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Datorita re-esalonarii proiectului initial pe o perioada extinsa (pana in luna Noiembrie a anului
2016), prezentul raport se refera la Obiective si Activitati consemnate in Planul de Realizare a
Proiectului, Anexa IV la Contractul de Finantare nr. 310/05.10.2011.
S-au avut in vedere urmatoarele obiective si activitati:
03. Identificarea posibilitatii de caracterizare a hidrofobicitatii compusilor organici pe baza
capacitatii de realizare a injectiei de volume largi de diversi diluenti nemiscibili fara efectul de
largire a picului si/sau efecte de distorsiune - continuarea studiilor preliminare incepute in
2015.
O3A1. Identificarea unor serii de eluenti nemiscibili care genereaza scale progresive de log P.
0O4. Identificarea modalitatilor de automatizare online pentru cuplarea tehnicilor de prelucrare a
probelor prin metode extractive cu LVI de diluenti nemiscibili in cromatografia de lichide.
O4A2. Automatizarea SP cu LVI de diluenti nemiscibili in LC.
O7. Diseminarea rezultatelor:
O7A1. Publicarea datelor experimentale in reviste de specialitate cotate ISI.
O7AZ2. Participarea la manifestari internationale de specialitate.

Pentru O4A2:

Deoarece in una dintre publicatiile anterioare, realizata in cadrul proiectului (P. Lazar,
S. Udrescu, F. Tache, F. Albu, N. Grinberg, A. Medvedovici, Revisiting large volume injection in non-
miscible diluents: an on-line reversed phase supported liquid extraction / liquid chromatography
scenario, Analytical Methods 7 (2015) 342-352), s-a elucidat, in mod indubitabil, mecanismul intim
de realizare a procesului LVI a diluentilor nemiscibili cu faza mobila, demonstrandu-se in mod obiectiv
faptul ca intreg procesul se bazeaza pe un scenariu de tip extractie lichid-lichid din faza imobilizata
(SLE) cuplata on-line cu cromatografia de lichide de faza inversa, cel mai direct mod de realizare a
unui proces automat este acela de a "rupe” coloana cromatografica in doua coloane separate, prima
fiind cea care primeste proba (inclusiv diluentul nemiscibil cu faza mobild), iar cea de-a doua preluand
analitii izolati prin procesul SLE.

n laborator au fost realizate mai multe arhitecturi experimentale, dupa schemele prezentate
mai jos. Toate acestea au ca element central o valva cu zece porturi operand in conditii de presiune
inalta, care separa coloana SLE de cea analitica. Pentru realizarea experimentelor este, in general,
nevoie de doua pompe de nalta presiune, configurate independent.

Schema A poate fi aplicatd in conditiile in care diluentul utilizat (ne-miscibil cu faza mobila)
prezinta un caracter hidrofob mai pronuntat decéat cel al analitilor de interes. Prima coloana, (de
lungime redusa, de exemplu 5 cm) contine o faza stationara utilizabila in mecanism de faza inversa si
functioneaza ca un cartus SLE. Cea de-a doua coloana (cu o lungime mai mare, spre exemplu 15 cm)
la randul ei umplutd cu o faza stationara de tip RP, este considerata coloana analitica. Proba se va
fncarca in prima coloana, prin intermediul unei faze mobile bogate in componenta apoasa, valva
gasindu-se n pozitia figurata in schema cu linie continua. Analitii se vor distribui, mai intai, in diluentul
puternic retinut la suprafata fazei stationare, se vor re-distribui mai apoi in faza mobila (procesul
realizat fiind cel tipic SLE), pentru ca mai apoi sa fie transportati si focusati in capul coloanei analitice.
Odata transferul realizat, valva se deplaseaza in pozitia figurata prin linie punctata. Pompa 2 va fi
programata sa vehiculeze 100% solvent organic, pe cand pompa 1 continua profilul ales de gradient.
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Analitii de interes vor fi separati in coloana cromatografica de uz analitic, pe cand diluentul
este indepartat in contra-sens din cartusul SLE.

