetada por eles.

Na etapa 2, os descritores topoldgicos sdo selecionados e

computados. A escolha apropriada dos descritores, facilitara a
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descoberta do modelo mais exato. O numero de descritores envolvidos,
dependera da aplicagdo, ou seja, da complexidade dos fenémenos
envolvidos no sistema analisado. Porém, devem apenas ser suficientes
para abrangerem os possiveis principais fatores que tomem parte em tal
sistema.

Na etapa 3, os dois grupos de niimeros sédo estatisticamente
analisados. Esta é a etapa central na elaboracdo de modelos de
estrutura-propriedade.

Na etapa 4, sdo feitas as previsbes com valores de
descritores moleculares de espécies que nao fazem parte do grupo
inicial tomado na elaboracdo do modelo de QSPR. Moléculas
desconhecidas sao, entdo, estruturalmente relacionadas ao grupo de
compostos iniciais.

Na etapa S5, as previsdes feitas com moléculas
desconhecidas podem ser confirmadas através da determinagao
experimental.

Na etapa 6, se os testes confirmam as previsdes, o modelo
de QSPR é aceito na sua forma final com seus dados estatisticos. Se o
modelo néao for satisfatorio (NS), o procedimento devera ser repetido até
que se obtenha um modelo satisfatério (S).

O modelo obtido sera 1til para a previsdo de propriedades
de compostos hipotéticos e para a pesquisa de novos compostos com

propriedades pré-estabelecidas.
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2.1.2 Aplicacées

Desde a era da alquimia, pesquisadores estiveram
engajados em investigagoes por tentativa e erro com o objetivo de
identificar compostos capazes de curar ou no minimo aliviar condicées
de saude que acreditavam que fossem anormais. Estes esforgos
acompanharam os avangos da tecnologia. Na area da computagao estes
avang¢os permitiram que se pudesse simular através de programas
computacionais os efeitos de determinados compostos e até mesmo
propor estruturas ainda inexistentes e testar sua atividade biolégica ou
farmacolégica.

Em 1868, Crum-Brown e Fraser?’ propuseram uma
equacio que é considerada como a primeira formulacao geral de uma
relagdo quantitativa entre estrutura e atividade biolégica. Eles
assumiram que a atividade fisiolégica ® deveria ser uma fungado da
estrutura quimica C.

@ =f(C) (7)

Richet34, em 1893, descobriu que a toxicidade de compostos
organicos seguem inversamente sua solubilidade em agua. Tal relagao

corresponde a seguinte equacgdo, onde A® sao as diferengas nos valores

de atividade biolégica, causadas por mudangas correspondentes nas

propriedades quimicas e especialmente nas fisico-quimicas, AC.

A® = f(AC) (8)
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Todas as equagdes de QSARS3S correspondem a propriedades
fisico-quimicas, pois somente as diferengas nas atividades biolégicas
estao quantifativamente relacionadas com mudangas na lipofilicidade
e/ou a outra propriedade fisico-quimica dos compostos sob
investigacao.

Foi a partir de 1964, ano do surgimento da moderna
metodologia de QSARS35, que se comegou a tratar quantitativamente. as
relacoes entre estrutura e atividade.

Na época do trabalho pioneiro de Hansch35, é metodologia
de QSAR foi principalmente desenvolvida e empregada em projetos de
novas drogas e pesticidas. Este método utiliza parametros
experimentais para representar a estrutura quimica da molécula que
sao classificados como hidrofébicos, eletronicos e estéreos. Através
destes parametros foram feitos estudos de interaéées entre droga e
receptor3s.37.38,

Parametros que trazem informacgdes de caracteristiéas
estruturais sdo usados para a correlacdo da atividade bioldogica com
estruturas quimicas de uma maneira quantitativa. As propriedades
fisico-quimicas tém uma especial importancia, pois estao diretamente
relacionadas as forcas intermoleculares envolvidas na interacdo droga-
receptor bem como a propriedades de transporte e distribuigdo das
drogas.

A previsdo por computadores de efeitos biologicos de

compostos e seus sub-produtos no corpo, podem nos levar mais
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rapidamente a salvadoras e potentes novas drogas, mas a necessidade
de menor numero de testes farmacolégicos e toxicologicos em animais e
por conseguinte, menores tempo de pesquisa e custos.

A cromatografia tornou-se uma poderosa ferramenta na
determinacdo de dados estruturais empregados em estudos de QSAR,
uma vez que esta técnica analitica pode ser um parametro de medida
ou de avaliagao das interagdes moleculares de compostos. Assim, em
QSAR, pode—s¢ correlacionar dados cromatograficos com a capacidade
de uma droga em participar de intera¢des dipolo-dipolo com o receptor
biologico é de fundamental importancia para sua bioatividade. Como as
determinacdes de momento de dipolo sido trabalhosas, ha a necessidade
de aplicar um método conveniente para medi-los, ou uma quantidade
que esteja relacionada a eles. Kaliszan39 usou parametros de polaridade
de cromatografia gasosa de fendis substituidos. Estes parametros de
polaridade foram comparados aos momentos de dipolo calculados.

As interagdes de drogas com seus equivalentes biolégicos
sdo determinados por forcas intermoleculafes, isto é, por interacdes
hidrofébicas, polares, eletrostaticas e estéreas. A forrﬁa da estrutura
tridimensional da droga em relagdo ao seu sitio de ligagdo também €
uma condicdo importante para sua atividade biolégica.

Se um sistema biolégico se mantiver constante, a interacao
de duas diferentes drogas com o sitio de ligacdo, assim como sua
distribuicdo no sistema, depende somente das estruturas quimicas dos

compostos. Se estas estruturas estdo intimamente relacionadas, porém
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com uma pequena diferenga em sua estrutura (posi¢cdo ou tipo de
substituinte) as diferengas em suas propriedades fisico-quimicas e nas
forcas de interacdo podem ser descritas de uma maneira quantitativa e
a correspondente diferenca nas atividades biolégicas podem estar
diretamente relacionadas as diferengas nestas propriedades.

Gupta3® usou um modelo de QSAR para estudar o
comportamento de inibidores enzimaticos. Buydenst® estudou a
combinac¢ao de parametros através de relagdes lineares de energia livre,
como por exemplo as constantes de Hansch3¢ e de Hammet*!, com
parametros topolégicos para relaciona-los ao comportamento
cromatografico.

Na quimica analitica, os estudos entre estrutura e
propriedade podem ser usados na previsdo da retengdo cromatografica
(QSRR), onde é proposta uma relagdo entre a estrutura do composto e
sua retencao. Esta relac;'éo pode entdo ser usada para prever a retengao
e portanto a provavel estrutura de compostos semelhantes, fornecendo
informagdes importantes sobre a presen¢a de determinados grupos

funcionais, insaturacées, ramificacdes ou heteroatomos nas moléculas.

2.1.3 QSRR - Relacdo Quantitativa Estrutura-Retencao

A retencdo cromatografica estd relacionada com as
diferencas de energia observadas quando as moléculas do soluto se

distribuem sobre. a fase estacionaria ao atravessarem o sistema
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cromatograficod®. Esta mudanga de energia por sua vez, é dependente
das caracteristicas estruturais das moléculas deste composto. Dai a
possibilidade de estabelecer-se uma relagdo entre a estrutura molecular
e a retengao cromatografica. Com isto, no caso da QSRR, sdo analisadas
as relagoes entre a retengédo cromatografica e o esqueleto molecular.

Utilizando-se a técnica da cromatografia gasosa2-4, podem
ser considerados na relagdo tanto os tempos como os indices de

retencdo dos compostos.

A qorrelagéo entre estrutura e retencado cromatografica (I}

pode ser expressa na sua forma mais geral pela equacéo

I=f(x) 9)
ondé f(x) € um parametro estrutural e/ou fisico-quimico. O principal
objetivo € encontrar parametros experimentais ou teéricos que
relacionados com retencdo, para uma série de moléculas, déem uma
correlacdo estatisticamente significativa. Se uma boa equagdo ou
modelo é encontrado, este pode ser usado para prever estruturas de
outras moléculas. Este € o mais importante aspecto dos métodos
tedricos.

O inicio dos estudos de correlacdo entre estrutura dos
solutos e sua retencdo cromatografica foi marcado pelo trabalho de
Martin?2?, que sugeriu que um substituinte muda o coeficiente de
particdo de um soluto por um fator que depende da natureza deste
substituinte e das fases movel e estacionaria, mas nédo do resto da
molécula*3. Analogamente, como reportado por Buydens* o

comportamento das moléculas em um dado sistema por cromatografia
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gasosa, resulta de interagdes entre estas moléculas e a fase
estacionaria. Estas interacdes dependem da estrutura do composto, isto
é, da presenca e natureza dos substituintes, tamanho e forma das
moléculas e presenca ou nado de insaturagdes. Isto demonstra que a
forga destas interac¢des, bem como a sua natureza, podem ser descritas
através destas e de outras caracteristicas estruturais.

Apesar da previsdio de Martin*?, em 1949, de que
correlagbes poderiam ser feitas entre parimetros cromatograficos e o
numero de atomos de carbono para uma série homologa, os estudos da
reiagéo entre indice de retencédo e estrutura molecular, s6 comecaram a
ser mencionados a partir dos anos 80. Os calculos e pesquisas
envolvendo esta relacdo, tém sido extensivamente desenvolvidos e
aplicados.

Esta area tem um grande potencial para desenvolvimento,
ja que existe um crescente numero de programas computacionais
capazes de calcular os mais diversos descritores estruturais, através de
diferentes métodos. Outro motivo do desenvolvimento destes estudos &
a disponibilidade de dados de retengédo na literatura e facilidade de
obté-los experimentalmente.

Existem muitas equacbées empiricas e semi-empiricas
relacionando a retencdo cromatografica com alguns parametros de
descricio molecular e propriedades moleculares dos solutos.
Parametros tais como o volume molar, a refratividade e o volume de Van

Der Waals?5, sao freqlientemente usados nos estudos de QSAR e QSRR.
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Outros parametros também sdo usados, como o nimero de aAtomos de
carbono, massa molecular, energia dos orbitais de fronteira*6-48 e
momento dipolar. De uma maneira geral estes parametros podem
refletir a natﬁreza do comportamento cromatografico.

Descritores topoldgicos, tais como indices de conectividade
molecular49’5°, descritores geométricos, eletrénicos e combinados®' e ainda,
propriedades fisico-quimicas, podem ser usados para quantificar estas
caracteristicas. Chamamos de descritores a estas caracteristicas e
propriedades quantificadas™.

Estudos de QSRR tém basicamente duasv aplicagodes
importantes, a previsdo da retencdo cromatografica e a explicagdo do
comportamento da retencéo soluto-fase estacionaria dentro da coluna.

Normalmente os descritores sdo relacionados aos indices de
retencédo de KovatsS através da regressao linear multipla.

Kovats> foi quem inicialmente descreveu relacdes entre a
retencdo de compostos no sistema por cromatografia gasosa e aspectos
relacionados a sua estrutura. Ele verificou que a adigdo de atomos de
carbono a4 molécula (unidades de metileno) produzia um aumento da
retencdo. Das suas observagdes com relacdo a este trabalho surgiu a
proposta de sua equagao® amplamente utilizada.

Uma vez encontrada uma boa correlagdo, avaliada através
dos dados estatisticos obtidos, informagées importantes podem ser

tiradas desta relacdo. Com a alteracdo de certas condigdes
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cromatograficas, tais como temperatura e fase estacionaria, ocorrem
mudangas na retencdo dos compostos analisados. Estas mudancas
podem ser tratadas como fontes de informagdes a respeito da habilidade
destes compostos de estarem envolvidos em diferentes tipos de
interacdes intermoleculares.

Desde entdo, muitos outros pesquisadores colaboraram
com esta area de estudos, podendd—se citar os trabalhos de Clayton53.54
em 1961 e 1962 o qual explorou a variagcdo do tempo de retencédo de
alguns esterois, sob influéncia de certos fatores estruturais, tais como
peso molecular, presenca de insaturagdes, polaridade e presenga de
certos grupos funcionais. Ele sugeriu que fatores estéreos, interagdes
intramoleculares e volume molar, pudessem ter determinado as
diferencas observadas nos tempos de retencao.

Parametros estéreos e indutivos foram estudados por
Saura-Calixto5556 que utilizou indices de retencgéo dé diferentes grupos
de compostos, na correlagdo com a estrutura.

Buydens* em 1983 e Righezza e colaboradores5? em 1996,
utilizaram a QSRR para avaliar o comportamento de alcoois, cetonas,
benzenos substituidos, benzaldeidos e acetofenonas em diferentes fases
estacionérias e condicdes de temperatura. Kortvélyesi e colaboradores*>
demonstraram em seu artigo que as diferencas verificadas nos valores
dos indices de retencdo de azo compostos e de alcanos, podiam ser
atribuidas as diferencas nos volumes e areas de Van Der Waals destes

compostos. Heinzen e Yunes58:59 (1992 e 1993) em diferentes trabalhos
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usaram o indice de conectividade molecular para avaliar a possibilidade
destes indices de preverem os indices de retengdo cromatograficos de
isémeros de alquil benzenos lineares e também de pesticidas clorados.
A relagao entre as estruturas e os indices de conectividade molecular de
algumas tetralonas e cumarinas foi avaliada no trabalho de Arrudas°
em 1993. Outro grupo de cumarinas foi usado no trabalho recente de
Soares € colaboradores®! para aplicagdo dos estudos de QSRR com o
objetivo de prever a retencdo destes compostos, utilizando outros
descritores moleculares. Soares®2 também avaliou a capacidade de
previsao da retencédo de acetofenonas através de QSRR.

Indices de retencdo foram previstos por Buydens*0 a partir
de equagdes envolvendo parametros topolégicos e/ou relacionados a
estrutura quimica de alcanos e ésteres metilicos, onde parametros tais
como as constantes de Hammet4! e de Hansch36, indices de
conectividade molecular, de Wiener53 e Hosoya®%, foram usados na
tentativa de descrever o comportamento cromatografico dos compostos
considerados.

Nos estudos de Bermejo e Guilén%5 os indices de retencao
de Kovats de alcoois saturados foram relacionados a algumas de suas
propriedades fisico-quimicas e topolégicas por meio de analises de
regressoes lineares multiplas. Considefagées foram feitas a respeito das
interacdes existentes entre os alcoois estudados e as diferentes fases

estacionarias utilizadas.
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Estudos da relagdo entre parametros relacionados a
polarizabilidade eletrénica e indices de retencdo foram descritos em
diversos trabalhos na década de 80%8.66-68, Qutros parametros foram
considerados em outras pesquisas, envolvendo os mais diferentes tipos
de compostos, onde pesquisadores como Jurs®9, Kaliszan?0, Garcia-
March?l, Barmejo®, Massart e Buydens?2, Kier’® e outros, tém
coordenado varios trabalhos na area de QSRR, nos ultimos anos.

Uma vez que os fendmenos determinantes da separacdo no
sistema cromatografico sdo da mesma natureza daqueles que ocorrem
no sistema biolégico, existem trabalhos envolvendo a retencéo
cromatografica e a atividade biolégica em um mesmo estudo. Através de
uma revisao Kaliszan43 apresentou uma série de consideracdes que
envolvem a cromatografia nos estudos de QSAR. Nele sdo discutidas as
condicoes cromatograficas para a determinacdo da hidrofobicidade,
onde sdo comentadas as otimizacdes do processo de particdo. Neste
mesmo trabalho ele também demonstrou que dados estéreos e
eletréonicos podem ser calculados por cromatografia gasosa através da
utilizacdo de fases nematicas*3. Outra considerac¢ao importante € de que
as mesmas interacoes ‘intermoleculares fundamentais determinam o
comportamento de compostos tanto no ambiente cromatografico como
no bioloégico. Os processos biolégicos de absorgdo, distribuicéo,
excrecao e ativacdo do receptor sdo dinamicos como a distribui¢ao no

processo cromatografico. Devido a estas possiveis analogias pode-se
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obter informagdes importantes de interagdes que ocorrem no sistema

cromatografico e aplica-las ao sistema biolédgico e vice-versa.
2.2.2 Interacoes Intermoleculares

A distribuicdo de um soluto entre a fase movel e a
estacionaria depende das forgas existentes entre as moléculas do soluto
e aquelas de cada fase (moével e estacionaria). Estas forcas estdo
divididas em dois grupos: (1) Forg¢as polares surgindo de campos
elétricos permanentes ou induzidos associados com as moléculas das
fases e do soluto; (2) For¢cas nao polares, forcas de dispersao nao
especificas (London ou for¢gas Van Der Waals)%7.

As principais interacdes que afetam a solubilidade de um
-soluto em uma fase estacionaria liquida e portanto a retencéo, sao as de
dispersdo, inducdo, orientagdo e interacdées do complexo doador-
receptor, incluindo ligagdo de hidrogénio?4-77.

Se alguma informacgao for obtida a respeito da natureza das
interagoes que ocorrem entre as moléculas do soluto e as moléculas da
fase estacionaria, entdo o comportamento de um soluto particular num
dado sistema cromatografico pode ser discutido. Porém, ainda néo sao
descritos todos os fatores que influem na retenc¢do, devido a falta de
conhecimento com relagcdo a natureza exata das interagdes soluto-

solvente.
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Para uma fase estacionaria apolar, as interacdées de um
soluto apolar depende das for¢as de dispersdo de London. A forca deste
tipo de interagdo é proporcional ao nimero de elétrons na molécula, o
que faz com que a area superficial ou o volume molecular aumente com
o aumento das forcas dispersivas45.

A magnitude das forgas totais que atuam entre o soluto e a
fase estacionaria depende da magnitude e natureza das forcas que
atuam entre cadé molécula do soluto e dada molécula daquela fase,

suas probabilidades de interacdo e da posicdo de contato!l.
2.2.1.1 Interacdes Dipolo-Dipolo

Estas interac¢des entre soluto e fase estacionaria ocorrem
através de forcas de Van Der Waals, que sao interacgdes fracas.

As forcas que contribuem para a interagdo de Van Der Waals
sao as de atracdo, indugéo, dispersdo e a eletrostatica, sendo que a
maioria das separacgdes cromatograficas se dao através das forgcas de
inducao, que resultam da interagdo entre um dipolo permanénte, do
soluto ou da fase estacionaria, e um dipolo induzido!.

As interacdes de Van Der Waals sao uma medida das forgas
resultantes de campos elétricos gerados por moléculas a longa
distancia. Estas interag¢des dividem-se em trés grupos:

» Interacdes de orientacdo (efeito Keesom)- surgem da atracdo entre

moléculas que possuem um momento de dipolo permanente. As
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interagdes de orientag¢do (ou dipolo-dipolo) sdo caracteristicas de
moléculas polares.

» Interagdes de inducdo (efeito Debye)- surgem da interacio de um
dipolo permanente com uma molécula polarizavel.

* Interagées de dispersao (efeito London)- forgas que surgem do campo
elétrico gerado por dipolos formados entre nucleos e elétrons no
ponto zero de movimento das moléculas, agindo sobre a
polarizabilidade de outras moléculas para produzir dipolos induzidos

na fase com os dipolos instantaneos.
2.2.2.2 Interag¢oes Dipolo-Dipolo Induzido

Sao interacoes onde ocorrem atracoes entre uma molécula
possuindo um momento de dipolo permanente € uma molécula nao
polar. Neste caso o dipolo elétrico de uma molécula pode induzir o
momento de dipolo em uma molécula vizinha.

Semelhantemente, um momento de dipolo induzido pode
também ser produzido em moléculas polares, isto €, em moléculas que
ja possuem um momento de dipolo permanente, porém o momento de
dipolo induzido é relativamente pequeno quando comparado a um

permanente.
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2.2.2.3 Interacdes Dipolo Instantianeo-Dipolo Induzido

Estas forcas estdo associadas com todos os ions e
moléculas, quer possuam um momento de dipolo estavel ou néo.
Mesmo em atomos e moléculas sem momento de dipolo permanente, a
flutuacédo continua da densidade eletrénica resulta, num instante, em
um pequeno momento de dipolo que pode polarizar o sistema eletrdnico

de atomos e moléculas vizinhas.