Schema B functioneaza dupa un principiu oarecum similar, dar este consacrat cazului in care
diluentul poseda un caracter mai putin hidrofob prin comparatie cu analitii de interes. De aceasta data
este nevoie de o singura pompa de nalta presiune. Proba este incarcata la nivelul primei coloane ce
functioneaza ca un cartus SPE. Analitii vor fi puternic retinuti in faza stationara, pe cand diluentul este
directionat spre linia de colectare a rezidiilor. Dupa indepartarea diluentului, valva se comuta in pozitia
ilustrata cu linie punctata. Debitul de fazd mobila este redirectionat catre coloana analitica, realizandu-
se astfel refocusarea analitilor la iesirea din coloana SPE si separarea acestora.

Schema C se va utiliza in cazul practic in care diluentul prezintd un caracter polar mai redus
prin comparatie cu analitii de interes. De acesta data prima coloana (functionand drept cartus SPE se
exploateaza in mecanism HILIC, pe cand coloana analitica va fi exploatata Tn mecanism de faza
inversa. In prima etap4, proba este incércata in coloana SPE prin intermediul unei faze mobile bogate
in solvent organic si valva se va gasi in pozitia indicata prin linie continua, diluentul fiind astfel orientat
spre linia de colectare a rezidiilor (diluentul, fiind mai putin polar decat analitii, elueaza primul din
coloana HILIC). In acest rastimp, pompa 2 alimenteazd coloana analiticd cu o fazd mobila tipica
mecanismului RP, bogata in componenta apoasa. Dupa indepartarea diluentului valva se va deplasa
in pozitia ilustrata prin linie punctata. Analitii desorbiti de catre o fazd mobila bogata in apa se vor
focusa Tn capul coloanei analitice in care se va realiza ulterior separarea cromatografica propriu-zisa.

Cel mai important neajuns al arhitecturilor experimentale prezentate consta intr-un proces
relativ complicat si lung de dezvoltare (optimizare). Momentul de modificare a pozitiei valvei depinde
de volumul injectat si trebuie determinat intr-o maniera precisd. Compozitia fazelor mobile utilizate de
cele doua pompe sau profilul de gradient aplicat pompei 1 din schema B trebuie, de asemenea,
optimizat pentru a permite re-focusarea analitilor in capul coloanei analitice.

Astfel de maniere experimentale sunt totusi utile in cazul aplicatiilor de rutina, care presupun
analiza repetata a unui numar foarte mare de probe.

Pentru O3A1:

2015, am preferat sa dezvoltam un algoritm chemometric original, denumit Algoritm bazat pe Regresia
Liniara. Aplicatia dezvoltatd in acest sens se incadreaza in Obiectivul 4, Activitatea 6 a prezentului
proiect. Aceasta aplicatie, dezvoltata, de altfel, cu succes va fi transmisa pentru publicare pana la
sfarsitul anului 2016.

S-a evaluat capacitatea de discriminare al unui nou algoritm chemometric bazat pe regresia
liniara pentru observarea efectelor induse de iradierea y asupra ceaiurilor verzi. Evaluarea se
efectueaza in mod holistic, aplicandu-se direct spectrelor de masa obtinute prin monitorizarea ionilor
pozitivi sau negativi generati in urma unui proces de ionizare de tip electrospray (+/- ESI), sau
cromatogramelor obtinute Tn mecanism de separare in faza inversa cu detectie UV, fara a presupune
atributii structurale ale semnalelor sau determinari de natura cantitativa a compusilor din amestec.
Cinci tipuri diferite de ceaiuri verzi au fost folosite pe parcursul experimentelor, aceste fiind supuse
unor doze de iradiere de 10 si respectiv 25 kGy. S-a folosit extractia in etanol sau apa fierbinte a
materialelor solide iradiate si analizate. Pentru a asigura o definitie naltda a profilelor supuse
compararii, metodologia bazata pe regresia liniara (LRA) s-a aplicat unor perechi de date
experimentale foarte bogate din punct de vedere numeric, rezultate in urma achizitiei cu frecventa
inalta/rezolutie spectrala nalta a cromatogramelor, respectiv spectrelor de masa. Pantele, interceptiile
si coeficientii de corelatie rezultati in urma compararii perechilor de seturi de date sunt considerate
variabilele care retin informatia continuta in seturile initiale de date. Informatia continuta in datele de
intrare variaza in ordinea: spectre + ESI/MS; spectre - ESI/MS; cromatograme RPLC/UV.

Ceaiurile verzi au fost obtinute din supermarket (Shutao, Twinnings, Lipton, Celmar,
Carrefour). Produsele sunt etichetate in sensul in care nu au suportat iradierea y pe parcursul
procesarii lor anterioare. Cele cinci tipuri de ceai verde vor fi pe mai departe numite in text cu cifre de
la1lab.



Iradierea s-a efectuat cu un dispozitiv GC-5000 Co-60, in prezenta aerului si la temperatura
camerei. Pentru exprimarea dozelor absorbite s-au utilizat sistemele dozimetrice ECB. Duratele de
iradiere au variat intre 1 h 40 min si 4 h 10 min, fiind inregistrate doze efective de 10,2+/-0,9 si
253,5+/-2,3 kGy.

Infuzia Tn apa a materialului solid s-a realizat prin adaugarea a 2 mL apa adusa la fierbere
peste 100 mg material (nu s-au aplicat procese de maruntire mecanica si/sau sitare pentru controlul
dimensiunii particulelor solide). Recipientii in care se realizeaza infuzia s-au pastrat inchisi si au fost
mentinuti la 80 °C timp de 1 h intr-o baie termostatata. Dupa racire si centrifugare la 6000xg, s-a izolat
supernatantul. Acesta a fost transferat intr-un flacon de injectie, inchis ermetic si utilizat ca atare pe
parcursul experimentelor.

Extractele etanolice s-au obtinut prin adaugarea a 2 mL de etanol peste 100 mg proba solida.
Recipientii au fost inchisi ermetic, agitati 1 min la 2500 rpm si pastrati la temperatura camerei in loc
ferit de lumina timp de 7 zile. La final, s-a mai aplicat un proces de agitare 5 min la 2500 rpm, urmat
de centrifugare la 6000%g, cu izolarea supernatantului, transferul acestuia in fiole de injectie si
inchiderea ermetica a acestora.

Separarea RPLC s-a efectuat pe o coloana Eclipse XDB-C18, 150 mm lungime x 4,6 mm
diametru interior x 3,5 ym dimensiunea particulelor de umplutura. Faza mobila a fost obtinuta prin
amestecarea acetonitrilului de uz cromatografic (solvent A) cu o solutie apoasa de acid formic 0,1%
(solvent B). Coloana cromatografica a fost mentinuta la 25 °C. Debitul fazei mobile a fost de 1 mL/min.
Volumul de proba injectat a fost de 10 pyL. Lungimea de unda la care s-a efectuat monitorizarea UV a
fost de 220 +/- 2 nm fereastra spectrald, cu o lungime de unda de referinta de 480 +/- 5 nm. Optiunea
de auto-ajustare a liniei de bazéa s-a apelat inainte de fiecare injectie pentru a stabili acelasi punct de 0
optic la inceputul achizitiei datelor. Urmatoarele profile de elutie in regim de gradient de compozitie a
fazei mobile au fost aplicate; a) pentru infuziile apoase - min/solvent A % (v/v): 0.0/2%; 5.0/2%;
10.0/12%; 15.0/32%; 20.0/72%; 20.01/100%; 24.0/100%; 24.01/2%; 34.0/2%; b) pentru extractele
etanolice - min/solvent A % (v/v): 0.0/5%; 5.0/10%; 20.0/35%; 25.0/55%; 30.0/100%; 35.0/100%;
35.01/5%; 45.0/5%. In consecinta, durata unei cromatograme reprezentand o proba rezultatd prin
infuzie Tn apa a fost de 23 min, pe cand cea a unui extract etanolic a fost de 35 min. Frecventa de
achizitie a detectorului a fost de 5 Hz, ceea ce inseamna o inregistrare la fiecare 0,198 s (sau 0,0033
min). Ca urmare, o cromatograma a unei infuzii apoase este reprezentata de un sir numeric continand
6900 valori discrete de absorbanta, pe cand cromatograma unui extract metanolic este reprezentata
de sir numeric de 10500 date.