2.2.2.4 Ligacoes de Hidrogénio

As interacdoes de Van Der Waals sdo classificadas como
interagdes intermoleculares nao especificas. As interacgoes de hidrogénio
sdo aproximadamente dez vezes mais fortes que as forcas de interacgao
intermoleculares néo especificas, porém, dez vezes mais fracas que as
ligagcbes covalentes simples.

Quando um atomo de hidrogénio ligado covalentemente
forma uma segunda ligacdo com outro atomo, a segunda ligacdo €

chamada de ligacdo de hidrogénio.
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2.2 Descritores Moleculares: Parametros estruturais relacionados a

propriedades fisico-quimicas

Parametros estruturais e/ou fisico-quimicos tais como o
numero de atomos de carbono, massa molecular, volume molar,
refratividade molar, momento dipolar, ponto de ebuli¢cdo, area total,
energia total, indices topolégicos, descritores geométricos e eletrénicos,
sdo amplamente usados nos estudos de correlagdo da estrutura com a
retencao croniatogréﬁca.

Quanto ao numero de atomos de carbono, KovatsSs
demonstrou em seus estudos que existia uma mudanga regular na
retengido cromatografica de uma série de hidrocarbonetos homélogos,
com o nimero de atomos de carbono. Porém, homélogos com menos de
sete atomos de carbono ndo seguem esta linearidade!2. Varias
correlagoes envolvendo o nimero de atomos de carbono sdo citados no
artigo de Tarjanl? e na obra de Kaliszan3!.

Estudos de correlagcao feitos com a massa molecular
apresentam boas correlacdes. Contudo esta correlagdo s6 é aplicavel
para séries homologas?’s.

O volume molecular muitas vezes usado nestes estudos3!?, é
um descritor molecular que esta relacionado a habilidade de um soluto
para fazer parte de interagdes moleculares nao especificas do tipo
London (dispersivas). Por isso, o volume molecular é freqlientemente

usado em analises de regressdo multipla, tanto em quimica medicinal
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quanto em cromatografia para descrever estruturas que interagem com
sistemas através de interac¢des dispersivas. Foram encontradas boas
correlagdes entre os indices de retencdo de Kovats e o volume molecular
para compostos relacionados®5.56.66, Baixas correlagbées sdo encontradas
porém, quando fases estacionarias polares sdo usadas. Nestas fases
ocorrem interagdes mais especificas, ou seja, polares, com as moléculas
dos solutos.

O momento dipolar faz parte dos parametros relacionados
as propriedades especificas dos grupos funcionais presentes nas séries,
isto é, as interagdes polares. Ele é uma quantidade calculavel, que
caracteriza as constantes dielétricas e geralmente a polaridade quimica
de um composto. Momentos de dipolo locais contribuem mais para a
refengéo do que dipolos totais das moléculas3l.

O momento de dipolo tem sido empregado desde o final da
década de 50 em estudos da relagcdo entre estrutura e retengdo
cromatografica, sendo correlacionado diretamente com os dados de
retencido. Recentemente porém, tem sido mais utilizado em correlagoes
multiplas, isto é, juntamente com outros parametros estruturais com o
objetivo de descrever mais convenientemente uma propriedade.

Parametros quimico-quanticos’9.80 sao também empregados
em estudos de correlacdo com o indice de retencao, onde equagodes de
regressdes multiplas envolvendo estes parametros, juntamente com
indices topologicos, tém mostrado a importancia deles para a retengao

de solutos em fases estacionarias de diferentes polaridades*867.68.72,
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Estes parametros sado calculados através de métodos semi-empiricos,
tais como o MNDO, (do inglés: modified neglect of diatomic overlap)8!,
AM1, (do inglés: Austin modell)82 e PM3 (Parametric method 3)83.

MNDO, AM1 e PM3, sao métodos semi-empiricos baseados
na correta inclusdo de um centro de sobreposicdo, ou seja, néao
considerando sobreposi¢des diferenciais diatémicas.

O AM1 faz boas descricbes para sistemas ligados a
hidrogénio, enquanto que o MNDO superestima as repulsées
eletrénicas, sendo menos preciso que o AM1.

Tendéncias similares sdo obtidas ao serem utilizados estes
diferentes métodos84, mesmo que seus resultados sejam incomparaveis.

Estes métodos apresentam como vantagens um periodo
relativamente curto no computador e também a possibilidade de
parametrizacdo para uma grande variedade de atomos. Através destes
calculos, pode-se determinar as conformacdes energeticamente mais
favoraveis das moléculas e entdao parametros tais como a energia total
(E1), areas polar (Ap), saturada (As), insaturada (Aj), total (Ar), energia
dos orbitais de fronteira e outros, poderao ser obtidos.

Para fases polares, as vezes, ainda ¢é necessaria a
combinacgéo de parametros topolégicos e eletrénicos31.

Boas correlagoes sdo encontradas entre o indice de retenc¢éo
de Kovats e a energia total (Er). Este parametro reflete propriedades
dispersivas dos solutos, semelhantemente ao volume molar, numero de

atomos de carbono e outros descritores estruturais de volume. A
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vantagem de se usar Er ao invés dos demais parametros moleculares
citados, é que ele diferencia isémeros. O termo Er ndo é uma medida
quimica real. Provavelmente ele reflete indiretamente as propriedades
ndo especificas dos solutos, sendo que outros parametros

quimicamente significantes estédo contidos nele.
2.2.1 Descritores Topologicos

Por serem encontradas relacdes estreitas entre a estrutura
molecular dos compostos organicos € muitas de suas propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas?!, muitos trabalhos sdo realizados
empregando-se descritores topologicos33.

Utilizando-se a teoria de graficos quimicos33, pode-se
transformar uma molécula em descritor de caracteristicas estruturais.
Estas caracteristicas siao expressas por indices numéricos, chamados
indices topolégicos33. Neste grafico os atomos das moléculas sdo
colocados como pontos € as ligacdes entre eles, como linhas retas,

sendo os atomos de hidrogénio suprimidos.
e Grafico Molecular
A analise topolégica de uma molécula comeca com a

representacdo da mesma como um grafico, no qual os atomos das

moléculas sdo colocados como pontos € a ligacdo entre eles como linhas
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retas. Para simplificar sua manipulagdo representam-se os graficos
omitindo-se os atomos de hidrogénio e suas ligacées, representando-se
apenas o esqueleto molecular. A figura 2 mostra um grafico

representando o esqueleto molecular do 2,3,4 trimetil-hexano.

Figura 2- Grafico molecular representando o esqueleto da molécula do

2,3,4 trimetil-hexano.

A estrutura topolégica de uma dada molécula (grafico
quimico) é convertida em um certo nuamero que lhe é caracteristico, o
que permite que sejam feitas correlacdes entre as moléculas e suas
propriedades, que também sdo algarismos.

Varios tipos de indices tém sido propostos33 com o objetivo
de se tentar quantificar atributos estruturais de moléculas. O crescente
numero daqueles que surgem relacionados a insaturacdo, a presencga de
heteroatomos e a outros aspectos estruturais, faz com que o interesse
em pesquisa-los e aplica-los seja cada vez maior.

Os indices mais comuns sdo os de Wiener, Randic85,
Balabang86 e os indices de conectividade molecular8s.87 desenvolvidos por
Kier Hall49:50, Além destes, existem indices também desenvolvidos por
Kier e Hall, que sdo os indices Kappa8® e os indices do estado

eletrotopolégico?3.
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e Indices de Conectividade

Proposto por Randic85 em 1975 e ampliado por Kier e
Hall49:87 para diferenciar a natureza dos atomos € as insaturacdes. Sao
valores numéricos (delta ou delta de valéncia) dados a cada atomo na
molécula, dependendo do numero de atomos a ele ligados, do tipo do
atomo e do grau de insaturacéo.

A estrutura é considerada como um grafico onde os atomos
de hidrogénio nao aparecem. Este grafico molecular é decomposto em
subgraficos com uma determinada ordem. Cada ordem esta relacionada
a fragmentos:

a) ordem zero — atomo isolado

b) primeira ordem — uma ligacdo, é o mais utilizado e apresenta
informacdes sobre o numero de atomos que compde a molécula e seu
grau de ramificagao;

c) segunda ordem — dois fragmentos de ligagdo, da mais informagoes
sobre as ramificacdes. Aumenta com o ntimero de ramificagoes;

d) terceira ordem — trés fragmentos continuos de ligagdo, nédo esta
diretamente relacionado ao numero de ramificacées € os valores sao
maiores para moléculas ramificadas em atomos adjacentes, para
moléculas que possuem ramificagées com mais de um atomo, €, para
moléculas que possuem atomos de carbono quaternario.

Na figura 3, tem-se a féormula estrutural e o grafico
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molecular do 2,3-dimetil butano com os valores delta (8) relativos a cada

atomo entre parénteses.

(1 (1)

Y4 @ ©
N\

CH CH (1) (1)

Figura 3 - Representacdo da formula estrutural e do grafico molecular
(suprimindo os atomos de hidrogénio) do composto 2,3-dimetilbutano

com seus respectivos valores delta entre parénteses.

Kier e Hall definiram grupos de indices é (delta) e "5 (delta

de valéncia) baseados nas diferentes categorias de fragmentos.

d = n° atomos totais ligados - n° hidrogénios ligados (ao C considerado)

8 = no elétrons de valéncia - n° hidrogénios

Os indices '8 dao informacdo a respeito da identidade do
atomo. Estes indices refletem a presenca de caracteristicas estruturais
na molécula, tais como ramificagdo, insaturacdo, presenca de ciclos e
de heteroatomos.

A equacdo abaixo foi desenvolvida para calcular os valores

dos indices de conectividade molecular de valéncia:
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Férmula Geral:

N

"X)=2(8]8] 8,007 (10)

s=1
onde &; € § sdo cada um dos valores atribuidos aos atomos adjacentes i
e j para cada subgrafico, s refere-se ao subgrafico 8, . §; ..., h € a ordem

do indice e t é o tipo de subgréafico, p (linear), ¢ (ramificado), pc (linear

ramificado) e CH (cadeia).
Para os atomos pertencentes 1% camada:
6 =Zi -Hj (11)

. a .
Para atomos pertencentes 2° camada e demais:

8'=2; - Wi/Zi- 2

(12)
onde Ziv é o numero total de elétrons de valéncia do atomo 4, Z; é o
numero atémico do atomo i e Hi € o numero de atomos de hidrogénio

ligados ao atomo i.

Um exemplo de calculo é descrito a seguir:
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(1) (1)
\\_\(3) (3) //
/
1) S 1)
1 1 1 1
1 . 1 1
X N33 337 2y \)\\3 s 3 .33 37 3/
* 3 T 3 3
3
ya AN ) 4 1
1 1 1 1
1 o 1\ /"1 o 1
3Xp 3 3 3 37 3 37
\\. /// // "3 3 N
1 1 1 .‘1

X = 1-0,5 + 3-0,5+ 3-0,5+ 1-0,5+ 1-0,5 + 1-0,5= 5.155
1IX = (1.3)%% + (1.3)%° + (3.3)%° + (1.3) % + (1.3)%° = 2,643
X =(1.3.1)%°+ (1.3.3) %%+ (1.3.3)%° + (3.3.1)%° + (3.3.1)*° + (1.3.1)*° = 2,488

3X = (1.3.3.1)%°+ (1.3.3.1)%° + (1.3.3.1)%° + (1.3.3.1)%° = 1.333

o Indice do Estado Eletrotopolégico - (Si)

Sdo valores numéricos computados a cada atomo na
molécula, dando informacédo sobre o ambiente topolégico de cada um e
sobre suas interacoes eletronicas devido a presenca de outros atomos
da estruturas®92. A perturbacdo, que € estimada em parte pelas

diferencas na eletronegatividade, diminui com a disténcia.
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O estado eletrotopolégico resultante de um atomo (Sj), é um
valor numérico que descreve a disponibilidade daquele atomo para
interagir no espago com algum atomo ou grupo de referéncia’®. Os
valores de S; também mostram a extensdo na qual um atomo esta
exposto na superficie da molécula ou bloqueado no esqueleto da
mesma. A natureza do substituinte na molécula influencia este indice.
Substituintes doadores de elétrons contribuem para aumentar seu

valor e aqueles retiradores de elétrons, para diminui-lo.

¢ Indice do Estado Topolégico (Ti)

O indice do estado topolégico Ti de um atomo da
informacdo sobre o ambiente topolégico do atomo de acordo com a

presenca de outros Atomos na molécula.

¢ Indices Kappa

Propostos por Kier e Hall87, os indices Kappa sédo a base de
um método de quantificagdo da estrutura molecular na qual atributos
da forma molecular sdo incluidos em trés indices. (1K, 2K, 3K). Estes
valores Kappa sao derivados da contagem de um, dois e trés fragmentos
de ligacao. Eles séo representados por trés indices:

1) Indice de lordem 1, (!K), da informacgdo sobre ciclicidade das

estruturas;
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2) Indice de ordem 2, (2K), da informacéo sobre densidade espacial;
3) Indice de ordem 3, (3K), da informacao sobre ramificacdes centrais.
Os valores de indices Kappa podem ser calculados

diretamente da contagem de fragmentos ™P; e do numero de atomos

usando as equacgdes:

1K = A (A-1)2/ (1P})2 (13)
2K = (A-1)(A-2)2 / (2Py)2 (14)
K = (A-3)(A-2)2 / (3Py)2 para A PAR (15)
3K = (A-1)(A-3)2 / (3P)2 para A IMPAR (16)

A é o numero de atomos de carbono da molécula.
1P; é o total de subgraficos de 12 ordem
2P; € o total de subgraficos de 22 ordem

3P; € o total de subgraficos de 32 ordem

A seguir temos um exemplo de calculo destes indices para o isopentano.

T
a ~e

A = 5 (ne de atomos de carbono da molécula)

'P = 4 (total de subgraficos de primeira ordem: [a-b], [b-c], [c-d] € [b-€]

K = 5.(4)%/(4)?=5
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’p = 4 (total de subgraficos de segunda ordem: [a-b-c], [b-c-d], [e-b-c] e
[a-b-€]

’K = 4.(3)%/(4)* = 2,22
p=2 (total de subgraficos de terceira ordem: [a-b-c-d] e [e-b-c-d])

K =4.2)2/(2°%=4

2.2.2 Descritores Geométricos e Eletrénicos

Os descritores geométricos3! sdo usados para diferenciar
moléculas que sdo topologicamente muito semelhantes. Estes
descritores necessitam de minimizacédo prévia da energia das estruturas
moleculares, sendo necessario o acesso as coordenadas tridimensionais
(3D) de todos os atomos da molécula sob estudo. Estas minimizagbes
podem ser feitas através de métodos semi-empiricos, tais como o PM3,
AM1 e MNDO. A area total (A1), o volume molecular (VmoLec) ou volume
de Van Der Waals, sao exemplos destes descritores.

Os eletronicos estao relacionados a distribuigao de carga na
molécula, dando informacdes do ambiente eletrénico de cada atomo.
Estao incluidos neste grupo de descritores o momento de dipolo, a
carga parcial atdmica e a densidade eletrdonica.

A distribuicédo do elétron é um dos mais importantes fatores
que influenciam as propriedades fisicas e quimicas das moléculas,

assim como o numero de atomos € o modo como eles estdo ligados.
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Em um artigo de revisdo publicado por Katritzky e
Godeeva5l, foi feita uma comparacéo entre o desempenho de descritores
geométricos e eletronicos e os indices topolégicos tradicionais. Nas suas
investigagbes os autores verificaram que os descritores topolégicos

apresentam vantagens sobre os nao topolégicos para as propriedades

fisico-quimicas.
2.3 Selecido dos Descritores

De acordo com o conceito basico de QSRR (Relacao
quantitativa entre estrutura e retenc¢ao), a estrutura da molécula de um
determinado soluto pode ser quantitativamente descrita por descritores
numéricos adequados.

Acredita-se que estes descritores moleculares guardem
informacgdes relativas as interagdes intermoleculares decisivas para a
retencdo em determinadas condi¢bes cromatograficas. Deste modo,
combinando a metodologia da QSRR com a experiéncia e intui¢do dos
cromatografistas, a analise quimica pode ser facilitada. Além disso, pode
ser obtida uma maior compreensdo do mecanismo de retencao sugerido
e eventualmente uma identificagcido positiva dos compostos, empregando
apenas dados de retengao.

Nao ¢é possivel descrever adequadamente a retencgdo
experimental através de apenas um descritor. Inimeros trabalhos tém

demonstrado que as propriedades moleculares tais como a retencao
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cromatografica e a atividade biologica sdao melhor descritas por mais de
um descritor molecular, uma vez que diferentes caracteristicas estio
relacionadas as mudangas observadas nestas propriedades. Neste caso,
a escolha do grupo de descritores é fundamental, bem como a
sequiiéncia de utilizagdo, pois os que tém maior significado no modelo
(equagao) sdo os primeiros a serem selecionados e isto determina o
quanto a expressao obtida € adequada.

Dimov5291 descreveu um método de selecdo de descritores
moleculares a serem empregados em estudos de QSRR, onde ele
primeiramente correlacionou através de regressdo linear simples estes
descritores com a reten¢do cromatografica. Posteriormente os separou
em quatro grupos, conforme os valores dos coeficientes de correlagéo
obtidos:

(i) substanciais - r > 0,9900;

(ii) importantes - 0,9899 > r > 0,8000;
(iii) provaveis - 0,8000 > r > 0,5000 e
(iv) especificos - r < 0,4999.

Na etapa seguinte ele calculou a intercorrelagao entre os
descritores de cada grupo, escolhendo a seguir aqueles pertencentes a
diferentes grupos, que fossem suficiéntemente adequados para a
previsdo da retenc¢ao observada.

Woloszyn e Jurs®? descreveram uma metodologia de selecao

de descritores, onde descritores que contenham, altos numeros de
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valores zero (>30%) sao descartados, ja que eles ndo contém

informacdes Uteis. Salienta que descritores com um grande numero de
valores idénticos (>80%)% sdo removidos também, uma vez que eles tém
um baixo poder de discriminagdo dentro do grupo. Descritores que
guardam informagées similares, indicadas por altos valores das
intercorrelagées, segundo eles, sdo retirados da lista de descritores a
serem empregados.

A analise de regressdo multipla foi o método estatistico
primeiramente aplicado aos estudos de QSAR, sendo extensivamente
usado por Hansch36. Atualmente este método continua a ser muito
utilizado e € um dos mais aplicados em QSRR.

O numero de dados estatisticos descrevem a qualidade da
relagcdo resultante. Os mais importantes sdo: o coeficiente de correlacéo,
r; o coeficiente de determinacao, r2; o desvio padrao da regresséo, SD; o
nivel de significAncia, F e a matriz de correlacio entre as variaveis
independentes, feita com os coeficientes de correlacdo das mesmas.
Para determinar a capacidade de previsdao do modelo proposto, pode-se
avaliar o coeficiente de validacdo cruzada, r2.9.94, que mostra a
estabilidade do modelo proposto.

Varios métodos estatisticos multivariados considerados
classicos podem ser utilizados para construgdo do modelo, como a
regressdo linear multipla (MLR)35, regressdo parcial dos minimos
quadrados (PLS)%4-9, analise do componente principal (PCA)35 e outros

nao classicos97.98, Estes métodos sdo empregados com o objetivo de pré-
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selecionar descritores, quando se tem um numero elevado deles.

De um modo geral, pode-se entao considerar que uma das
maneiras mais empregadas na selecdo dos descritores a serem
considerados na equagdo de previsdo, €, apds as correlacoes simples,
eliminar os descritores que possuam alta colinearidade entre si, sendo
tomados para fazer parte do modelo somente aqueles que envolvidos
nas correlagdes multiplas tenham significado estatistico na expressao.