Introducerea probelor in solutie s-a efectuat direct in sursa de ionizare a spectrometrului de
masa, operat fie cu monitorizarea ionilor pozitivi fie cu monitorizarea ionilor negativi. Un amestec
acetonitril/0,1% acid formic in solutie apoasa in raport volumetric 1/1 la un debit de 0,5 mL/min a fost
utilizat ca flux purtator. Injectorul a fost conectat direct la sursa de ionizare ESI prin intermediul unui
tub de otel inoxidabil cu lungime de 2 m si diametru intern de 0,12 mm, mentinut la o temperatura de
35 °C. Volumul de proba injectat a fost de 10 yL. Parametrii operationali ai sursei de ionizare ESI au
fost: temperatura gazului de uscare — 350 °C; debitul gazului de uscare - 8 L/min; presiunea gazului
de formare a aerosolului - 40 psi; potentialul aplicat capilarei de extractie a ionilor - (+/-) 4000 V.
Parametrii functionali aplicati analizorului de masa au fost: mod de exploatare - MS2 scan; polaritate -
dupa caz + sau -; interval scanat - 20+1100 a.m.u.; largimea de pic - 0,07; potential de defragmentare
- 135; potential celula de coliziune - 7 V; durata de achizitie - 500 ms; potential electronmultiplicator -
400 V. Rezolutia spectrala de achizitie datelor a fost de 0,1 a.m.u. Spectrul de masa caracterizand
proba a fost considerat spectrul rezultat prin medierea aritmetica a tuturor spectrelor inregistrate in
intervalul de timp 0,2-0,6 min, dupa injectia probei prin intermediul fluxului purtator in sursa de
ionizare. Fiecare injectie a durat 6 min, dupa introducere probei in sursa, pentru a elimina efectul de
memorie. Fiecare spectru de masa rezultat este reprezentat de un sir numeric de 10800 de valori de
intensitate ionica.

Cinci serii numerice corespunzand fiecarei probe de ceai si nivel de iradiere au fost
achizitionate experimental. Exceptie a facut analiza RPLC/UV a infuziilor apoase si extractelor
etanolice corespunzétoare dozelor de iradiere de 10 si 25 kGy, pentru care s-a efectuat cate o singura
determinare.



Cele 5 serii numerice corespunzatoare fiecarei probe de ceai si nivel de iradiere se pot
compara reciproc, doua cate doua, prin aplicarea regresiei liniare. Fiecare corelatie liniara este
caracterizata prin panta, interceptie si coeficient de corelatie. Cele 20 de aranjamente de 5 siruri luate
cate 2 permit calculul unor valori medii pentru pante, interceptii si coeficienti de corelatie, precum si
abaterile standard (sp) asociate fiecarui parametru de regresie.

Atunci cand se compara 2 seturi a cate 5 serii numerice corespunzatoare unui tip de ceai la
doua niveluri diferite de iradiere, sirurile corespunzatoare dozei de iradiere mai scazute au fost
pastrate pe abscisa. Se genereaza astfel un set de 25 de regresii liniare, caracterizate de valorile
medii ale pantelor, interceptiilor si coeficientilor de corelatie si abaterile standard asociate acestor
valori medii.

in consecints, se poate determina un volum elipsoidal in spatiul Cartezian tridimensional
generat prin reprezentarea pantelor in axa Ox, interceptiilor in axa Oy si a coeficientilor de corelatie in
axa Oz, pentru fiecare proba sau comparatie intre probe cu diverse grade de iradiere. Volumul
elipsoidal generat are centrul in coordonatele valorilor medii determinate pentru pante, interceptii si
coeficientii de corelatie, iar semi-diametrele a, b, c pe fiecare dintre directiile spatiului Cartezian sunt
reprezentate de segmente +/- 2 sp.

Figura 1 ilustreaza cele prezentate anterior, in cazul ceaiului 1 (neiradiat si iradiat la 10
respectiv 25 kGy), in urma analizei extractelor etanolice prin +ESI/MS. Cele 4 volume elipsoidale
create corespund ceaiului 1 neiradiat (1_0 kGy), comparatiei intre ceaiul 1 neiradiat si cel iradiat la
doze de 10 respectiv 25 kGy (1_0 vs 10 kGy si 1_0 vs 25 kGy), respectiv comparatia intre ceaiul
iradiat cu doze de 10 si 25 kGy (1_10 vs 25 kGy).
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Figure 1. Rezultatele obtinute prin aplicarea Algoritmului bazat pe Regresia Liniara (LRA) asupra
datelor +ESI/MS obtinute in urma analizei spectrale a probelor (extrase etanolice) provenite
de la ceaiul 1 (neiradiat si iradiat cu 10 respectiv 25 kGy), prin reprezentare in spatiul
Cartezian tridimensional.

Distanta reala intre 2 volume elipsoidale (d) este data de distanta intre centrele acestora D din
care trebuie scazute razele celor doua volume elipsoidale pe directia de legatura intre centrele
acestora. Relatiile matematice necesare pentru calculul distantei reale intre 2 volume elipsoidale
proxime sunt date in Figura 2.

2 volume elipsoidale sunt separate distinct in spatiul Cartezian tridimensional creat daca
distanta reala d calculatd intre ele este mai mare sau cel putin egala cu 0. O valoare negativa a
distantei reale intre 2 volume elipsoidale ilustreaza un anumit grad de intrepatrundere intre acestea.

Cu céat distanta reala intre 2 volume elipsoidale este mai mare, cu atat diferenta intre probele
comparate este mai mare.



La compararea cromatogramelor RPLC/UV ale ceaiurilor neiradiate si ale celor iradiate cu 10,
respectiv 25 kGy, valori medii pentru parametrii regresiilor liniare si domeniul lor normal de variatie
existd doar pentru starea neiradiata. in acest caz, comparatia intre nivelul 0 si nivelurile 10 si 25 kGy
de iradiere se face prin masurarea distantei reale intre un volum elipsoidal si alte 2 puncte plasate in
spatiul cartezian tridimensional. Pentru aceleasi valori experimentale, compararea celor doua stari de
iradiere (10 si 25 kGy) este data de distanta intre 2 puncte in spatiul Cartezian tridimensional.

Daca un volum ilustrand comparatia intre 2 stari de iradiere se intrepatrunde cu un volum
generat de datele achizitionate repetitiv asociate nivelului O de iradiere, inseamna ca procesul de
iradiere nu a avut o influenta semnificativa asupra probei, prin comparatie cu variabilitatea produsa la
achizitia experimentala a datelor primare.

Reprezentarea grafica a algoritmului LRA din Figura 1 poate genera dificultati de interpretare,
in absenta unor softuri specializate de reprezentare 3D, prezentand si abilitati de vizualizare dinamica.
Asa cum se ilustreaza in Figura 2, rezultatele pot fi analizate la fel de bine ca proiectii in cele 3 planuri
ale spatiului Cartezian. Figura 2 are la baza datele -ESI/MS obtinute pentru infuziile apoase ale
ceaiului 3 neiradiat si iradiat la nivel de 10, respectiv 25 kGy.