Outro método de selecdo de descritores atualmente
bastante empregado, é o de redes neurais99-104,

As redes neurais sdo modelos matematicos designados para
imitar o processamento de informacdes e conhecimento de métodos de
aquisi¢é@o do cérebro humano. Esta técnica € empregada quando se tem
um elevado numero de descritores, os quais sao dificeis de serem
selecionados por métodos tradicionais.

Um grupo de dados de entrada m é processado produzindo
um grupo de valores de saida n. Esta rede consiste de camadas com
neurdnios interconectados. Esta rede transforma m-variaveis de
entrada em n-variaveis de saida. Apés elaboragdo, uma rede pode ser

usada para prever o modelo de saida para um novo grupo de entrada.

vv vy

]

Figura 4- Diagrama representativo de redes neurais.

Entrada

saida
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No inicio da década de 90, foi publicado um artigo de
revisdo 100 sobre a aplicacdo de redes neurais na quimica, a QSAR, a
interpretacdo de espectros dentre outras aplicagdes. Deslocamentos
quimicos del3C-NMR (ressonancia magnética nuclear de carbono 13)
podem ser previstos também com o auxilio de rede neurais!05,

Entre os varios artigos publicados empregando redes
neurais para o desenvolvimento de QSPRs, dois estudos bastante
recentes podem ser citados, como o realizado por Yan e colaboradores106
onde este método foi utilizado na previsio do indice de retencao
cromatografico de 184 compostos organicos mostrando um bom
desempenho e outro realizado por Schweitzer e Morris!03, que obtiveram
um grande numero de modelos, através de rede neural, para prever
constante dielétrica de uma ampla faixa de compostos, sendo que para
os testes de precisdo utilizados, 86% dos compostos apresentaram um

erro absoluto menor do que 2,0.
2.4 Compostos Estudados
A escolha dos grupos de compostos estudados foi baseada

principalmente na disponibilidade de diferentes grupos com estruturas

similares, quimicamente estaveis e com dados de retencéo confiaveis.
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As amostras consideradas no trabalho sdo alvo de muitas
pesquisas, uma vez que apresentam importantes propriedades

biologicas e farmacologicas.

2.4.1 Cumarinas

Cumarinas sdo compostos cujas estruturas apresentam um
anel benzénico junto a um anel lacténico, conforme mostrado na figura
‘5. Elas sdao amplamente usadas na industria de perfumaria, cosméticos
e relacionados. Antigamente elas eram importantes compostos
flavorizantes alimenticios, muitas vezes usados juntamente com a

vanilina em flavorizantes de chocolates e balas.

= -OH. R7=Rg =H _
Rg = -OH; -COCH3; -NO9; -CHO; -OCH3; -, -NHQ;-CI;
-COOH; -CN; R4 =R7 =H

R7 = -OH; -OCH2CH3; -COCH3; -Cl; -NO2 ; R4 =Rg =H
Figura 5- Representa¢do das cumarinas estudadas.
Em recentes publicagdes, sao feitas referéncias ao

isolamento de cumarinas, sua sintese e de seus derivados, bem como a

sua atividade biolégical07-112,
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2.4.2 Acetofenonas

Algumas acetofenonas ocorrem naturalmente em plantas!13,
outras sao produtos de sinteses. Estes compostos tém interesse na
industria farmacéutica por apresentarem importantes atividades
biolégicas!13-119, Recentemente Favier!ld3 descreveu a atividade anti-
inflamatéria de sete acetofenonas isoladas da Ophryosporus axilliflorus.
As atividades anti-espasmddicall4, antibacterianalls e antifungicallé da
acetofenona conhecida como xantoxilina (2-hidroxi-4,6-dimetoxi-
acetofenona) encontrada nas espécies Sebastiana schottianall?.118 e
Phyllanthus!!® do género Euforbiaceae e de seus derivados, foram
estudadas em nossos laboratérios.

A estrutura basica das acetofenonas estudadas com vos

correspondentes substituintes € mostrada na figura 6.

Figura 6. Representacao das acetofenonas onde Ri, R2, R3, Rs, €
Rs, podem ser H, OH, CHs, OCHs;, OCOCHs e grupo prenil
[CH2CHC(CHa)z2).
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2.4.3 Triterpenos

Os triterpenos sdo os metabdlitos secundarios mais
abundantes na crosta terrestre, na fauna e flora marinhal20. Assim
como outros metabélitos secundarios, podem ocorrer tanto na forma
livre como na de glicosidios. Sdo compostos derivados biogeneticamente
do esqualeno, apresentando uma estrutura relativamente complexa com
4 ou 5 ciclos formados por 30 atomos de carbonol20,

Esta estrutura pode conter grupos hidroxila, carbonila,
carboxila, cinamoila, acetila ou insaturac¢des em diferentes posicoes.

Aliados a facilidade com que sdo encontrados, purificados e
a diversidade destes compostos, eles sdo considerados constituintes
atrativos devido a sua importancia comercial e terapéutica. Sao
atribuidos a esta classe de compostos algumas acdes farmacolégicas,
tais como antifinﬂamatéria121v122, antiviral e antibacteriana, antitumor e
anticancer!23.124 ¢ anti-AIDS!24, porém seu potencial como droga e sua
utilizagdo como fitoterapico sao explorados cada vez mais.

Existem varios trabalhos publicados - descrevendo o
isolamento e identificacdo de triterpenos, com diferentes tipos de
técnicas analiticas123,125-130,

A elucidacéo estrutural dos principais constituintes de uma
planta, ou mesmo daqueles que apesar de ndo serem principais,
apresentam algum tipo de atividade, é de grande importancia para as

pesquisas de sintese de compostos andlogos ou com modificagoes
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quimicas. Estes ultimos sao bastante aplicados em estudos de atividade
biolégica. Entretanto, a aplicacdo destes compostos como agentes
terapéuticos de sucesso é limitada. Talvez isto possa ser atribuido a
natureza hidrofébica da maioria dos compostos.

Atividades antitumor e anticincer sido mencionadas na
revisdo publicada por Mahato e Sen!23. Foi citado o poder citotéxico do
acido ursoélico contra células com tumor e a inibi¢do de tumor em pele
de rato. Derivados da classe dos friedelanos, exibiram citotoxicidade
contra células de carcinoma pulmonar.

Ainda no artigo de revisio de Mahato e Sen, atividades
antiinflamatéria e antiviral/antibacterial comprovadas de alguns
triterpenos sdo citadas, bem como inibigcdo do colesterol por alguns
destes compostos, utilizacdo no tratamento de art.rites ‘reumatéides,
alergias de pele e contracepc¢dao masculina.

No que se refere a identificacdo de triterpenos, a aplicagéo
de técnicas espectroscopicas recentes tém facilitado muito o problema
da elucidagao estrﬁtural de produtos naturais. As mais utilizadas
atualmente sdo: 1H NMR, 13C NMR, MS e GC-MS.

Estas técnicas no entanto baseiam-se em dados de
compostos que fazem parte de uma limitada relacgdo, isto &, dados de
estruturas anteriormente propostas. Elas exigem a presenca de
padrdes, nem sempre disponiveis e fornecem, como no caso da
espectrometria de massas, um leque de sugestdes estruturais, tornando

muitas vezes, dificil a identificacdo da estrutura correta.
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Budzikiewicz e colaboradores!3® reportaram padroes de
fragmentacdo de massas de triterpenos pentaciclicos pertencentes as
classes de oleananos e ursanos.

Shiojima € colaboradores!3! reportaram espectros de
massas de mais de 100 triterpenos pentaciclicos saturados e

insaturados, pertencente a varias classes.

2.5 QSRR Aplicada a Alcanos e Alcenos

Com o intuito de prever a retencao de hidrocarbonetos
(alcanos e alcenos), foram publicados varios trabalhos envolvendo a
correlacdo entre indice de retencdo de Kovats e descritores
moleculares8s.132-134 principalmente os indices de conectividade. Estes
indices por estarem relacionados ao numero de atomos € ac modo como
eles estdao conectados, sdo bons descritores da retencdo destes
compostos.

Varios investigadores estudaram o comportamento
cromatografico de alcenos com o objetivo de diferenciar os isdbmeros cis
e trans, promovendo diferentes correlagdes entre o indice de retencgédo
cromatografico e a estrutura molecular destes compostos, usando
QSRR?25,134-150,

So0jak!138-140 e colaboradores apresentaram um estudo
analitico detalhado do comportamento de alcenos que considerava as

ligagcbes duplas como incrementos estruturais e as diferengas entre
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isbmeros espaciais € temperatura da coluna. Consideracoes
semelhantes foram usadas por Rang e colaboradores!4!,

Chrétien e colaboradores!42-144 gplicaram o método de Darc-
Pelco na analise topolégica de alcenos. Buydens** usou o método da
sobreposigao diferencial completa (CNDO/2) pafa correlacionaf o indice
de retencdo e parametros quimico-quanticos. No trabalho de Garcia-
Raso 145 foram usados calculos de orbital molecular para estabelecer
quais parametros eletrénicos eram exigidos para determinar o indice de
retencao cromatografico de alcenos.

Bermejo e Guillen!4® estudaram as relagbes entre o indices
de retencdo e parametros relacionados a polarizabilidade eletrénica,
como refratividade molar, indice de refracao, volume de Van Der Waals
e volume molar de alcenos. Rohrbaugh e Jurs!4” estudaram as relagdes
entre o indice de retencdo e descritores baseados na estrutura de
diferentes alcenos. Voelkell30 obteve bons resultados quando foram
levadas em conta as relacdes multilineares entre os indices de retencéo
e os indices de conectividade, momento de dipolar e parametros de
polarizabilidade. Zhang e Hul34 usaram os parametros de solubilidade,
volumes molares e nimero de atomos de carbono para prever o indice
de retencdo cromatografico de alcenos. Recentemente, Dimov e
Osman!5! estudaram a influéncia da conformacgdo na precisdo dos
calculos da relacdo quantitativa entre estrutura e retencgao
cromatografica de alcenos.

Apesar dos esforgos, estes pesquisadores nao apresentaram
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nenhum indice topoldgico que sozinho conseguisse diferenciar
estruturas cis e trans de alcenos.

Se para alcanos a determinac¢ado dos indices de retencao
supostamente depende das forcas de dispersdo da sua interacdo com a
fase estacionaria, que € reduzida pelo efeito estéreo dos atomos

vizinhos, para alcenos, for¢as eletrostaticas estao envolvidas também.
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OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo mais amplo, a utilizacao do
método da relagdo quantitativa entre estrutura e retencao
- cromatografica, QSRR, para estabelecer novos modelos capazes de
auxiliar na préviséo da retencdo cromatografica com elucida(;éq
estrutural, utilizando diferentes combinac¢des de descritores estruturais
ja existentes e ainda desenvolver um novo descritor topolégico capaz ‘dé
prever a retencdo de alcanos e alcenos, distinguindo-se nestes ul;‘f:imos

os isdOmeros cis e trans.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter dados de retencao confiaveis e reprodutiveis para as diferentes
classes de compostos.

e Oftimizar a geometria das moléculas para obtenc¢do dos descritores a
serem empregados, através da teoria dos graficos quimicos e por
métodos quimico-quanticos (minimizacdo de energia), utilizando os
programas computacionais disponiveis.

e Identificar os descritores mais adequados para fazerem parte das

correlagées maultiplas, através de regressdes lineares simples,
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eliminando os que possuam alta colinearidade com as demais
variaveis independentes (descritores).

e Encontrar a melhor equacéo para estimar a retencédo cromatografica
dos grupos estudados e compostos similares.

e Avaliar a predictabilidade do modelo, através dos parametros
estatisticos.

e Elaborar um indice novo que possa diferenciar as estruturas
isoméricas cis € trans de alcenos e prever os indices de retengao de

Kovats dos mesmos.
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A proposta deste trabalho surge do fato de haver uma
grande necessidade de se dispof de métodos alternativos para a
identificacdo de estruturas, uma vez que nem sempre se tem padrées
normalmente requeridos nas analises cromatograficas, nem
equipamentos que poderiam auxiliar nestas identificacées. Porém, a
disponibilidade destes equipamentos e padrées, nao impedem a
utilizacdo de métodos teéricos, j& que a identificacdo de amostras
desconhecidas em analises de rotina por cromatografia gasosa, pode ser
facilitada pelo uso destas correlagbes em conjunto com outros métodos
analiticos.

O interesse na area de quimica com respeito aos estudos de
QSRR e QSAR com utilizacdo de indices teéricos, sdo cada vez mais
justificados devido a importancia destas correlagdes para auxiliar
também na identificacdo e previsdo das agdes e efeitos biologicos e
farmacologicos de composfos.

Devido aos altos custos do desenvolvimento de novas
drogas, uma previsdo quantitativa confiavel da atividade desta droga
antes de sua producédo, é de grande interesse para os laboratérios de
sinteses e de testes farmacolégicos, uma vez que o numero de testes
com cobaias sera menor, diminuindo o tempo das pesquisas € o custo.

Com base nos varios artigos publicados relatando o uso da

retenc¢ao cromatografica como meio de descrever a atividade biolégica, ja
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que o comportamento cromatografico das drogas em diferentes fases
estacionarias pode conter informacées de uso na descricdo do seu
comportamento farmacolégico3!.152) encontramos aqui mais uma
importante justificativa para aplica¢ao dos estudos de QSRR.

Os compostos empregados neste trabalho ndo fazem parte
de séries homoélogas e apresentam estruturas cuja complexidade pode
revelar diferentes fatores responsaveis pela retengdo nos sistemas

cromatograficos estudados.
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Parte Experimental
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3.1 indices de Kovits

e Obtidos Experimentalmente:

Apesar de serem descritos na lliteratura varios métodos para
o calculo dos indices de retengaol422-26, neste trabalho sera aplicada a
equagao proposta por Kovats (Eq. 4) para determina-los.

Os tempos de retengdo usados, sdo os tempos de retencao
corrigidos (t’r), isto €, sdo a diferenga entre os tempos de retencio (tgr)
lidos diretamente no cromatograma e o tempo de retengdo do gas
metano (tm).

Existem inumeras maneiras de se determinar o tempo
morto de uma coluna, que € o tempo que um soluto nao retido pela fase
estacionaria, ou seja, que néo sofre interacdes com a mesma, leva para
passar por todo o sistema cromatografico (do injetor ao detector).

O ar foi empregado por James e Martin*? para associar seu
pico ao tempo morto e medir a retengao das substancias através da
distancia de seus picos ao pico do ar. Entretanto, o ar nao é detectado
pelo detector por ionizagdo de chama, FID, sendo entdo necessaria a
escoii;a de outra substancia.

Smith e colaboradore.s14 concluiram que o uso de metano

para calcular indices de retengdo de Kovats acima de 400 unidades de

indice, nao introduz erros.
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Neste trabalho foi empregado o método direto, onde foi
medida a retencdo do gas metano. Este método pareceu adequado as
condi¢gdes experimentais utilizadas e as faixas de indices de retencao
avaliadas.

A equagdo proposta por Kovats para determinar os indices

de retencao, prevé a utilizacao de n-alcanos.

Os padrdes de n-alcanos com z atomos de carbono foram

analisados nas mesmas condi¢cées experimentais das amostras. A
escolha dos n-alcanos foi baseada no tempo de retencdo, que deveria
estar préoximo do tempo das amostras.

Para cada grupo de compostos analisados, foi observado se

havia linearidade entre os tempos de retengao e os diferentes niimeros

de atomos de carbono dos alcanos empregados.

e Obtidos da literatura:

Considerando-se o grande numero de trabalhos publicados
envolvendo os indices de retencao, alguns dos indices considerados no
presente estudo (algumas acetofenonas e alcenos), foram obtidos a

partir de dados descritos na literaturas7.143,
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3.2 Descritores Estruturais

Os descritores estruturais usados no presente estudo foram
os indices topolégicos, indices quimico-quéanticos e propriedades fisico-

quimicas.

3.2.1 Indices Topolégicos

Foram publicadas varias reVisées que descrevem
detalhadamente a teoria e método de calculo de todos o indices
topolégicos usados neste trabalho%3.85-87,

Os indices de Wiener (W)%3, os indices de conectividade
molecular de diferentes ordens (1X, 2X, 3Xp, 4Xp, 5Xp, 3Xc, 4Xpc, XY, 2Xv,
3XVp, 4XVp, 5XY, 3Xv. 4XVpc), indices da forma molecular, valores de Kappa
(1K, 2K, 2K)®7, indices do estado eletrotopolégico (S;)8890 e indices do
estado topolégico (Ti)88, foram calculados pelo método de Kier e Hall,
utilizando o programa computacional Molconn-X8 para a analise

topologica molecular.
3.2.2 Demais Descritores
As areas saturada, insaturada e total, energia total,

energias dos orbitais homo e lumo, volumes moleculares, potenciais de

ionizacdo e outros, sdo parametros que ddo informac¢des importantes a
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respeito de caracteristicas estruturais das moléculas e substancias.
Suas medidas podem envolver dificuldades experimentais e nem sempre
sdo praticaveis. Previsdes tedricas destes valores podem ser feitas
através de programas computacionais que calculam estes parametros.
Métodos semi-empiricos tais como MNDO, AM1 e PM381-83 podem ser
empregados para os calculos. A energia da molécula é minimizada por
um método numeérico tal como a busca do gradiente por meio do qual as
coordenadas atdmicas sao alteradas e a energia recalculada
repetidamente. O objetivo desta computacédo é encontrar a conformacéao
com o minimo de energia estendida por toda a estrutura.

O calculo pelo método PM383 permite uma maior exatidao,
enquanto que aquele feito empregando-se o AM182, as ligacdes de
hidrogénio € que sdo importantes.

As moléculas foram  desenhadas no  programa
computacional PcModel versdao 3.01153 e as energias das estruturas
foram minimizadas usando o método semi-empirico mecanico-quantico
PM3 ou AM1. Subseqlientemente, a estrutura molecular com a energia
otimizada foi usada para gerar varios parametros estruturais da

molécula utilizando o programa Mopac 6.0154,

3.3 Seleciao dos Descritores

Considerando-se a etapa 2 do método proposto por

Mihalic33, os descritores foram selecionados, conforme alguns critérios:
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e Foram removidos aqueles descritores com muitos valores iguais, ou
seja, que tiveram baixo poder de discriminagao dentro do grupo;

e Descritores que descreviam as mesmas informacdes foram também
removidos. Para este caso, foram testadas as intercolinearidades
entre os descritores cuja correlacdo linear simples entre cada um
deles e os indices de retencdo de Kovats foram maiores que 0,8000.
Aqueles pares de descritores que possuiam coeficientes de correlagao
(r) maiores que 0,9000 foram considerados altamente colineares,
descrevendo portanto as mesmas caracteristicas estruturais. Foi

entdo selecionado um descritor de cada par.

3.4 Analise De Regressao

Foram empregadas analises de regressao linear simples por
etapas para a obten¢do da equacgdo que melhor poderia descrever a
retencdo dos grupos de compostos estudados. Neste método, foram
levados em consideracdo os critérios mencionados no item 5.3.

Os melhores modelos foram selecionados corﬁ base nos
dados estatisticos, como o coeficiente de correlacao multipla (r),
coeficiente de determinacéo (r2), desvio-padrao da regressio (s) e o nivel
de significancia (F).

A validacdo do modelo foi testada wusando-se alguns
compostos, cujas estruturas eram semelhantes as usadas para elaborar

a equacao, ou através da validagdo cruzada, cujo coeficiente r2., pode



CAPITULO III. EXPERIMENTAL 63

ser calculado pelo método leave-one-out?3.94, que descreve o quanto o

modelo proposto é capaz de prever a retencao.

3.5 Amostras
3.5.1 Cumarinas

As vinte diferentes cumarinas estudadas foram isoladas no
Instituto di Chimica Recetori Molecole Biologicamente del Ative C.N.R.,
Universita Catolica S. Cuore. Os compostos 6-metilcumarina, 7-
metilcumarina, 4-hidroxicumarina, cumarina e 3,4-dihidrocumarina e
os padrdes analiticos de hidrocarbonetos (n-alcanos, Ci2 a Cz2), foram

obtidos comercialmente da Aldrich Inc.

3.5.1.1 Analise Cromatografica

Dados de retencao cromatograficos para 20 cumarinas
substituidas foram obtidos em duas fases estacionarias com baixas
polaridades, LM-1 e CBP5. As solugdes das amostras foram preparadas
dissolvendo-se 0,1 mg em acetona, sendo que a algumas delas foi
adicionado metanol. Foram injetadas, no modo split 1:50, amostras de 1
uL em um cromatégrafo gasoso Shimadzu (Modelo GC-14A) equipado
com um detector por ionizacdo de chama, conectado a um registrador
integrador (Shimadzu Modelo C-R6A). O gas de arraste empregado foi o
hidrogénio a uma vazado de 2,0 mL min-! em todas as analises. Foram

utilizadas duas colunas capilares de silica fundida: LM-1
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(polidimetilsiloxano) ne. 360696 (L&M Sao Carlos, SP, Brasil) com 0,25
mm de didmetro interno € CBPS (polidimetilfenilsiloxano 5% fenil) PN
221-28636-25 (Shimadzu Co, Kyoto, Japido) com 0,22 mm de diametro
interno. Ambas as colunas tém 25 m de comprimento e espessura do
filme liquido de 0,25 pm.

As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a
250°C e 280°C, respectivamente.

Os tempos de retencdo foram medidos em diferentes
temperaturas isotérmicas: 170°C, 190°C, 210°C, 220°C e 230°C. As
equagoes porém, foram apresentas apenas para a temperatura de
170°C. O tempo de retencio experimental (tr) foi obtido usando a média
de trés determinacdes experimentais. Os desvios-padrao ficaram abaixo
de 0,01%.

O tempo morto (tm) foi determinado pelo método direto®4, ou
seja, através da medida da retengao do gas metano a 36°C. O tempo de
retencdo do metano foi medido sempre antes das medidas dos tempos
de retencdo das amostras, mantendo-se constante em 0,96 minutos em
todas as analises.

Os indices de retencdo de Kovats foram determinados de
acordo com a equacdo de Kovats®, usando-se como padrdes n-alcanos

com numero de atomos de carbono que variaram de 12 a 22 atomos.
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3.5.1.2 Descritores Moleculares

- Os diferentes indices topoldgicos empregados aqui, sdo
obtidos através do programa computacional Molconn-X88,

As moléculas sdo codificadas de acordo com o método
standard descrito no manual deste programa3s.

Os valores de T0), sdo relacionados ao oxigénio da
carbonila na estrutura basica das cumarinas. T(.o sdo indices do
estado topolégico relacionados ao oxigénio da lactona na cumarina.

O indice do estado eletrotopologico (Si) fornece informacgées
a respeito do ambiente eletrénico e topolégico de um atomo, de acordo
com a presenca de outros atomos na molécula. S0, esta relacionado ao
oxigénio da lactona na molécula da cumarina. Este indice descreve a
influéncia que determinados atomos, inseridos em diferentes posig¢oes
da molécula, tém sobre este oxigénio. Para o calculo dos demais
parametros considerados no estudo das cumarinas, foram empregados
outros dois programas computacionais, Pc Modell53 e Mopac!54.

As seguintes propriedades moleculares foram escolhidas
para o estudo: energia do orbital molecular ocupado de maior energia
(Enomo), energia do orbital molecular desocupado de menor energia
(ELumo), area total (A1), area saturada (As), area insaturada (Ai), area
polar (Ap), volume molecular (VmoLec), volume de molar (VmoLrar), energia

total (Er), além destas, também foram selecionadas as seguintes
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propriedades fisicas das cumarinas: massa molecular (MM) e ponto de
ebulicao (PE).

Para encontrar os descritores que estariam relacionados a
retengdo das cumarinas, foi utilizado o método de regressdo linear
simples por etapas, onde todos os descritores (variaveis independentes)
foram correlacionados com os indices de Kovats obtidos
experimentalmente (variaveis dependentes). A selecio dos descritores
seguiu os critérios enumerados no ifem 3.3.

As melhores equacgdes de regressao foram selecionadas com
base no coeficiente de correlagdo multipla (r), desvio-padrao (SD), e nivel
de significancia (F). Finalmente para calcular o poder de previsdo do
modelo, foi determinado o coeficiente de validacdo cruzada, r2g,
seguindo o método de leave-one-out?3.%4,

Todos os calculos de analises de regressao lineares simples
e multiplas foram feitos usando-se os programas coﬁputacionais Bilin e

Origin.
3.5.2 Acetofenonas
3.5.2.1 Anailise Cromatografica
Os indices de retencao de um grupo de acetofenonas

constituido por 18 compostos, foram determinados, usando-se CBPS

(polidimetilfenilsiloxano 5% fenil) PN 221-28636-25 Shimadzu Co.,
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Kyoto, Japan e LM-1 (polidimetilsiloxano) ne 360696 L&M Sao Carlos,
SP, Brasil, como fases estacionarias de baixa polaridade. Algumas das
acetofenonas, foram obtidas comercialmente da Aldrich Chemical
Company Inc.: acetofenona, 3-hidroxiacetofenona, 4-hidroxiacetofenona,
2,4-dihidroxiacetofenona, 2,5-dihidroxiacetofenona, 2,6-dihidroxiaceto-
fenona, 4-hidroxi-3-metoxi-acetofenona, 2,4,5-trimetoxiacetofenona,
2,4,6-trimetoxiacetofenona, 3,4-metoxilenodioxiacetofenona, 4-metoxi-
acetofenona, 2,4-dimetoxiacetofenona e 2,4,6-trihidroxiacetofenona. A
2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona (xantoxilina) foi previamente isolada
em nosso laboratério. Os compostos 2-acetoxi-4,6-dimetoxiacetofenona,
2-hidroxi-4-metoxi-3-prenilacetofenona, 2,4-hidroxi-3-prenilacetofenona
e 2,4-hidroxi-5-prenilacetofenona foram isoladas pelo Istituto di Chimica
da Universita Catollica S. Cuore, Roma, Italia.

Foi utilizado um cromatégrafo gasoso Shimadzu (Modelo
GC-14A) equipado com um detector por ionizagdo de chama conectado
a um registrador integrador (Shimadzu Modelo C-R6A). Foi utilizado
hidrogénio como gas de arraste, a uma vazao de 2,0 mL min-!. Foram
utilizadas duas colunas capilares de silica fundida com 25 m de
comprimento e 0,25 um de espessura do filme das fases estacionarias
liquidas polidimetilfenilsiloxano 5% fenil (CBP5) com 0,22 mm de
diametro interno e polidimetilsiloxano (LM-1) com diametro interno de
0,25 mm. As temperaturas do injetor e detector foram mantidas em
250°C e 280°C, respectivamente em todas as analises.

Foi injetado 1 pL de cada amostra (0,1 mg dissolvidos em
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1 mL de acetona). O erro observado na obtencédo dos dados de retencédo
foi menor que 0,1%, sendo os valores dos tempos de reten¢do uma
média de trés medidas.

Os indices de um segundo grupo de acetofenonas usados
para testar o modelo proposto, foram determinados por Righezza57 que
usou a fase estacionaria OV-101. Estes compostos apresentam os
grupos metil, hidroxi, metoxi e atomos de bromo, flior e cloro como

substituintes.
3.5.2.2 Descritores Moleculares

Os indices estudados estdo relacionados a atributos
eletréonicos e topologicos. Os eletrénicos estao felacionados a
polaridade, carga e nivel de energia, enquanto que os topolégicos
incluem a distribuicao dos atomos no esqueleto (ramificagoes, ligacdes),
fatores estéreos, espaciais, volume e area superficial.

Além dos descritores topolégicos, outros descritores
estruturais foram usados no presente estudo que sao os indices
quimiéo-qué.nticos e propriedades fisico-quimicas.

Os indices de conectividade molecular de diferentes ordens
(Xi)49:59, indices do estado eletrotopolégico (Si)73 e indices do estado
topologico (Ti)88, foram calculados pelo método de Kier e Hall, utilizando
o programa computacional Molconn-X88. No caso dos indices quimico-

quéanticos estudados, as moléculas foram desenhadas usando-se o
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programa computacional PcModel versdo 3.01133, e as estruturas foram
otimizadas de modo que apresentassem a configuracdo de menor
energia. Esta otimizacao foi feita através do método semi-empirico
mecéanico-quantico PM3. Subseqiientemente, a estrutura molecular com
energia otimizada foi usada para gerar varios parametros da molécula
utilizando o programa Mopac versao 6.0.

As seguintes propriedades moleculares foram escolhidas
para o estudo: a energia do orbital molecular ocupado de mais alta
energia (Exnomo), a energia do orbital molecular desocupado de mais
baixa energia (ELumo), a éarea total (Ar), area saturada (As), area
insaturada (Aj), area polar (Ap), volume molecular (Vmorec), volume
molar (Vmorar) € energia total (Er).

| Os critérios aplicados para avaliar o significado estatistico
das equagbes de regressdo foram: o coeficiente de correlagao, r; o
desvio-padrao, SD; o nivel de signiﬁéémcia, F; o valor da diferenca entre
lexp (indice de retencdo experimental) e Icac (indice de retengéo
calculado) para o grupo de compostos de referéncia e de teste estudados
e o coeficiente de validacdo cruzada, r2.,93 para estabelecer o poder de

previsdo das equagoes.
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3.5.3 Triterpenos
3.5.3.1 Analise Cromatografica

As solugodes das amostras foram preparadas dissolvendo-se
0,1 mg em 1 mL de diclorometano, sendo 1 pL injetado no cromatégrafo
gasoso, utilizando-se detector por ionizagdo de chama. O gas de arraste
empregado foi o hidrogénio a uma vazao de 2,0 mL min-! em todas as
analises e a razao de split de 1:50. Foi utilizada uma coluna capilar de
silica fundida, LM-1 (polidimetilsiloxano) ne. 360696 (L&M Sao Carlos,
SP, Brasil) com 0,25 mm de diametro interno, 25 m de comprimento e
espessura do filme liquido de 0,25 pm.

As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a
310°C e 320°C, respectivamente.

Como pode ser visto na Fig. 7, os triterpenos sao compostos
cujas estruturas tém PM acima de 400, o que faz com que a retengao
deles no sistema cromatografico seja grande.

A utilizacédo de temperatura elevada permite que eles eluam
da coluna em um tempo razoavel. Porém, ao ser analisada uma amostra
de produto natural com o objetivo de identificar éstes compostos, €
necessario que se aplique um programa linear de temperatura para
melhor separa-los de outros compostos presentes. Um programa linear
de temperatura é mais adequado nestas situagdes, do que condigoes

isotérmicas.
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-..,,,,’ lupanol: 3(OH)
¢ tupanona: 3(=0)
lupeol: 3(OH); A??

23

betulonato de metila: 3(=0); A??; 28(0Ac)
betulinato de metila: 3(OH); A%2; 28(OAc)

cinamato de lupeol: 3(cinamoila); A??
acetato de lupeol : 3(Oac); A2
lupeol metilado: 3(OCH;); A2

30

Cir:;mato de &-amirina:
3(cinamoila)

o-amirina metilada: 3(OCH,)
O-amirina: 3(OH)

ursolato de metila: 3(OH); 28(0Ac)
acetato de O-amirina: 3(Oac)

o-amirinona: 3(=0)

e,
“,
7,

2 %

30

- adiantona: 29(0)
P %4 isoadiantol: 29(OH)

29 30

B-amirina: 3(OH)
“%  oleanolato de metila: 3(OH); 28(0Ac)
3-B-OH 11-oxo0 olean-12-ene-30-ato de metila:
3(0H); 11(=0); A'2; 30(OAc)
B-amirina metilada: 3(OCH;)
acetato de B-amirina: 3(OAc)

B-amirinona: 3(=0)

23

Figura 7. Estruturas dos triterpenos analisados.
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Os indices de retencdo de Kovats foram determinados de
acordo com a equacao de KovatsS, usando-se n-alcanos com numero de

atomos de carbono entre 30 e 40, como padrées.
3.5.3.2 Descritores Moleculares

Os diferentes indices topolégicos empregados foram obtidos
através do programa computacional Molconn-X88,

As moléculas foram codificadas de acordo com o método
standard descrito no manual deste programa88. Apds o calculo com o
Molconn-X, que durou alguns segundos, os valores correspondentes aos
indices topolégicos de interesse foram selecionados e anotados.

As seguintes propriedades moleculares foram escolhidas
para o estudo: energia do orbital molecular ocupado de maior energia
(Enomo), energia do orbital molecular desocupado de menor energia
(Ewumo), area total (Ar), area saturada (As), area insaturada (Aij), area
polar (Ap), volumé molecular (VmoLec), volume de molar (Vmorar), energia
total (E1). Ao contrario dos indices topolégicos, que foram calculados
rapidamente, para o calculo destes ultimos parametros foram
requeridas algumas horas e até quase um dia para determinéa-los. Como

“ja foi dito, estes composﬁos tém uma estrutura complexa, onde os ciclos
com seis atomos de carbono apresentaram dificuldades para manterem-

se todos, na conformac¢ao de menor energia.
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A selecao dos descritores seguiu os critérios enumerados no
item 3.3.

As melhores equagdes de regressao foram selecionadas com
base no coeficiente de correlagdo multipla (r), desvio-padrao (SD), e nivel
de significancia (F). Finalmente para calcular o poder de previsdo do
modelo, foi determinado o coeficiente de validacdo cruzada, r2,
seguindo o método leave-one-out®s.

Todos'os calculos de analises de regressao lineares simples
e multiplas foram feitos usando-se os programas computacionais Bilin e

Origin.
3.5.4 Alcanos e Alcenos
3.5.4.1 Indices de retencido de Kovits

Os indices de retencao de Kovats usados neste trabalho
foram obtidos da literatura, onde foram analisados em fase estacionaria

esqualano a 100°C143,
3.5.4.2 Descritores Moleculares
Os descritores envolvidos neste trabalho sdo basicamente

os mesmos utilizados nos demais tipos de compostos apresentados

aqui. Eles foram obtidos também utilizando-se os mesmos programas.
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Para a obtencdo dos indices de retencdo de Kovats, o
parametro utilizado para os céalculos foi o tempo de retencao ajustado
t'r (Eq. 5), o qual é obtido pela diferenca entre o tempo de retenc¢do lido
no cromatograma (tr)e o tempo morto (tm). Em todas as analises, o
tempo morto (tm) foi determinado pelo método diretol4, ou seja, através
da medida da retencdo do gas metano a 36°C. Esta medida foi feita
sempre antes das medidas dos tempos de retencdo das amostras,
mantendo-se constante em 0,96 minutos em todas as analises.

Foram testados os tempos de retencdao do metano em
diferentes temperaturas, para verificar seu comportamento com esta
variagdo. Estes valores sdao mostrados na Tabela 1. Segundo a
literatural®? o tempo de retencédo do metano aumenta com o aumento

da temperatura, devido ao aumento da viscosidade do gas.

Tabela I- Tempos de retencéo do metano
_em diferentes temperaturas.

36 0,96
40 0,97
45 0,98
50 0,99
55 1,00
60 1,01
72 1,04
280 1,43
290 1,45

Coluna LM-1, gas de arraste Ha, Tinjetor= 310°C, Tdetector= 320°C



CAPITULO IV. RESULTADOS E DISCUSSOES 75

Embora o tempo de retencdo a 290°C (1,45 min) seja em
torno de 75% maior que o valor medido a 36°C (0,96 min), optou-se pela
utilizacdo do tempo na menor temperatura.

Considerando-se que as amostras foram analisadas sob as
mesmas condi¢des cromatograficas dos padroes de n-alcanos e que o
tempo de retencdo do metano é subtraido do tempo de retencédo das
amostras e dos n-alcanos, a diferen¢a observada portanto sera anulada.

A medida do tempo de retencdo do gas metano serviu
principalmente para que se pudesse controlar se todas as condicoes

foram mantidas constantes.

1,5

1,4

-
w
1

g
3
[
3 1,24
2 Y=A+B*X
g Param. Valor sd
114 A 0,89651  0,00138
B 000192  9,7394E-6
R = 0,99991
SD=0,00286 n=9
1,0 P =23201E-14
08 T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

temperatura (°C)

Figura 8. Grafico da relagdo entre os tempos de retencdo do gas metano

e diferentes temperaturas de aquecimento da coluna.
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O grafico da Fig. 8 mostra que uma o6tima linearidade é
obtida quando se correlaciona estes valores. Esta linearidade entre os
tempos de retencao do metano e a temperatura demonstra que é
possivel utilizar qualquer temperatura desta faixa para a medida do

tempo de retencdo do gas metano.

4.1 Cumarinas

Na Tabela II sdo mostrados os indices de retencédo
experimentais das cumarinas estudadas, a 170, 190 e 210°C. Estas
temperaturas estdo dentro da faixa linear de trabalho determinada para
este grupo de compostos.

A seguir, sdo mostradas as estruturas das cumarinas

estudadas neste trabalho, (Fig. 9).
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Tabela II - Indic_es de retencdo experimentais de diferentes cumarinas

determinados nas fases estacionarias CBPS (Icsps) € LM-1 (Ium1) & 170°C,
190°C e 210°C.

Ne Composto Iegps  lemps  legps  Iiva Tiva Luwa
170°C  190°C 210°c  170°C  190°C  210°C
1 Cumarina 1202 1510 1533 1434 1458 1472
2 3,4-Dihidrocumarina 1451 1473 1494 1398 1422 1430
3 6-Metilcumarina 1588 | 1607 1631 1545 1564 1574
4 7-Metilcumarina 1586 1607 1630 1545 1562 1574
S 6-Metoxicumarina 1835 1850 1867 1762 1776 1780
6 7-Etoxicumarina 1815 1829 1846 1754 1771 1779
7 4-Hidroxicumarina 1740 1739 1733 1656 1665 1652
8 6-Hidroxicumarina 1840 1849 1864 1760 1771 1770
9 7-Hidroxicumarina 1866 1875 1886 1789 1797 1795
10 6-Acetocumarina 1846 1853 1869 1768 1784 1790
11 7-Acetocumarina 1851 1864 1881 1779 1796 1803
12 6-Aminocumarina 1872 1880 1917 1784 1806 1816
13 6-Clorocumarina 1639 1652 1675 1578 1599 1607
14 7-Clorocumarina 1643 1657 1677 1586 1608 1616
15 6-Iodocumarina 1859 1879 1906 1780 1805 1818
16 6-Nitrocumarina 1875 1889 1912 1775 1795 1805
17 7-Nitrocumarina 1877 1894 1913 1784 1809 1821
18 6—Fornc‘1a1deido- 1759 1770 1788 1673 1693 1701
cumarina

19 6-Carboxicumarina 1942 1949 1962 1858 1871 1870
20 6-Cianocumarina 1638 1651 1674 1579 1599 1608
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L,

0)
CUMARINA 3,4 -DIHIDROCUMARINA 6-METILCUMARINA
) 3)

0 CH3CH20 0)
6-METOXICUMARINA 7-ETOXICUMARINA
5) 6

6-HIDROXICUMARINA
®)

CH3CO 0
6-ACETOCUMARINA 7-ACETOCUMARINA

(10) (11)

C

6-CLOROCUMARINA 7-CLOROCUMARINA
(13) (14)

o)
6-IODOCUMARINA
(15)

7-NITROCUMARINA  6-FORMALDEIDOCUMARINA
(17) (18)

6-CARBOXICUMARINA (19) 6-CIANOCUMARINA (20)

Figura. 9. Estrutura das 20 cumarinas estudadas
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Os indices de Kovats em cada fase aumentam com o
aumento da temperatura, com exce¢do dos compostos 6 € 7 hidroxi e do
composto 6-carboxicumarina, que tém seus indices ligeiramente
diminuidos a temperatura de 210°C na fase LM-1, e o 4-
hidroxicumarina que diminui nas duas fases estacionarias. Isto pode
estar relacionado ao n-alcano usado como referéncia ou as diferengas
que existem no processo de transferéncia do soluto da fase mével para a
fase liquidasl.