Calculul distantelor reale intre volumele elipsoidale determinate experimental prin aplicarea
algoritmului LRA permite o interpretare mai obiectiva a datelor. Rezultatele generate prin aplicarea
algoritmului LRA la seturile experimentale de date obtinute in prezentul studiu sunt continute in
Tabelul 1.
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Din analiza datelor cuprinse in Tabelul 1 se poate concluziona ca analiza +ESI/MS a
extractelor etanolice, precum si analiza -ESI/MS a infuziilor apoase si extractelor etanolice, permit cea
mai buna discriminare intre starile de iradiere a materialelor vegetale considerate.

Cromatogramele RPLC/UV ale infuziilor apoase nu reusesc sa surprinda diferentele induse
de iradierea cu o doza de 10 kGy fata de proba neiradiata, in cazul ceaiurilor 1 si 5. Analiza +ESI/MS
a infuziilor apoase nu discrimineaza intre diferitele doze de iradiere ale ceaiului 4 (0 fata de 10 kGy, si
0 fata de 25 kGy). Cromatogramele RPLC/UV ale extractelor etanolice obtinute permit discriminarea
in functie de gradul de iradiere cu o singura exceptie (pentru ceaiul 3, comparatia intre nivelul de
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iradiere 0 si 10 kGy).
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Figura 2. Proiectiile in cele 3 planuri ale spatiului Cartezian ale datelor rezultate prin aplicarea
LRA asupra spectrelor -ESI/MS ale ceaiului 3 (neiradiat si iradiat cu doze de 10 si 25 kGy).



Tabel 1. Capacitatea algoritmului LRA de a discrimina intre starile neiradiate si iradiate (doze de 10 si

respectiv 25 kGy) a celor 5 ceaiuri, procesate sub forma de infuzii apoase si extracte
etanolice si supuse analizei RPLC/UV si +/-ESI/MS.

exp.z‘:?r:;cnialé RPLC/UV_AQ | RPLC/UV_EtOH ESIII\(II+S)_AQ ESIIM(g)EtOH Esm\slg AQ | Esums EtoH
# gg:jp—a?a‘::e d | calit d Calit. a |G g | a |G| o | CM
16 |1 0vs10kGy | -030| Ns 010 | s 244 | s 35| S 564 | CS | 423 | Cs
17 | 1_0vs 25 kGy 020| s 050 | s 03| s | 472 cs | 269| s | 930]| cs
18 |1 10vs25kGy | 100| cCs 060 | s 203 | s | 4744 | cs 76| s | 1357 cs
19 |2_ovs10kGy | 024]| s 006 | s 430 | s | 5399 cs 157 s | 798| cs
20 | 2_0vs 25 kGy 1090 | cs 266 | cs | 5757 | cs | 7854 | cs 94| s | 357 s
21 |2 10vs25kay | 073 | cs 287 | cs | 7054 | cs | 4270 cs | 259| s | 300| s
22 |3 ovs10kGy | o010| s 0001 | NS | 2660 cs | 1090 s 126 | S 92| s
23 | 3_0vs 25 kGy 170 | cs 005| s 1992 | s 271 | s 679 | cs| 16| s
24 |3 10vs25kay | 133 | cs 003 | s 52| s 503 | s 383 | S 01| s
25 |4 ovs10kGy | 058 | cs 01| s 501 | Ns | 103| s | 1156 | cs 86| s
2 |4 ovs25kGy | 026| s 022 | s 620| Ns | 619 cs | 565 cs 14| s
27 |4_10vs25kGy | 144 | cs 012 | s 871 | s 871 | cs 137 ] s 18| s
28 |5 Ovs10kGy | -049| Ns 013 | s 147 s 516 | s | 1635 ] cs 45| s
29 |5 ovs25kGy | 015| s 017 | s 179 | s | 3051 cs 51| s | 705| cs
30 |5 _10vs25kGy | 050 | s 022 | s 631 | s | 1911 s 849 | cs | 985 cs