Esta alteracao do valor do indice de retencao verificada para
as cumarinas, também foi encontrada por Bicchi e colaboradores!S5 que
realizaram um estudo sobre a influéncia de diferentes condicoes
analiticas na identificacdo de 6leos essenciais. Eles testaram diferentes
dimensées de dois tipos de colunas, programas de temperatura com
diferentes taxas de aquecimento e diferentes temperaturas iniciais da
coluna. Com relagdo a temperatura, chegaram a conclusdao de que
embora a taxa de aquecimento do programa seja um fator importante
na variacdo do indice de retencdo, a temperatura inicial do programa
também influencia esta variagao.

Para n-alcanos homoélogos ou qualquer série homéloga, o
tempo de retencédo ajustado (t’r) varia com a temperatura (T) de acordo

com a equagao:

1
logt'r =a+b—
gIR T

(17)
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em que b € uma constante relacionada com o calor de dissolucao.

O valor do indice de retencdo é portanto dependente da
temperatura, porém a relagdo € linear quando sdo utilizadas fases
estacionarias e compostos de baixa polaridade. Quando fases mais
polares sdo utilizadas e outros tipos de compostos também mais
polares, a linearidade nao é observada. Uma relagao hiperbélica tipo a
de Antoine, pode ser consideradal?;

I(T)=A + B/ (T + C) (18)
Onde I (T) € o indice de reten¢do a uma dada temperatura T(K) e A, B e
C sado constantes determinadas experimentalmentel2.156, Este tipo de
curva pode ter uma parte linear significativa, cuja extensao depende da
polaridade dos compostos sob estudo, da polaridade da fase
estacionaria e das interagdes entre as moléculas do soluto e as
moléculas desta fase.

Quando sado comparados os resultados dos indices de
retencdo de Kovats obtidos para as cumarinas nas duas fases
empregadas, observa-se que eles sdo menores na fase menos polar
(LM-1).

Por apresentarem pares de elétrons disponiveis nos atomos
de oxigénio, as cumarinas possuem um momento dipolar localizado
sobre a parte da molécula onde se encontram estes atomos.
Dependendo do substituinte em R4, Rs e Ry, esta polarizacdo da
molécula pode ficar mais ou menos acentuada, o que faz com que na

fase com maior polaridade os compostos com esta polarizagdo
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acentuada sejam mais retidos.

Diferentes descritores e propriedades moleculares foram
usados no trabalho com as cumarinas. A Tabela III mostra os valores de
alguns destes descritores. Parte deles, como os indices de conectividade,
os indices de Wiener%3 e os valores dos indices Kappa86, nao distinguem
todos os compostos.

Pelo fato de alguns descritores néo conseguirem distinguir
algumas cumarinas, optou-se por aplicar correlacdo multivariada, ou

seja, a combinacao de varios descritores em uma mesma equagao.
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Inicialmente, a selecdo dos descritores foi feita utilizando-se
o método pfoposto por Dimov5291  onde primeiramehte fez-se a
correlacao linear simples entre cada descritor e os indices de Kovats.
Conforme os valores dos coeficientes de correlagéo, os descritores foram
agrupados e chamados de substanciais, importantes, provaveis e
especificos. No grupo de cumarinas estudadas ndo apareceram
descritores considerados substanciais ou importantes, devido ao fato
dos seus coeficientes de correlagao nao ultrapassarem 0,8.

Em uma primeira tentativa, foram obtidas equagdes com
duas variaveis. Porém com o baixo poder de previsdo destas equacdes,
houve necessidade de se adicionar mais uma variavel (descritor
molecular). Assim através da regressao linear multipla, alguns destes
descritores foram combinados.

As correlacoes multiplas para este caso, foram feités
utilizando-se o programa computacional Statgraf, disponivel na época,
que apresentava entre outros, o parametro estatistico “F-to-remove” qué
da informacodes sobre o grau de importancia de determinada variavel na
equacgao.

As melhores equagées de regressao linear multipla com trés
variaveis para os dados obtidos nas fases estacionarias LM-1 e CBPS

(170°C) para as cumarinas foram:
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Im-1170°c)= 9,4744 (£0,8151)Ar + 220,15 (+32,18)Emomo - 2012,6
(£192,4)S(.0) +11957 (£1081) (19)

r2=0,9141 r=0,9561 n=20 12,=0,8573 SD = 41,9004

F-ratio= 56,736 (F-to-remove: 4,00) F(Ar)=135,12 F(EHoMo) = 46,794

F(S(o0-) = 109,41

Iceps(170°c) = 10,066 (+0,946)Ar + 233,84 (+37,34)Emomo - 2270,8
(£223,2)8(.0 + 13319 (£1254) (20)
r2=0,9039 r=0,9507 n=20 12, =0,8265 SD = 48,6099

F-ratio= 50,162 (F-to-remove: 4,00) F(Ar) =113,32 F(EHoM§) = 39,223

F(S(.0,) = 103,48

O primeiro parametro introduzido na equac¢ao multipla foi a
area total, por ser o mais significativo (ver valores de F nas equagdes. 19
e 20).

O sinal positivo do coeficiente deste parametro indica que
os indices de rétengéo aumentam com a Aarea total. Neste caso, a
retencdo é claramente dependente das interag¢des dispersivas. Quanto
maior a superficie molecular, maior é a interagdo com a fase
estacionaria. Porém a avaliacdo deve levar em conta os demais
parametros da equagéo, pois cada um serve como ajuste do outro.

O segundo parametro introduzido nas equagdes, foi o indice
do estado eletrotopolégico relativo ao atomo de oxigénio da lactona nas

cumarinas. A entrada dos substituintes na molécula, influencia este
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indice. Substituintes com efeito elétron-doador contribuem para o
aumento do valor do indice eletrotopolégico. Aqueles com efeito
contrario, ou seja, receptores de elétrons, fazem com que o valor deste
indice diminua.

A medida que os valores dos indices do estado
eletrotopolégico diminuem, a retencdo cromatografica aumenta. De
acordo com os indices de retengdo experimentais, observa-se que de um
modo geral, compostos com substituintes mais eletronegativos
(receptores de elétrons), tém maiores valores de indices de retencao de
Kovats. Se a retencdo aumenta é porque interagcées mais fortes e
especificas tais como interagdes polares ou liga¢gées de hidrogénio,
podem estar presentes.

Com um menor significado (menor valor de F na equagéo), o
parametro representando a energia necessaria para remover um elétron
da molécula, Exomo, foi introduzido como um descritor de ajuste. Este, é
assim chamado por explicar (fundamentar), como um ajuéte fino, a
ordem de eluicdo de alguns compostos nos casos em que o indice do
estado 'eletrbtopolégico sozinho foi insuficiente para tal. O sinal do
coeficiente deste parametro nas equacgdes € positivo, entdo os valores
negativos de Enomo que correspondem as moléculas mais elétron-
doadoras, contribuem para diminuir a retengédo cromatografica.

A Tabela IV mostra os valores dos indices de retencao de
Kovats experimentais (I) obtidos nas fases estacionarias LM-1 e CBPS e

os calculados (lcac) segundo as equagdes 19 e 20. As diferencas entre os
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valores experimentais e os calculados (A), bem como os erros relativos

das equagoes, também aparecem na Tabela IV.

Tabela IV - Indices de retengdo experimentais e calculados (I € Ica)

determinados nas fases LM-1 e CBP5 a 170°C e as diferencas A (I —lcac) € erros

relativos, Eg, das Equacgdes 19 e 20 para a série de cumarinas estudada.

Cumarina 1434 1460 -26 -1,8 1492 1517 -25 -1,7
2 3,4-Dihidro- 1398 1345 53 - 3,8 1451 1383 68 4,7
cumarina
3 6-Metilcumarina 1545 1568 -23 -1,5 1588 1624 -36 -2,3
7-Metilcumarina 1545 1516 29 1,9 1586 1566 20 1,3
5 6-Metoxi- 1762 1753 8 0,5 1835 1823 12 0,7
cumarina
7-Etoxicumarina 1754 1800 -46 -2,6 1815 1864 -49 -2,7
7 4-Hidroxi- 1656 1696 -40 -2,4 1740 1778 -38 -2,2
cumarina
8 6-Hidroxi- 1760 1750 10 0,6 1840 1833 7 0,4
cumarina
9 7-Hidroxi- 1789 1779 10 0,6 1866 1866 0 -0,02
cumarina
10 6-Acetocumarina 1768 1773 -5 -0,3 1846 1846 0 -0,02
11 7-Acetocumarina 1779 1777 2 0,1 1851 1849 2 0,1
12 6-Amino- 1784 1769 15 0,8 1872 1846 26 1,4
cumarina
13 6-Clorocumarina 1578 1629 -51 -3,3 1639 1697 -58 -3,6
14 7-Clorocumarina 1586 1642 -56 -3,5 1643 1711 -68 -4.4

15 6-lodocumarina 1780 1706 74 4,1 1859 1772 87 4,7
16 6-Nitrocumarina 1775 1721 54 3,0 1875 1806 69 3,7

17 7-Nitrocumarina 1784 1785 -1 -0,1 1877 1878 -1 -0,04

18 6-Formaldeido- 1673 1679 -6 -0,3 1759 1752 7 0,42
cumarina

19 6-Carboxi- 1858 1808 50 2,7 1942 1895 47 2,44
cumarina

20 6-Cianocumarina 1579 1627 -48 -3,0 1638 1696 -58 -3,52
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As diferencas e os residuos encontrados sao praticamente
os mesmos nas duas fases estacionarias empregadas. A dispersdo pode
ser melhor visualizada através da Fig. 10, que mostra a correlacao entre

os valores experimentais € os calculados segundo a equacao 19.

1800
2 1700+
&
0n -
]
o
3 1600+
S
3 i Y=A+B*X
Q2 Param Valor sd
€ 15004 A 146,46274  111,03585
B 091272 0,06598
i R =0,95611
SD=3760487 N=20
1400~ P =4,8918E-11
) 7 | |
1300 [ T | T | T , T l T
1400 1500 1600 1700 1800 1900

indices de Kov ats experimentais (LM-1 120

Figura 10. Relacdo entre os indices de retencao de Kovats das
cumarinas obtidas experimentalmente em fase LM-1 a 170°C e os

indices calculados segundo a equagao 19.

4.2 Acetofenonas

Aspectos relacionados as estruturas de algumas
acetofenonas, foram anteriormente abordados nos trabalhos de

Hassanil57 que discutiu a ordem de eluicdo e separacdo de isomeros de
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~ Inicialmente, a sele¢ao dos descritores foi feita utilizando-se
0 meétodo proposto por Dimov529!, onde primeiramente fez-se a
correlagdo linear simples entre cada descritor e os indices de Kovats.
Conforme os valores dos coeficientes de correlagdo, os descritores foram
agrupados e chamados de substanciais, importantes, provaveis e
especificos. No grupo de cumarinas estudadas nio apareceram
descritores considerados substanciais ou importantes, devido ao fato
dos seus coeficientes de correlagdo nao ultrapassarem 0,8.

Em uma primeira tentativa, foram obtidas equagbdes com
duas variaveis. Porém com o baixo poder de previsdo destas equacdes,
houve necessidade de se adicionar mais uma variavel (descritor
molecular). Assim através da regressao linea.rv multipla, alguns destes
descritores foram combinados.

As correlagées multiplas para este caso, foram feitas
utilizando-se o programa computacional Statgraf, disponivel na época,
que apresentava entre outros, o parametro estatistico “F-to-remove” que
da informacgébes sobre o grau de importancia de determinada variavel na
equagéo.

As melhores equagdes de regressao linear multipla com trés
variaveis para os dados obtidos nas fases estacionarias LM-1 e CBPS

(170°C) para as cumarinas foram:
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ILM-1(17Q°C)= 9,4744 (+0,8151)Ar + 220,15 (+32,18)Emomo - 2012,6
(£192,4)S(.0) +11957 (£1081) , (19)

r?2 =0,9141 r=0,9561 n=20 12, =0,8573 SD =41,9004

F-ratio= 56,736 (F-to-remove: 4,00) F(Ar )=135,12 F(Enomo) = 46,794

F(Sto04) = 109,41

Icersii7oec) = 10,066 (+0,946)Ar + 233,84 (+37,34)Emomo - 2270,8
(¥223,2)S(0) + 13319 (+1254) (20)
r2 =0,9039 r=0,9507 n=20 r2,=0,8265 SD = 48,6099

F-ratio= 50,162 (F-to-remove: 4,00) F(At) =113,32 F(Enomo) = 39,223

F(Sto,) = 103,48

‘O primeiro parametro introduzido na equac¢ao multipla foi a
area total, por ser o mais significativo (ver valores de F nas equacgdes. 19
e 20). |

O sinal positivo do coeficiente deste parametro indica que
os indices de retencao aumentam com a area total. Neste caso, a
retencdo € claramente dependente das interagdes dispersivas. Quanto
maior a  superficie molecular, maior € a interagdo com a fase
estacionaria. Porém a avaliacéo devé levar em conta os demais
parémetr_os da equacéo, pois cada um serve como ajuste do outro.

O segundo parametro introduzido nas equagoes, foi o indice
do estado eletrotopolégico relativo ao atomo de oxigénio da lactona nas

cumarinas. A entrada dos substituintes na molécula, influencia este
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indice. Substituintes com efeito elétron-doador contribuem para o
aumento do valor do indice eletrotopolégico. Aqueles com efeito
contrario, ou seja, receptores de elétrons, fazem com que o valor deste
indice diminua.

A medida que os valores dos indices do estado
eletrotopolégico diminuem, a retengido cromatografica aumenta. De
acordo com os indices de retengdo experimentais, observa-se que de um
modo geral, compostos com substituintes mais eletronegativos
‘(feceptores de elétrons), tém maiores valores de indices de retencao de
Kovats. Se a retengdo aumenta é porque interagées mais fortes e
especificas tais como interagdées polares ou ligagées de hidrogénio,
podem estar presentes.

Com um menor significado (menor valor de F na equacgao), o
‘parametro representando a energia necessaria para remover um elétron
da molécula, Exomo, foi introduzido como um descritor de ajuste. Este, &
assim chamado por explicar (fundamentar), como um ajuste fino, a
ordem de eluicdo de alguns compostos nos casos em que o indice do
estado eletrotopolégico sozinho foi insuficiente para tal. O sinal do
coeficiente deste parametro nas equagées € positivo, entdo os valores
negativos de Eunomo que correspondem as moléculas mais elétron-
doadoras, contribuem para diminuir a reten¢do cromatografica.

A Tabela IV mostra os valor¢s dos indices de retengdo de
Kovats experimentais (I) obtidos nas fases estacionarias LM-1 e CBPS e

os calculados (lcac) segundo as equagdes 19 e 20. As diferengas entre os
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valores experimentais e os calculados (4), bem como os erros relativos

das equagoes, também aparecem na Tabela IV.

Tabela IV - Indices de retencdo experimentais e calculados I e Lag

determinados nas fases LM-1 e CBP5 4 170°C e as diferencas A (I ~Laic) e erros

relativos, Eg, das Equacgédes 19 e 20 para a série de cumarinas estudada.

Cumarina 1434 1460 -26 -1,8 1492 1517 -25 -1,7

2 3,4-Dihidro- 1398 1345 53 3,8 1451 1383 '~ 68 4,7
cumarina

3 6-Metilcumarina 1545 1568 -23 -1,5 1588 1624 -36 -2,3
7-Metilcumarina 1545 1516 29 1,9 1586 1566 20 1,3
6-Metoxi- 1762 1753 8 0,5 1835 1823 12 0,7
cumarina '

6 7-Etoxicumarina 1754 1800 -46 -2,6 1815 1864 -49 -2,7

7 4-Hidroxi- 1656 1696 -40 -2,4 1740 1778 -38 -2,2
cumarina

8 6-Hidroxi- 1760 1750 10 0,6 1840 1833 7 04
cumarina '

9 7-Hidroxi- 1789 1779 10 0,6 1866 1866 -0 -0,02
cumarina

10 6-Acetocumarina 1768 - 1773 -5 -0,3 1846 1846 0 -0,02

11 7-Acetocumarina 1779 1777 2 0,1 1851 1849 2 0,1

12 6-Amino- 1784 1769 15 0,8 1872 1846 26 1,4
cumarina :

13 6-Clorocumarina 1578 1629 -51 -3,3 1639 1697 -58 -3,6

14 7-Clorocumarina 1586 1642 -56 -3,5 1643 1711 -68 -4,4

15 6-Iodocumarina 1780 1706 74 4,1 1859 1772 87 4,7
16  6-Nitrocumarina 1775 1721 54 3,0 1875 1806 69 3,7

17 7-Nitrocumarina 1784 1785 -1 -0,1 1877 1878 -1 -0,04

18 6-Formaldeido- 1673 1679 -6 -0,3 1759 1752 7 0,42
cumarina

19 6-Carboxi- 1858 1808 50 2,7 1942 1895 47 2,44
cumarina

20  6-Cianocumarina 1579 1627 -48 -3,0 1638 1696 -58 -3,52
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As diferencgas e os residuos encontrados sao praticamente
os mesmos nas duas fases estacionarias empregadas. A dispersido pode
ser melhor visualizada através da Fig. 10, que mostra a correlacio entre

os valores experimentais e os calculados segundo a equagio 19.

1900

1800 » - [
2 1700 n %
= .
0 -
8 o
3 1600
3
3 | Y=A+B*X
L ] Param Valor sd
2 15004 A 146,46274  111,035B5
B 091272 0,0859B
] R =0,95611
SD=37,69487 N=20
1400~ © P =4,8918E-11
1 [ ]
1300 T T T T T T T 7 T T
1400 1500 1600 1700 1800 1900

indices de Kov ts experimentais (LM-1 )

Figura 10. Relacdo entre 0s indices de retencido de Kovats das
cumarinas obtidas experimentalmente em fase LM-1 a 170°C e os

indices calculados segundo a equagédo 19.

4.2 Acetofenonas

Aspectos relacionados as estruturas de algumas
acetofenonas, foram anteriormente abordados nos trabalhos de

Hassanil®? que discutiu a ordem de eluicdo € separacio de isomeros de
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acetofenonas conforme o aumento da quantidade de substituintes fenil
nas fases estacionarias de metilsiliconas. Righezza57, em um trabalho
posterior, analisou a influéncia da temperatura e também da
porcentagem de grupos fenil na fase estacionaria sobre os indices de
retencdo das acetofenonas, através da analise do | fator de
correépondéncia e da analise topolégica.

Os parametros usados neste trabalho foram escolhidos por
sua provavel capacidade de contribuir para o esclarecimento de alguns
dos fatores ‘responséveis pelas interacdées entre soluto e fase
estacionaria em proéessos de separacgdo por cromatografia gasosa, bem
corrio fazerem parte de equagdes que possam ser usadas na previsao do
indice de retencao de Kovats de outras acetofenonas.

Na Tabela V sdo apresentados os valores dos indices de
retencdo cromatograficos (I) das diferentes acetofenonas estudadas (Fig.
16) nas fases estacionarias LM-1 (Im-1) € CBPS (Iceps) € os valores de
alguns descritores molecuiares. Como no caso das cumarinas, a

seqUiéncia de eluicao foi correta para todos os compostos.
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Oy _~CH3 Xy ~CH3 O\F/Clﬁ
OH
1- ; ;
T o 4-metoxi_2§§t‘3fenona 3-3-hidroxi-acetofenona
f (0] : *OCH3
OH 0_/ OH
4- 4-hidroxi-acetofenona 5- 3,4-metoxilenodioxi- 6~ 4-hidroxi-3-metoxi-
acetofenona acetofenona
O o~ CH3 OXx ¢ ~CH3 O - CH3
OH OH

H OH
HO
7- 2,5-dihidroxi-acetofenona 8- 2,6-dihidroxi-acetofenona ol

9- 2,4-dihidroxi-acetofenona

¢~ CH3 BN _-CH3
OH H3C@\¢/OCH3

N SN

CH3
CH3 H3C

OCH3 OCH3 OCH3
10- 2,4-dimetoxi-acetofenona 11- 2-hidroxi-4,6-dimetoxi- 12- 2,4,6-trimetoxi-
acetofenona acetofenona
(xantoxilina)

Fig. 11. Estruturas das acetofenonas estudadas.
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H3C
OCH3

13- 2.4,5-trimetoxi-acetofenona

0~ _-CH3

OH

CH3

OH CH3

15- 2,4-dihidroxi-3-prenil-acetofenona

O%C/CH3

OH

H3

CH3 OH
17- 2,4-dihidroxi-5-prenil-acetofenona

Fig. 11. (Continuacgéo).
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18- 2-dihidroxi-4-metoxi-5-prenil-acetofenona
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As melhores regressoes lineares simples foram obtidas com
descritores relacionados ao tamanho, volume e topologia molecular (Ar,
Vmorec, Er e 1XV). Estes descritores tém alta colinearidade entre si,
sendo assim, apenas um deles foi considerado na correlagdo multipla.
Isto permitiu-nos observar que o tamanho, a forma e a topologia
molecular (que considera os atomos como se estivessem conectados
entre si na molécula, sem considerar angulos nem comprimentoss9, sao
os principais fatores determinantes da retengao destes compostos. Nas
regressoes lineares multiplas, outros descritores como a area polar, Ap,
e o indice do estado eletrotopolégico, So, foram introduzidos.

As melhores equagdes de regressao linear multipla, com

duas variaveis, usando fases estacionarias LM-1 e CBP5 (160°C) foram:

iCBPS =4,211 (+0,59) Ar - 891,9 (+350) S9 + 2018 (£536) (21)

n=18 r=0,975 s =52,130 F=146,637 12, =0,923

Iivg = 4,119 (£0,60) Ar - 874,6 (£355) Sg + 1959 (£543) (22)

n=18 r=0,974 s=52,835 F=136,698 12, =0,919

Nas equagodes 21 e 22 os melhores descritores foram a area
total, Ar, € o indice do estado eletrotopologico, So. As interagdes
dispersivas sao descritas pelo parametro Ar, sendo que o indice

eletrotopolégico une em um Unico indice atributos topolégicos e
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eletrénicos de um atomo no esqueleto molecular. Sg é um descritor que
da informagédo a cerca da influéncia que certos atomos ou grupos
substituintes tém sobre o ambiente topolégico e eletrénico do atomo
tomado como referéncia.

O valor do estado eletrotopolégico é derivado do valor da
eletronegatividade distribuida sobre um atomo de acordo com o seu
grau de ligacdo com atomos nao hidrogenados. O estado

eletrotopolégico intrinseco, [, do atomo é perturbado pela presenca dos

outros atomos no campo ou na molécula. Esta perturbacao é estimada

em parte pelas diferencas na eletronegatividade.

O estado eletrotopolégico resultante de um atomo (S;), é um

valor numérico que descreve a disponibilidade daquele atomo para
interagir no espago com algum atomo ou grupo de referéncia. Esta
disponibilidade calculada inclui a eletronegatividade e o ambiente
topologico, isto é, se o atomo estd bloqueado ou na periferia da
molécula. Pode ser pensada como sendo a probabilidade de interagao de

um atomo em estudo com atomos de outras moléculas.

A natureza do substituinte na molécula influencia este
indice. Substituintes doadores de elétrons contribuem para aumentar o
valor deste indice e aqueles receptores de elétrons, para diminui-lo.

Nas equagdes 23 e 24 os descritores moleculares X’ e Ap
também mostram boa correlacdo. Ap estd relacionada as areas da

molécula que apresentam dipolos. XV € um indice que descreve bem
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grupos de compostos com anéis aromaticos e substituintes contendo
heterodtomos. Este .indice descreve caracteristicas estruturais como,
comprimento, ramificagdes, ciclo, presenca e tipo de heteroatomo, a
presencga € o grau de adjacéncia dos atomos (no anel) mas néo o nivel
quantico e eletronico dos mesmos, o que significa dizer que ele nao
inclui informacgdes sobre a influéncia eletronica. Fatores eletrénicos
incluem polaridade, carga, nivel de energia e outros. Fatores topologicos
incluem disposi¢cdo dos atomos no esqueleto (ligagdes e ramificagées),

fatores estéreos, espaciais, volume, area superficial, etc.

Iceps = 197,2 (£39,0) XV + 5,667 (£3,16) Ap + 570,6 (£173) (23)

n=18 r=0,961 s =65,010 F=91,610 1r2,=0,877

I = 194,1 (£39,7) IXV + 5,350 (£3,22) Ap + 544,5 (£177) (24)

n=18 r=0,958 s =66,264 F=284,176 r2, =0,867

Os coeficientes das equagdes (21 a 24) correspondentes a
Ar, 1Xv e Ap indicam que o indice de reten¢do aumenta com o aumento
destes parametros. Porém, o indice Sg proporciona um decréscimo do
valor do indice de retencdao com seu aumento.

Os mesmos descritores moleculares foram determinados
para ambas a fases estacionarias estudadas (LM-1 e CBPS) e, com
valores estatisticos muito préximos demonstrando que estas duas fases

tém os mesmos tipos de interagdes com as acetofenonas estudadas.
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A fim de se verificar a previsdo da retengido cromatografica
de outras acetofenonas através destes mesmos descritores,
acrescentou-se a este grupo de 18 acetofenonas (retencgdes
determinadas em fase estacionaria LM-1) outras 9 analisadas por

Riguezza57. As equagdes obtidas para os 27 compostos foram:

Im-1/0v-101 = 5,19 (£ 1,02) Ar - 752,47 (t 515,88) S + 1516,81 (+ 24,59)  (25)

n=27 r=0,925 s = 104,900 F=7134 r2,=0,811

Tim1/0v-101 = 208,50 (+ 43,03) 1Xv + 8,34 (+ 2,56) Ap + 328,18 (+ 143,83)  (26)

n =27 r = 0,960 s=77,176 F=141,97 12, =0,900

As equacgdes 25 e 26 demonstram que estes descritores
podem prever a retengdo cromatografica de outras acetofenonas.

Na Tabela VI sdo mostrados os indices de retencao
experimentais e calculados com as equagdes 25 e 26 e os desvios

individuais entre estes valores.
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Tabela VI. Indices de feten(;éo de Kovats de acetofenonas determinados em
fase estacionaria LM-1 (IRwm-1) & 160°C, indices calculados pelas equagées 25
(Calc. Eq. 25) e 26 (Calc. Eq. 26) e as diferengas entre os valores experimentais
Eq. 25 e Dif. Eq. 26).

e os calculados (Dif.

G

1 Acetofenona 1129,9

2 4-OMe 1274,8 54,6 1272,2 57,2
3 3-OH 1251,1 102,0 1301,7 51,4
4 4-OH 1228,2 166,8 1302,3 92,7
5 3,4-Metoxileno 1282,8 121,5 1417,3 -13,0
6 4-OH-30Me 1401,2 38,3 1474,0 -34,5
7 2,5-OH 1369,9 88,9 1450,5 - 8,3
8 2,6-OH 1388,2 91,7 1422,4 57,5
9 2,4-OH 13173,1 119,8 1468,3 24,6
10 2,4-OMe 1475,4 51,7 1442,9 84,2
11 2-OH-4,6-OMe 1594,4 39,4 1471,3 162,5
12 2,4,6-OMe 1681,2 11,4 1614,1 78,5
13 2,4,5-OMe 1661,0 32,6 1611,5 82,1
14 2-acetoxi-4,6-OMe 1828,9 -88,8 1922,4 -182,3
15 2,4-OH-3-Prenil 1813,8 7,3 1857,6 -36,5
16  2-OH-4-OMe-3-Prenil 1896,4 -44,8 1850,5 1,1
17 2,4-OH-5-Prenil 1828,3 78,4 1878,9 27,8
18  2-OH-4-OMe-5-Prenil 1892,6 -74,9 1859,9 -42,2
19 4-Me 1221,4 -39,7 1201,1 -19,4
20 3-Me 1216,8 -47,9 1200,2 -31,3
21 2-Me 1203,7 -70,0 1190,4 -56,7
22 4-Cl 1249,0 -22,7 1214,6 11,7
23 2-Cl 1247,8 -54,0 1204,1 -10,3
24 4-F 1238,6 -191,0 1137,6 -90,0
25 2-F 1320,0 -293,6 1134,7 -108,3
26 2-OH 1265,7 -103,0 1284,1 -121,4.
27 4-Br 1263,2 51,9 ~1303,5 11,6

Indices experimentais obtidos em fase estacionaria OV-10157
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A equacdo 26 descreve melhor, neste caso, a retencéo
cromatografica dos compostos considerados. Os indices 1X' e Ap
parecem ser os melhores parametros que representam as caracteristicas
estruturais destes compostos. O composto 26 foi 0 que mais desviou da
correlacdo, seu desvio pode estar relacionado a formacéo de ligacao de
hidrogénio intramolecular. Outro fator que pode explicar as diferencas
‘encontradas (desvios) sdo as condi¢gdes experimentais para a obtencido
dos indices de retencao, isto €, os 9 compostos foram analisados em
colunas cromatograficas de baixa resolugédoS’. Na equacdo 25 os
compostos que mais desviaram da correlacdo foram os que contém o
atomo de flior como substituinte no anel, sem eles a correlacao
melhora sensivelmente, r=0,960.

A validacdo do modelo foi verificada através dos valores do
coeficiente de validagdo cruzada, r2w, indicando que estas equagdes
explicam bem a retencdo destes compostos no sistema cromatografico,
nas condicdes empregadas.

Estas equagbes podem auxiliar na previsao da retencao
cromatografica de outras acetofenonas cujos indices de retencdo nao
foram determinados.

A Fig. 12 apresenta os graficos da correlagao linear simples
entre os indices de retencio experimentais (fase estacionaria LM-1/0V-

101) e calculados (equagdes 25 e 26).
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indices de Kovats

calculados Eq. 26
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Figura 12. (a) Correlacdo linear simples entre os indices de retencao
experimentais das acetofenonas obtidos na fase estacionaria LM-1/0V-
101 e calculados pela equacgao 25. (b) Correlacéo linear simples entre os
indices de retencdo experimentais obtidos na fase estacionaria LM-
1/0V-101 e os calculados pela equacio 26.
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4.3 Triterpenos

Para otimizar as condi¢cdes para a analise cromatografica,
testou-se a relacao entre o tempo de retencdo € o namero de atomos de
carbono para as condi¢dées isotérmica e com programacao linear de
temperaturé. O grafico log t’r em funcdo do n° de atomos de carbono de
n-alcanos (Fig.s 13 e 14) mostram a 6tima linearidade para a condicio

isotérmica, porém, obtendo-se uma equacgdo polinomial de 2* ordem

para o modo com programacao linear de temperatura, respectivamente.

1,4

1,24

1,0 4

2]
ol Y =A+B*X
g" X! Param. Valor sd
& A -1,8536  0,02152
. B 0,0884  0,00068
0,8 1 R = 0,99994

SD =0,00402 n=4
P = 0,00006

0,6

T T T ' I T T ' T
28 30 32 34 36

n° 4tomos de carbono

Figura 13. Grafico log t’r em fung¢ao dos ntimero de atomos de carbonos

de n-alcanos na condicao com temperatura isotérmica (290°C).
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1,60

1,55 4

1,50 o

log t'r
n-alcanos

y=A0+ A1 x + A+ A3 R+,
Param. Valor sd

-
H
(4]
1

A0 2,0970727 0,09664
Al -0,069018  0,00605
A2 0,001523  0,00009
R =0,99997
R2=0,99994
1,35 . SD =0,00133

1,40

T T T v J T T T T
28 30 32 34 36

n° atomos de carbono

Figura 14. Grafico log t’r em funcdo do niimero de atomos de carbonos

de n-alcanos no modo com programacgao linear de temperatura (80-
295°C a 10°C/min)

Como a ordem de eluicdo, e os descritores envolvidos nas
equacdes para a descrigdo da retengdo cromatografica dos triterpenos
ndo alterou quando se utilizou uma programacéao linear de temperatura
na obtencdo dos dados cromatograficos, optou—se por s6 mostrar os
resultados obtidos no modo isotérmico de temperatura.

As temperaturas isotérmicas utilizadas nas analises foram
escolhidas a partir da determinac¢ao da faixa linear do grafico log t'r em
funcio de diferentes temperaturas (faixa de 275 - 295°C) da lupanona €

da B-amirina (Fig. 15 e 16).
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Figura. 15. Grafico log tr da lupanona obtidos na coluna LM-1 em

relacdo a diferentes temperaturas isotérmicas da coluna, mantendo-se
Tinj = 310°C € Taet = 320°C
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Figura 16. Grafico log t'rR da B-amirina obtidos na coluna LM-lem

relacdo a diferentes temperaturas isotérmicas da coluna, mantendo-se
Tinj = 310°C e Tget = 320°C
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O tempo de retenc¢ao experimental (tr) foi obtido usando a
média de trés determinacdes experimentais. Os desvios-padrao ficaram
abaixo de 0,01%.

Dados de retencéo cromatogréﬁcos de 23 triterpenos
cromatografados em fase estacionaria de baixa polaridade sdo indicados
na Tabela VII. Nesta Tabela também sao mostrados alguns dos
descritores estruturais empregados no estudo de correlacdo entre
estrutura e reteng¢ao cromatografica destes compostos.

Ikan e Gottlieb!?? estudaram a correlagdo entre tempo de
retencdo € a estrutura de grupos de triterpenos tetraciclicos e
pentaciclicos. Os tempos de retencdo foram afetados pela silanizacéo,
usada para minimizaf as caudas dos picos. Os derivados silanizados
sdo mais volateis e menos polares que os triterpenos com hidroxilas
livres. Os acetilados porém prorhovem o aumento da retencao
cromatografica.

Militdo e colaboradores!$® elaboraram um banco de dados
com cerca de 1000 triterpenos de diferentes esqueletos, atribui¢ées de
deslocameﬁto e ambiente quimico de cada atomo de carbono e suas
respectivas estruturas, além de varias rotinas programadas para
auxiliar a tarefa de determinacéao estrutural de triterpenos. Eles criaram
um sistema de codificacdo que refletia o ambiente quimico dos
triterpenos estudados. Este cédigo foi baseado no sistema de
numeracido hexadecimal, refletindo cada atomo de carbono, segundo

sua hibridizacdo e grau de hidrogenagéo.
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Como pode ser visto, outros métodos que nio os analiticos
tradicionais, podem ser empregados para auxiliar na elucidacao
estrutural e identificacdo destes compostos.

Trabalhos envolvendo o estudo da relagdo entre a estrutura
e a retencado de compostos com estruturas pequenas, mais simples que
os triterpenos € de peso molecular abaixo de 250 unidades de massa,
foram até entdo, amplamente abordadosS57.67,6892,132,134,157,159,160, Ng
tentativa de aplicar a metodologia da QSRR a estruturas mais
complexas, os triterpenos pentaciclicos foram também utilizados neste
trabalho.

Analisando-se os valores dos indices de retencao de Kovats
na Tabela VII, observa-se que os compostos carbonilados, hidroxilados e
acetilados, eluem nesta ordem do sistema cromatografico. Como
exemplo pode-se comparar os valores dos indices obtidos para o
betulinato e betulonato de metila. O maior indice é o do derivado do
acido betulinico, pois este apresenta uma hidroxila que possui uma
interacdo maior com a fase estacionaria do que o oxigénio carbonilico do
derivado do acido betuldnico. Isto comprova que diferentes tipos de
interacdes ocorrem entre o soluto e a fase estacionaria, fazendo com que
a retencdo nao seja a mesma.

Uma analise pode ser feita com relagdo a disposicao de
ramificacdées. Fazendo-se a comparag¢iao entre os compostos a-amirina

em relacdo a B-amirina e ursolato de metila relacionado com oleanolato

de metila, observa-se que no primeiro caso, a diferenga estrutural esta
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nas metilas 29 e 30, onde na a-amirina elas estio em carbonos
diferentes (C-19 e C-20), e na B-amirina elas estdo no mesmo (C-20),
fazendo com que a retengido cromatografica da oa-amirina seja

ligeiramente maior devido a maior area superficial da molécula. O
composto com as duas metilas (29 e 30) no mesmo atomo de carbono,
apresenta ainda impedimento estéreo, que dificulta uma maior
interagdo com a fase estacionaria e portanto, uma menor retenc¢ao.

No segundo caso, onde comparamos ursolatb com
oleanolato de metila, observa-se o mesmo fato, isto é, o ursolato de
metila apresenta um indice de retengao maior, pois sua estrutura
apresenta maior area (metilas em carbonos diferentes) e auséncia de

impedimento estéreo.
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Inicialmente tentou-se encontrar as equacdes que melhor
pudessem descrever a retengdo cromatografica dos triterpenos,
relacionando-se seus indices de retencao de Kovats com diferentes
descritores moleculares em equagdes simples (com uma variavel). As
equacoes foram apresentadas apenas para a temperatura de 290°C.

Apesar de ser encontrado um coeficiente de correlagéo entre
indice de retencdo de Kovats e a area polar (Ap) igual a 0,92 as demais
correlagoes foram insatisfatorias (abaixo de 0,7). Optou-se entdo por
utilizar equacgdes envolvendo mais descritores.

As melhores correlagdoes com 2 variaveis foram obtidas com
Ap e XV, (0,947). O parametro 6XV, esta relacionado com fragmentos de
6 ligagdes continuas, sendo um indice bastante apropriado para
descrever moléculas com anéis condensados. Este indiée demonstra que
a retencdo cromatografica dos triterpenos esta relacionada com o
tamanho e grau de ramificacdo nos anéis.

Introduzindo-se uma terceira variavel, observa-se uma ligeira

melhora da qualidade da equacgéo:

Ioo = 6,830 (£ 0,98) Ap - 85,304 (+ 44,86)6Xv, + 103,214 (+ 89,12) 4Xvpe +
2752,603 (+ 892,82) (27)

n=23 r=0,959 SD=33,440 F=73,25 r2,= 0,863
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O indice 4XVpe descreve um subgrafico de quarta ordem
linear com uma ramificagéo, que é formado sempre que ha um ponto de
ramificacdo na cadeia da estrutura (fragmento equivalente ao esqueleto
do isopentano). Pode ser visto na Fig. 17 que nos esqueletos dos
triterpenos, existem estes fragmentos. Este indice é importante entdo
para a descricdo de anéis substituidos. Cada substituinte origina no

minimo dois subgraficos 4XVpe.

Figura 17. Alguns subgraficos do tipo 4XV,c presentes no

esqueleto de um oleanano.

Afim de melhorar ainda mais a qualidade da equacido e
verificar se outros fatores também poderiam estar influenciando a
retencéao dos triterpenos estudados, introduziu-se mais um termo a ela.
Este termo € o indice 3XV. que representa um subgrafico formado por 3
ligagées a um atomo de carbono terciario (fragmento com trés ligacdes

ligado a um atomo central). Na Fig. 18 pode ser visto este subgrafico.
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Figura 18. Alguns subgraficos do tipo 3XV. no esqueleto de

um oleanano.

O quarto termo entdo adicionado, 3XVv., surgiu como um
descritor de ajuste, isto €, individualmente é incapaz de descrever a
retencdo dos compostos estudados, porém combinado com outros,
considerados importantes para a descricdo, melhora bastante a
equacdo. O coeficiente de correlagéo passou de 0,959 para 0,974.

A equagédo obtida com 4 variaveis foi:

Ioo = 6,983 (¢ 0,82) Ap - 117,659 (+ 43,25) 6Xv, + 156,339 (+ 82,34)%XV%e -
59,402 (+ 40,11) 3X%, + 2665,871 (+ 745,07) (28)

n=23 r=0,974 SD=27,716 F=282,38 r2.=0,904

A area polar (Ap), termo que descreveu melhor a retencéo,
esta relacionada a grupamentos polares na estrutura. Observa-se que
aqueles compostos com grupos polares, como os acetatos, apresentam

maiores valores para Ap, enquanto compostos como o filic-3-eno, que
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nao apresenta grupos polares e os metilados, tém menores valores.
Estes fatores estdo relacionados com a retengdo cromatografica, de
modo que quanto maior a Ap, maior a retencéio.

Da mesma maneira que o indice 6XVp, o indice 4XVpc
também descreve atributos relacionados ao tamanho da molécula,
porém considerando principalmente a presenca de substituintes.

Como sao indices de valéncia, ambos diferenciam
heteroatomos. Os valores atribuidos ao lupanol sido diferentes da
lupanona, isto €, estes compostos sao diferenciados por este indice. O
do lupanol sendo maior do que o da lupanona, seguindo a ordem de
eluicdo (retencao).

Conforme a Tabela VIII observa-se que nao existe
colinearidade significante entre as variaveis envolvidas na equagéo
proposta.

A adicdo dos termos seguiu o método de regressao por
etapas, ou seja, com o auxilio do programa MRA / Bilin novas equagoes
foram propostas a4 medida que se promovia um aumento do numero de
termos.

O valor do coeficiente de validacdo cruzada, r2.y, encontrado
(0,904) é muito bom, comprovando o poder de previsdo de outras

estruturas similares através da equag¢ao proposta.
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Tabela VIII. Valores dos coeficientes de determinacéao, r2, entre as variaveis

6XVp, 4XVy,e, Ap € 3Xv,, envolvidas na equacgio 28.

oXV p 4xXv pe 3Xv. Ap
6Xp 1 0,161 0,075 0,028
X o ' 1 0,124 0,022
3XYe | 1 0,004

A Tabela IX mostra os indices de retencdao de Kovats
experimentais e os calculados através da equacdo 28, bem como as
diferencas entre estes valores. Apesar das diferencas observadas, as
caracteristicas estatisticas encontradas na equacao 28 sao melhores
que aquelas encontradas no modelo descrito por Katritzky3? para
descrever a retencdo de 178 hidrocarbonetos ramificados com grupos
metila produzidos por insetos. Deve-se levar em consideracao ainda que
as estruturas dos triterpenos sao mais complexas € que o numero de

compostos considerados € muito menor.
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Tabela IX. Indices de retengdo de Kovats de triterpenos determinados
em fase estacionaria LM-1 a 290°C, indices calculados pela equacio 28

(Calc. Eq. 28) e as diferencas entre os valores experimentais e os
calculados (Dif. Eq. 28).

1 B- amirina 3381,8 3421,5 -39,7
2 Ac.3-B-OH-11ox0-12-eno-30-éico 3828,0 37954 32,6
metilado

3. Oleanolato de metila 3571,5 3577.,4 -5,9

4 Lupanona 3397,4 3401,8 -4.4
S Lupanol 3422,0 3404,7 17,3
6  Lupeol 3395,1 3388,4 6,6

7  Betulinato de metila 3562,9 3588,7 -25,8
8 Betulonato de metila 3535,6 3525,0 10,6
9 o- amirina 3423,0 3457,1 -34,1
10  Ursolato de metila | 3609,6 3607,2 2,4

11  Filic-3-eno 3376,0 3373,1 2,9

12 Adiantona 3382,1 3408,0 -259
13 Isoadiantol 3412,8 3387,0 25,8
14  o- amirina metilada 3399,2 3355,1 44,1
15 pB- amirina metilada 3359,7 3322,3 37,4
16 Acetato de a- amirina 3495,3 3499,1 -3,8
17 Acetato de B- amirina 3457,0 3465,9 -8,9
18 o~ amirinona 3337,8 3389,0 -51,2
19 - amirinona 3456,1 3467,0 -10,9
20 Lupeol metilado 3329,8 3332,7 -2,9
21 Cinamato de lupeol 3466,3 3436,9 294
22 Cinamato de a- amirina 3493,1 3505,5 -124

23  Acetato de lupeol 3457,0 3440,3 16,7
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Ainda para testar o poder de previsiao estrutural do modelo
apresentado (Eq. 28), calculou-se os indices de retencdo de Kovats de
dois compostos que ndo foram usados na elaboragdo da equacgdo. A
area polar (Ap) e os indices de conectividade envolvidos, foram
determinados da mesma maneira que os demais compostos.

Os indices de Kovats foram também determinados para que
se pudesse compara-los aos valores calculados.

A glochidona e a isoadiantona (Fig. 19 e 20), compostos
testados, foram analisadas nas mesmas condi¢des experimentais que as
substancias usadas para elaborar o modelo.

Os valores obtidos através da equacgao 28 foram:

Glochidona: I290 = 3395,4

Isoadiantona: I2g0 = 3401,3

Figura 19. Glochidona
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Figura 20. Isoadiantol

Na Tabela X estes valores sdo comparados com os obtidos

experimentalmente.

Tabela X. Indices de retencdo de Kovats experimentais obtidos em fase

estacionaria LM-1 a 290°C, os calculados pela Eq. 28 da glochidona e

da isoadiantona e as respectivas diferencas (A) entre estes valores.

Glochidona 3399,6 3395,4 4,2

Isoadiantona 3378,2 3401,3 -23,1

As diferencas observadas (A) estdo abaixo do desvio-padrao

previsto (ver Tabela na pag. anterior). Isto demonstra um bom poder de
previsio do modelo proposto para atribuir valores de indices de

retencdo de Kovats as estruturas testadas.
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E evidente que somente através do indice encontrado néo
poderiamos identificar as estruturas com precisdo. Porém, com dados
fornecidos por outras técnicas analiticas, a equacdo pode ser uma

ferramenta fundamental no apontamento da estrutura verdadeira.
6.4 Alcenos

A relacdo entre o numero de atomos de carbono de n-
alcanos lineares e seus indices de retencdo cromatograficos obedece
uma escala linear. Quando é testada com alcanos ramificados, esta
relacdo deixa porém de ser linear, uma vez que a retencao de carbonos
terciarios e quaternarios diminui devido ao efeito estéreo produzido
pelos grupos vizinhos. A Fig. 19 mostra a tendéncia linear para os
alcanos lineares e a polinomial quadratica quando se aumenta o

nUmero de ramificagcdes, em um mesmo atomo de carbono.
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Figura 21. Correlacdo entre os indices de retencdo e o numero de

atomos de carbono para alcanos lineares (nC) e ramificados.

Aplicando-se a definicdo de Kovats para alcanos lineares a
molécula do 2,3 dimetilbutano; o valor de indice de retencdo de Kovats
deveria ser 600, ou seja, segundo o principio da aditividade, este indice
seria a soma das contribuicdes de cada atomo de carbono (100 para
cada). Porém determinado experimentalmente, o valor é de 568,1133,
Fica claro que os atomos de carbono secundario e terciario nesta
molécula tém valores inferiores ao estipulado por Kovats para carbonos
de moléculas lineares, o que justifica a n&o linearidade da relacao.

Para linearizar as equagbdes polinomiais que ocorrem
quando os indices de Kovats sao relacionados ao niimero de atomos de

carbono de alcanos ramificados, foi necessario encontrar um método
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que considerasse a contribui¢do de alguns carbonos na molécula com
indices numéricos diferentes daqueles propostos pelo principio da
aditividade.

Inicialmente foi criado o indice estéreo topologico’® com o
intuito de ser usado na previsdo retengdo cromatografica de alcanos
ramificados.

Pela teoria de Kovats, o valor de cada atomo de carbono é
100. No entanto, as contribuicdes devem ser diferentes para éfomos de
carbono secundario, terciario e quaternario. Assim sendo para o
fragmento -CHs foi atribuido o valor 100, e para os fragmentos -CHa-, -
CH< e >C< os valores das contribui¢cées tinham que ser menores, ja
que nesta ordem eles estdo cada vez mais bloqueados, interagindo
menos com a fase estacionaria. Os valores atribuidos foram 90, 80 e 70
para —-CH2-, -CH< e >C< respectivamente?8.

Para tornéa-los mais adequados para a consideracdo

topologica estes valores foram divididos por 100 (veja Tabela XI).
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Tabela XI. Valores de C; e & para atomos de carbono primario, secundario,

terciario e quaternario.

Fragmento- =~ .Valor . .~ - G - .- &
-CHs 100 1,0 1,0000
—CHz- 90 0,9 0,9487
-CH< 80 0,8 0,8944
>C< 70 0,7 0,8367

Heinzen e Yunes’® consideraram que se a equacdo para
compostos com ramificagées era polinomial quadratica, entdo a
contribuicao de cada atomo de carbono seria sua propria contribuicdo
(C) vezes a contribuigéo estérica de seus vizinhos (&). Esta contribuicéo

da vizinhanca (&) era considerada como a raiz quadrada de C.

Si= C;% | (29)

A equagao proposta inicialmente por eles para a
determinagao do entdo chamado indice estéreo topologico foi:

Ekr=2%2C;.81.62.83.04 A (30)

Os resultados ainda néo estavam perfeitos, pois a

correlagdo entre os indices de retencédo e os indices estéreo topologicos

nao era boa, necessitando de calculos mais apurados considerando-se

nao sb6 os vizinhos diretos dos atomos de carbono considerados, mas os

outros que também afetam a retencédo cromatografica de moléculas mais

ramificadas.
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Com isto, foi proposto um novo indicelS¢ para prever mais
corretamente a retencao de alcanos ramificados e alcenos, diferenciando
seus isomeros cis e trans.

Este indice baseia-se na hip6tese de que a retencédo
cromatografica da molécula é devida as interacbes que cada atomo
possui com a fase estacionaria.

A determinagdo do grau ou valor dos efeitos estéreos que
agem sobre um determinado atomo de carbono de um alcano ou alceno
por exemplo, nao dependera s6 da sua caracteristica de ser primario,
secundario, terciario ou quaternario, mas sim, do tamanho do
substituinte. Como a tendéncia dos desvios é logaritmica, é necessario
adicionar o valor do logaritmo do atomo adjacente, conforme ele seja
primario, secundario, terciario ou quaternario.

Assim surge o novo indice semi-empirico topolégico, Igr!6!-
que € expresso como

Ier=XCi+ & (31)
sendo C; o valor atribuido a cada atomo de carbono i da molécula e & a
soma do logaritmo do valor de céda atomo de carbono adjacente (Ci, Co,
Cse Cy)

0i=log C1 + log C2 + log Cs + log Ca (32)
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6.4.1 Metodologia

Por serem interacoes dificeis de se descrever teoricamente,
os valores de C; para atomos de carbono de alcenos sio baseados em
indices de retencio experimentais.

Deste modo, para a elaboracdo do novo indice, alguns
principios basicos foram considerados:

(i) No indice de conectividade, s6 o carbono ou atomos pesados é levado
em conta no grafico tedrico, no qual sio suprimidos os atomos de
hidrogénio.

(i) O processo cromatografico de separagao resulta de forgcas que
operam entre as moléculas do soluto e as moléculas da fase
estacionaria.

(ii_i) A reten¢ao das moléculas do soluto no caso de alcanos e alcenos é
devida ao nimero de cada atomo de carbono e as interacdes especificas
com a fase estacionaria. A interagdo dos atomos de carbono com a fase
estacionaria é determinada por suas propriedades elétricas e pelo
impedimento estéreo sofrido devido a outros atomos de carbono ligados
a ele. Assim, é necessario distinguir, por exemplo, um Aatomo de
carbono com ligacdo dupla em cis de um trans, pois eles séo
estericamente e eletricamente diferentes.

Os valores atribuidos aos atomos de carbono devem ser
baseados no comportamento cromatografico experimental das

moléculas que refletem as caracteristicas elétricas e estéricas destes
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atomos. Estes valores sdo obtidos por uma aproximagdo numeérica que
considera, como foi dito, o comportamento geral da retencido
cromatografica dos compostos.

Na Tabela XII sdo apresentados os valores de C; e log de C;
para atomos de carbono primario, secundario, terciario e quaternario de

alcanos.

Tabela XII. Valores de C e log de C para atomos de carbono primario,
secundario, terciario e quaternario em alcanos e atomos de carbono em cadeia

carbonica de isbmeros cis e trans de alcenos.

Fragmento  Posigdoda  Valor. G .. logG |
S ligagdo dupla c | ' B
-CHs - 100 1,0 -
-CHz - - 90 0,9 - 0,0458
-CH< - 80 0,8 - 0,0969
>C< - 7"0 0,7 - 0,155

A molécula do 2-metilbutano (Fig. 22) é mostrada aqui

como um exemplo do calculo’ do novo indice semi-empirico topolégico

A

Figura 22. Estrutura do 2-metilbutano

para alcanos.
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c(1) = 1,0 + (log 0,8) = 1,0 - 0,0969 = 0,9031

C(2) = 0,8 + (log 0,9 + log 1,0 + log 1,0) = 0,8 - 0,0458 = 0,7542
C(3) = 0,9 + (log 0,8 + log 1,0) = 0,9 - 0,0969 = 0,803 1 |
C(4) = 1,0 + (log 0,9) = 1,0 - 0,0458 = 0,9542

C(5) = 1,0 + (log 0,8) = 1,0 - 0,0969 = 0,903 1

Ier = 4,3177

A correlacdo linear simples entre o indices de retencéao
cromatograficos € o indice semi-empirico topolégico, [er para 229
alcanos ramificados (com grupos metil, etil, propil, butil, dimetil,
trimetil e tetrametil, com a cadeia carbénica com C4-Co4 atomos de
carboho)147, é excelente, sendo o coeficiente de correlacdo, r, igual a
0,9983. A correlacdo com os mesmos compostos usando o indice de
Wiener e o indicé de conectividade molecular de primeira ordem, X de
Kier e Hall, também siao bons (0,9980 e 0,9985), os valores dos
coeficientes de cbrrelagéo sdo da mesma ordem.

Para um grupb de 157 alcanos rarﬂificados com grupos
metil, etil, dimetil, trimetil e tetrametil, e dietil, com C;-Ci2 atomos de
carbono na cadeia carbénica, a correlacdo linear simples entre os
indices de retencao cromatograficos, I (esqualano, 100°C)133 e o0 novo
indice semi-empirico topologico, Igr, € excelente. Os parametros
estatisticos estdo na Tabela XIII, e o grafico da Fig. 23 mostra a

dispersao destes pontos.
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Tabela XIII. Parametros estatisticos da relacao entre os indices de retencéo de
157 alcanos e os nimeros de Wiener, 3Wcy, indices de conectividade, 1X e os

indices semi-empiricos topologicos, Igr.

Parametro 3Wen o= - Ier
a 119,5 vi 21,8 186,9 + 2,2 116,8 + 1,3
b -202,9 £+ 57,0 69,81 + 9,31 - 19,05 + 10,37
c 0,2947 + 0,0174 - | ;
r 0,9862 0,9902 0,9901
S 31,0 26,0 26,2
F 2728 7827 7800

A Tabela XIII mostra que a correlagdo simples com os
mesmos compostos usando o numero de Wiener tridimensional (3D),
3WcH, (lcarc = aWe + b), e o indice de conectividade molecular de
primeira ordem, !X, (Icac = alX + b), também foi boa. As caracteristicas
estatisticas de todas as trés correlacdes siao da mesma qualidade.

Os indices 3Wcyu ,1X e Igr estdo relacionados a forma e o
tamanho de alcanosl33 e eles sdo altamente correlacionados. Assim,
estes indices expressam informagdo constitucional semelhante,
tornando possivel a utilizacdo do indice semi-empirico topolégico, no
lugar do indice de Wiener tridimensional.

Uma comparagdo pode ser feita entre os resultados obtidos

por Trinajstic e colaboradores!33 para a relacao entre indice de retencao
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de Kovats e os numeros de Wiener tridimensional (3D), 3Wcu, € a

relacdo do novo indice com os mesmos indices de Kovats.

1400

1200
E _
S 1000
E 1
2 800
=
[J-] -4
1§ 600
5 4 Param. Valor sd
é 400 A -19,04978 10,37241
5} i B 116,78563 1,33092
= R =0,99008
2 200+ SD = 26,2009, N = 157
o P = 4,8814E-134
= .
=

0+ : . : : . . , : ' :
0 2 4 6 8 10 12

Indice Semi-empirico Topolégico

Figura 23. Grafico da correlacdo linear simples entre os indices de
retencdo, [ (esqualano, 100°C}!33 e o0 novo indice, semi-empirico
topolégico Igr, para 157 alcanos ramificados (com grupos metil, etil,
dimetil, trimetil e tetrametil, e dietil, com C;-Ci2 atomos de carbono na

cadeia carbdnica).

Observando-se o comportamento cromatografico de alcenos,
os valores atribuidos aos atomos de carbono C; para estes compostos
(Tabela XIV) foram dados conforme o seguinte:

i) Os indices de retencdo dos 1-alcenos!43 sjo geralmente menores que
seus alcanos correspondentes, independente do tamanho da cadeia
(foram estudados Cs-Ci4 n-alcenos). Os indices de retengao dos 1-

alcenos sao mais baixos que os dos 2-cis, 2-trans-alcenos, 3-cis ¢ 3-
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trans-alcenos, mas eles estdo proximos dos valores de 4-cis e 4-trans-
alcenos.

iij Os 2-trans-alcenos eluem antes do seus isémeros cis
correspondentes. Os 2-trans-alcenos tém um indice de retencao
ligeiramente menor que o dos alcanos correspondentes, mas os indices
de retencdo dos 2-cis-alcenos sao mais altos.

iiij Os isébmeros 3 e 4 cis-trans mudam sua ordem de elui¢éo
gradualmente quando o nimero de atomos de carbono na molécula é
aumentado (para série homéloga individual). Com alcenos menores
(<Ci0 n-alcenos), os 3 e 4-trans-alcenos eluem primeiro, mas com
alcenos maiores (>Ci0 n-alcenos) os 3 e 4-cis-alcenos é que tém menor

retencao.

Tabela XIV. Valores de C; e log de G para atomos de carbono em cadeia
carbonica de isoOmeros cis e trans de alcenos.

Fragmento Posicioda °~ Valor e - LogG
‘ ' ‘ - ligacdo dupla A ' '
CHy=; -CH= 1C 89,75 0,8975 - 0,0470
-CH= trans 2C 89,5 0,895 - 0,0482
cis 91,0 0,910 - 0,0410
-CH= trans* 3C ‘ 87,5 0,875 - 0,0580
cis* : 88,5 0,885 - 0,0531
-CH= trans* 4C 86,5 0,865 - 0,0630
cis* 87,0 0,870 - 0,0605
-CH= trans 5C 86,5 0,865 - 0,0630
cis 85,5 0,855 - 0,0680
-CH= trans 6C 86,0 0,860 - 0,0655
cis 85,0 0,850 - 0,0706
-CH= trans 7C 85,75 0,8575 - 0,0668
cis 84,5 0,845 - 0,0731

*Acima de 10 Atomos de carbono na cadeia carbonica, os valores para
isdmeros cis e trans de alcenos, devem ser invertidos
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Para demonstrar como os isémeros cis e trans de alcenos
sao diferenciados pelo novo indice proposto (Ie1), a seguir sao mostrados

(Fig. 24 e 25) os calculos para o cis-3-hexeno e trans-3-hexeno:

Figura 24. Estrutura do cis-3-hexeno otimizada através do programa

PCModel versao 3.01.

C(1) = 1,0 + (log 0,9) = 0,9542

C(2) =0,9 + (log 1,0 + log 0,8853) = 0,8469
C(3) = 0,885 + (log 0,9 + log 0,885) = 0,7862
C(4) = 0,885 + (log 0,885 + log 0,9) = 0,7862

C(5) = 0,9 + (log 0,885 + log 1,0) = 0,8469
Ier = 5,1746
C(6) = 1,0 + (log 0,9) = 0,9542 para o cis-3-hexeno

a—CH-= (cis) com ligacao dupla na posic¢ao 3
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Figura 25. Estrutura do trans-3-hexeno otimizada através do programa
PCModel versao 3.01.

C(1) = 1,0 + (log 0,9) = 0,9542

C(2) = 0,9 + (log 1,0 + log 0,875b) = 0,8420
C(3) = 0,875 + (log 0,9 + log 0,875) = 0,7712
C(4) = 0,875 + (log 0,875 + log 0,9) = 0,7712

C(5) = 0,9 + (log 0,875 + log 1,0) = 0,8420 -
Igr = 5,1348
C(6) = 1,0 + (log 0,9) = 0,9542 para o trans-3-hexeno

b_CH= (trans) com ligacao dupla na posicao 3

A separacdo experimental dos isémeros cis e trans de
alcenos é dificil, principalmente quando o numero de atomos de carbono
aumenta, aumentando o numero de possibilidades de isémeros
posicionais.

A previsao da retencao destes compostos minimiza ou exclui
este problema. Porém a obtencdo de uma equacdao adequada requer
conhecimento do comportamento cromatografico experimental dos

alcenos, o qual depende das caracteristicas elétricas e estéricas dos
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atomos de carbono individualmente.

A correlacdo entre os indices de retencao de Kovats
(esqualano, 100°C) 143 e o indice semi-empirico topolégico, Igr para 79
alcenos com Cs-Cis atomos de carbono na molécula, tendo ligagées
duplas nas posic¢oes 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, sdo de qualidade bastante boa.

A Fig. 26 mostra esta relagao.

indice de Retengdo Experimental(RI)

T i T v T T T
4 ) 6 8 10 12

indice Semi-empirico Topolégico (IET)

Figura 26. Grafico da relacao entre os indices de retencao
de Kovats determinados experimentalmentel!43 e os indices semi-
empirico topolégicos. -

A equacido obtida para esta relacéo é:

Icacc=a.Iger+ b (33)
n=79 r = 0,99996, SD =2,3541
onde a=122,8446 +0,1247 e b=-41,7054 + 1,1276
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Em um procediﬁlento de validacdo cruzada®3, o valor do
coeficiente de correlagido, r2., é€ 0,99991. Este valor demonstra a
estabilidade do modelo proposto, ou seja, a retirada de um composto e
previsdo de seu indice a partir da equacado obtida com os demais, nao
afeta a qualidade da equacao.

A Tabela XV, mostra as diferencas observadas (Al) entre os
indices determinados experimentalmente!43 e os calculados com Igr
para diferentes alcenos com cadeia linear com Cs-Cis atomos de
carbono.

A ordem de eluicdo dos compostos esta correta e a maioria
das diferencas entre os valores experimentais e calculados sdo menores
que 5. As estruturas dos isdmeros cis e trans sao diferenciadas com este

indice, o que ndo acontece quando outros indices foram usados.
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Tabela XV. Valores de indices de retencdo experimental, Iexp, (esqualano
100°C)143, indices de retengdo calculados, Icac ( com Igr ), A I = Iexp - Icawc €
valores dos indices semi-empiricos topologicos, Ier calculados para diferentes
alcenos com Cs - Ci4 atomos de carbono na cadeia linear.

- Ne . Composto = Iexe - leawc AT Ier
1 1-Penteno 482,6 483,0 -0,4 42710
2 1-Hexeno 583,8 582,3 1,5 5,0795
3 1-Hepteno 683,1 681,6 1,5 5,8880
4 1-Octeno 782,6 780,9 1,7 6,6965
5 1-Noneno 882,5 880,2 2,3 7,5050
6 1-Deceno 982,5 979,6 2,9 8,3135
7 1-Undeceno 1082,4 1078,9 3,5 9,1220
8 1-Dodeceno 1183,0 1178,2 4,8 9,9305
9 1-Trideceno 1283,1 1277,5 5,6 10,739

10 1-Tetradeceno 1383,2 1376,8 6,4 11,5475
11 trans-2-Penteno 499,5 499,5 -0,0 4,4057
12 cis-2-Penteno 505,4 506,7 -1,3 4,4645
13 trans-2-Hexeno 596,5 598,8 -2,3 5,2142
14 cis-2-Hexeno 604,9 606,1 -1,2 5,2730
15 trans-2-Hepteno 698,7 698,2 0,5 6,0227
16 cis-2-Hepteno 704,7 705,4 -0,7 6,0815
17 trans-2-Octeno 797,5 797,5 0,0 6,8312
18 _ cis-2-Octeno 803,2 804,7 -1,5 6,8900
19 trans-2-Noneno 896,4 896,8 -0,4 7,6397
20 cis-2-Noneno 901,9 904,0 -2,1 7,6985
21  trans-2-Deceno 996,7 996, 1 0,6 8,4482
22 cis-2-Deceno 1001,7 1003,3 -1,6 8,5070
23 trans-2-Undeceno 1096,6 1095,4 1,2 9,2567
24 cis-2-Undeceno 1101,5 1102,7 -1,2 9,3155
25 trans-2-Dodeceno 1196,9 1194,8 2,1 10,0652
26 cis-2-Dodeceno 1201,7 1202,0 -0,3 10,1240
27 trans-2-Trideceno 1297,0 1294,1 2,9 10,8737
28 cis-2-Trideceno 1301,6 1301,3 0,3 10,9325
29 trans-2-Tetradeceno 1396,9 1393,4 3,5 11,6822
30 trans-3-Hexeno 591,1 589,1 2,0 5,1348
31 cis-3-Hexeno 593,3 594,0 -0,7 5,1746
32 trans-3-Hepteno 687,4 688,4 -1,0 5,9432
33 cis-3-Hepteno 692,0 693,3 -1,3 5,9831
34 trans-3-Octeno 788,2 787,7 0,5 6,7517
35 cis-3-Octeno 789,8 792,6 -2,8 6,7916
36 trans-3-Noneno 886,4 887,0 -0,6 7,5602
37 cis-3-Noneno 887,5 891,9 -4.4 7,6001
38 trans-3-Deceno 985,8 986,3 -0,5 8,3687
39 cis-3-Deceno 985,8 991,2 -5,4 8,4086

40 trans-3-Undeceno 1085,4 1090,6 -5,2 9,2171
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Tabela XV. (Continuac¢ao)

| Ne Composto Iexp __Jeac Al Ier [
41 cis-3-Undeceno 1085,3 1085,7 -0,4 9,1772
42 trans-3-Dodeceno 1185,1 1189,9 -4,8 10,0256
43 cis-3-Dodeceno 1185,1 1185,0 0,1 9,9857
44 trans-3-Trideceno 1284,9 1289,2 -4,3 10,8341
45 cis-3-Trideceno 1284,4 1284,3 0,1 10,7942
46  trans-3-Tetradeceno 1384,6 1388,5 -3,9 11,6426
47 cis-3-Tetradeceno 1384,1 1383,6 0,5 11,6027
48 trans-4-Octeno 784,1 782,8 1,3 6,7120
49 cis-4-Octeno 788,2 785,3 2,9 6,7320
50 trans-4-Noneno 884,2 882,1 2,1 7,5205
51 cis-4-Noneno 885,4 884,6 0,8 7,5405
52 trans-4-Deceno 982,5 981,5 1,0 8,3290
53 cis-4-Deceno 982,8 983,9 -1,1 8,3490
54 trans-4-Undeceno 1081,1 1083,2 -2,1 9,1575
55 cis-4-Undeceno 1080,5 1080,8 -0,3 9,1375
56 trans-4-Dodeceno 1180,6 1182,6 -2,0 9,9660
57 cis-4-Dodeceno 1179,6 1180,1 -0,5 9,9460
58 trans-4-trideceno 1279,9 1281,9 -2,0 10,7745
59 cis-4-Trideceno 1278,6 1279,4 -0,8 10,7545
60 trans-4-Tetradeceno 1379,3 1381,2 -1,9 11,5830
61 cis-4-Tetradeceno 1377,7 1378,7 -1,0 11,5630
62 trans-5-Deceno 984,1 981,5 2,6 8,3290
63 cis-5-Deceno 981,6 976,5 5,1 8,2886
64 trans-5-Undeceno 1081,8 1080,8 1,0 9,1375
65 cis-5-Undeceno 1078,2 1075,8 2,4 9,0971
66 trans-5-Dodeceno 1180,6 1180,1 0,5 9,9460
67 cis-5-Dodeceno 1175,6 1175,1 0,5 9,9056
68 trans-5-Trideceno 1279,5 1279,4 0,1 10,7545
69 cis-5-Trideceno 1273,8 1274,5 -0,7 10,7141
70  trans-5-Tetradeceno 1378,4 1378,7 -0,3 11,5630
71 cis-5-Tetradeceno 1372,0 1373,8 -1,8 11,5226
72 trans-6-Dodeceno 1179,6 1177,6 2,0 9,9256
73 cis-6-Dodeceno 1175,0 1172,7 2,3 9,8856
74 trans-6-Trideceno 1277,4 1276,9 0,5 10,7341
75 ~ cis-6-Trideceno 1271,2 1272,0 -0,8 10,6941
76  trans-6-Tetradeceno 1375,7 1376,2 -0,5 11,5426
77 cis-6-Tetradeceno 1368,6 1371,3 -2,7 11,5026
78 trans-7-Tetradeceno 1374,5 1375,0 -0,5 11,5328
79 cis-7-Tetradeceno 1366,7 1368,8 -2,19 11,4822
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Os resultados deste trabalho demonstraram que é possivel
aplicar a relagdo quantitativa entre estrutura e retencédo cromatografica
(QSRR) para gerar modelos capazes de descrever com boa aproximagio
a retencao de compostos com caracteristicas estruturais semelhantes
aos analisados neste estudo, assim como identificar os principais
fatores responsaveis pela retencdo de certos compostos no sistema por
cromatografia gasosa.

Equacdes com boa qualidade estatistica foram obtidas nos
caéos estudados, sendo comparaveis a outros estudos onde foram
.utilizados compostos com estruturas mais simples. Em alguns casos,
como dos triterpenos, foram obtidos melhores resultados (r = 0,974) do
que aqueles alcang¢ados por outros pesquisadores (r = 0,959)32,

Nos casos estudados, os descritores Ar e Ap relacionados a
area das moléculas foram os mais significativos na determinacdo da
retencdo cromatografica destes compostos com a fase estacionaria
estudada. Eles representam atributos relacionados as interacdes
dispersivas, cujas forcas atuantes sdo do tipo Van Der Waals ou de
London, que predominam em sistemas onde sao utilizédas fases
estacionarias de baixa polaridade. .

No caso das cumarinas, interacdes mais especificas tais

como as polares entre estes compostos e as fases estacionarias
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empregadas, ficaram evidenciadas através dos descritores envolvidos na
equacao obtida, S.o- e Exowmo.

O estudo das acetofenonas demonstrou que os indices !XV,
Ap e Ar, S; foram os descritores mais adequados para a descricdo da
estrutura molecular dos compostos aromaticos com o grupo carbonilico
das acetofenonas, sendo que Ar e S; também descreveram o grupo das
cumarinas e seu anel lactbnico. Para as acetofenonas, também os
atributos relacionados a area foram os predominantes no processo de
retencdo cromatografica, sendo porém, complementados por um
descritor relacionado aos efeitos eletronicos (Si).

Os descritores de ajuste tém grande importancia, pois eles
sdo os responsaveis pela diferenciagao entre dois ou mais compostos.
Somente através da area total, por exemplo, nio seria possivel a
distingdo entre algumas cumarinas e acetofenonas, pois em alguns
casos, estes valores sdo muito proximos. Entdo o descritor de ajuste, S;
ou Exowmo, € que determina a diferep¢a.

Estes descritores capazes de descrever o processo de
retencao dos compostos estudados estdo relacionados ao tamanho,
forma, topologia e caracteristicas eletrénicas das mdléculas.

A area polar (Ap), parametro que esta relacionado com a
presenca de grupos polares na estrutura, foi o termo que meihor
descreveu a retencao dos triterpenos no sistema cromatografico.

Os outros descritores envolvidos no modelo proposto para a

previsdo da reten¢ao cromatografica de triterpenos, estdo relacionados a
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grandes fragmentos de ligacdes (4 e 6 ligacbes consecutivas), XV, e
4XVoe, que caracterizam sistemas que contém ciclos condensados, o
grau de ramificagdo, insaturacdo e presenca de heteroatomo nestes
anéis.

Bons resultados foram obtidos através de regressao linear
multipla entre a retencédo cromatografica e os descritores acima citados.
Os parametros estatisticos comprovam a boa qualidade dos modelos
apresentados através dos valores dos coeficientes de correlagao e de
validacdo cruzada que mostra a estabilidade dos mesmos.

A identificacdo de compostos pela correlacdo Iexp. versus
Itesricos NAO € restrita apenas a séries homédlogas, podendo ser aplicada a
moléculas com estruturas similares que contenham diferentes
polaridades e tamanhos. Isto pode ser visto pelos resultados obtidos
para as classes de compostos apresentadas aqui.

Assim é possivel o emprego desta teoria em quimica
analitica como uma ferramenta auxiliar na identificacdo de compostos.

O novo indice semi-empirico topolégico (Ier) proposto para a
previsdo da retencdo cromatografica inicialmente de alcanos e
posteriormente para diferenciar as estruturas cis e trans de alcenos
provou ser um método adequado para a elucidacdo da estrutura
molecular ou previsdo da retencdo cromatografica destes compostos. Os
parametros estatisticos foram excelentes (r = 0,9999 ; r2.,, = 0,9999)

para alcenos, comprovando a proposta. No caso dos alcanos, embora os
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valores estatisticos fossem bons, este indice néo diferenciou is6meros
posicionais, necessitando de aperfeicoamento posterior.

O indice semi-empirico topolégico (Ier) ja permitiu sua
aplicacdo para outras séries de compostos, tais como ésteres, com bons
resultados, mostrando que pode ser estendido com sucesso no futuro
para outras classes.

Com o aperfeicoamento de computadores e a crescente
disponibilidade de programas que permitem o calculo de propriedades
fisico-quimicas e topologicas, a utilizacdo cada vez maior da QSRR tem
sido verificada e disponibilizada. Porém novos estudos, ainda sao
necessarios para que se possa esclarecer todos os fatores relacionados

as interacgdes que ocorrem entre soluto e a fase estacionaria.
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BSTRACT

Gas chromatographic retention indices of two groups of acetophenones studied in CBP5 and LM-1 stationary phases are related to
ructural parameters by quantitative structure-retention relationships (QSRR) utilizing multilinear regression. Different structural descriptors
ere selected, such as topological, geometric, electronic, quantum-chemical and physicochemical in order to find an equation that explains the
iromatographic retention of these compounds. The best correlation equations with 18 compounds were obtained with polararea (A,), and molecular
lence connectivity index (*X"), showing that the experimental retention, using stationary phases with low polarity, was related with the shape,
ze and clectronic factors of the solutes. This model permits to predict the retention indices of 9 compounds obtained from the literature. The

odels found have a good predictive ability as established by cross-validation coefficient values, r*_, and thus, can be used to aid in the elucidation
“the structure or the chromatographic retention of similar acetophenones.

Keywords: QSRR, Chromatographic retention, Acetophienones, Molecular descriptors.
(Recebido em 24/06/99. Em forma revista em 01/09/99. Aceito para publicagio em 21/02/2000)

{TRODUGAO ‘ g quimicos podem ser determinados para moléculas com caracteristicas

estruturais semelhantes, ¢ os melhores deles podem ser selecionados
paradescrever e prever o indice de retengfio cromatografico das mesmas.
No presente estudo, nosso objetivo € encontrar os descritores methor
relacionados aos principais fatores envolvidos no mecanismo da
retengio cromatografica de diferentes acetofenonas substituidas e

A relagdo quantitativa entre estrutura-retengfio cromatografica
)SRR) [1] ¢ uma metodologia muito importante atualmente, ja que
uda na obtengdo de modelos simples para explicar o comportamento
: solutos em determinados sistemas cromatograficos [1]. Varios
itores tentaram correlacionar e predizer indices de retengio de uma
aricdade de compostos através do uso de informagBes da estrutura
iolecular ou por propriedades fisico-quimicas ¢ pardmetros quimico-
udinticos [2-18]. Considerando-se que a retengdio é afetada por
‘opricdades do soluto. ¢ da fase estaciondria, torna-se importante : S
entificar os descritores estruturais methor relacionados aos fatores PARTE EXPERIMENTAL
sponséveis pelas interagdes polares e/ou dispersivas entre soluto €
sc estacionéria. Usando a teoria da QSRR, descritores estruturais tais
mo topoldgicos, gecométricos e eletrdnicos ou descritores fisico-

prever a retengdo de outros compostos deste grupo. Descritores de
diferentes grupos sio relacionados a retengdo cromatografica através de
regress3o linear miultipla. As melhores equagdes sio usadas para prever

os indices de retengdo das outras acetofenonas consideradas para teste.

A estrutura basica das acetofenonas estudadas com os
correspondentes substituintes ¢ mostrada na Figura 1.
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O estudo de correlagdo entre estrutura-retengdo (QSRR) foi usado para relacionar a retengio
cromatografica de diferentes cumarinas substituidas as suas caracteristicas estruturais.

Diferentes pardmetros estruturais foram selecionados tais como: descritores topoldgicos,
geométricos, eletrdnicos, quimico-quénticos e fisico-quimicos para encontrar uma equagdo que
melhor explique o comportamento cromatografico destes compostos.

O método proposto por Dimov que classifica os descritores em diferentes grupos de acordo com
seus valores de coeficientes de correlacio foi utilizado neste estudo.

As methores equagtes de correlago linear miltipla foram obtidas com os seguintes descritores:
4rea total (AT), indice do estado eletrotopolégico (S.0.) e orbital molecular ocupado de maior energia
(Enomo), mostrando que a retengiio experimental, usando fase estaciondria de baixa polaridade estd
relacionada principalmente com fatores relacionados a forma e também eletrSnicos.

Os modelos selecionados apresentaram uma boa predictabilidade, a quat foi estabelecida através
dos valores do coeficiente de correlagio de validagio cruzada (rzcv). Asequagdes encontradas podem
ser utilizadas para auxiliar na elucidagiio da estrutura ou retengdo cromatogrifica de cumarinas
similares s estudadas.

Quantitative structure-retention relationships (QSRR) were used in this study to relate the
chromatographic retention of different substituted coumarins to molecular structure. Different
structural parameters were selected, such as topological, geometric, electronic, quantum-chemical
and physico-chemical descriptors, in order to find an equation that fitted the chromatographic
retention of these compounds.

The method proposed by Dimov that classifies the descriptors in different groups in agreement
with their values of correlation coefficients was analysed.

_Significant correlation equations were obtained with the following molecular descriptors: the
total surface area (A7), the electrotopological state index (S(.o-) of the oxygen in position 1 of
coumarin, and the highest occupied molecular orbital energy (EHOMQ), showing that the experimen-
tal retention, using stationary phases with low polarity, was related with the shape and electronic
factors of the solutes.

The models found have a good predictive ability as established by cross-validation rzcv values
and thus, can be used to aid in the elucidation of the structure or the chromatographic retention of
similar coumarins.

Keywords: QSRR, retention indices, coumarins, molecular descriptors, multiple linear
regression

Introduction : _ .
od chromatographic retention is due to the integral effect of

The quantitative structure-retention relationships molecular interactions between the analyte and both mobile
(QSRR)!, establishes the relationship between a chemical and stationary phase molecules. To define the structural
structure and its chromatographic retention value. The descriptors best related to the characteristic of a particular
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