NS - Neseparate; S - Separate; CS - Separate ih mod clar

Concluzii generale
In perioada 16 Decembrie 2015 - 4 Noiembrie 2016, echipa proiectului a realizat o publicatie

ISI, dupa cum urmeaza:

1. E. lorgulescu, V.A. Voicu, C. Sarbu, F. Tache, F. Albu, A. Medvedovici, Experimental variability and
data pre-processing as factors affecting the discrimination power of some chemometric
approaches(PCA, CA and a new algorithm based on linear regression) applied to () ESI/MS and
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The influence of the experimentsl vadability (instrumental repeatsbility, imstnumental interme diate
precision and smple preparation variabiling) and dsts pre-procesing (nomnalizstion, pask slignment
background sublraction) on the discrimination power of multivanste dats snslyss methods (Principsl
Component Analysis PCA- and Chester Anslysis -CA-) 25 well 25 2 new algorithm bassd on linear re-
gresion was audisd Data wwad in the study were abirned through podilive of negalive i mam Lo ing
alsdraspray nas spactiomalry | 4§ —ES|MS) and reversed phase bguid chromstogra ply UV spectro-

Meywords: metric detaction (RPLCAN ) applisd (o green tea exiacts. Exiractions in ethamd and hested watsr in-
?‘“Ih‘?;iumﬂd‘ Tusion were isad &5 saingle preparstion procsdures. The mulivariats mathods were diractly applisd 1o
R;,j_;_ w imass spectta and chransograms, invalving sty aholistic comparison of shapes, without sssignment
influsnce of the experimental variai iy of any siruciural identity mrnpudej. An J||.ell1l..l.|.1“‘_‘ dlata 1m.e.| pretation based on H::uur reglﬁ.sml
influence of d2a pre-grocesng analyads mutually spplied to das series s slio discused. Slopes interceprs and comelation coelficients
Limear regeession anakysis produced by the linear regression analyds applisd on pairs of very lage experimentsl dats serfes suc-
Creen tex ceslully retsin inlomnation resuling om high baquency instrumental soquisition rates. obwdously

berer defining the profiles being comparad. Consaquently, each type of sample or comparison batwean
samples produces in tee Cartesian space an ellipsaidal volume defined by the normal vanation intervals
of the dops. intercepl and comelation coe i cient. Distances betwean vwalumes graphically ilhsorates (dig)
st larities between omnpared dats The instremental intemmeadiate precision had the major allsct on the
discrimination power of the multivand ste data analyss methods. Mass spectra produced trough joni-
eation fom liguid state in stmospheric pressure conditions ol bulk complex mistures realting Irom
extracted materials of natural oviging provided sn excellent dats bass Tor multivariste snalysis methods,
equivalent 1o data resulting fron chromangraphic separations. The aliemative evalustion of very largs
dats serfed baied on Hnex regresion malyads produced infamation squivalent @ resulis oblained
through spplication of PCA an CA.

@ 2006 Elsevizr BV, All rght s rese rved.

1. Introduction aich complex misctures. This includes gas and liquid chromatography,

as single or multi-dimensonal apprmoaches |3-56), coupled to various

Extracts from tea leaves [ Comellia sinensis] contain a large variety
of compounds belonging to varous chemical classes |1.2] Different
analytical investigation technigues were used for characterization of
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detection techniques for unravelling organic compounds pattemns as
well as atomic absorption or optical emission‘mass spectrometry in-
ductively coupled plasma technigues for determination of the mmulfi-
elermental profiles |[7-9) Electmochemistry [10], anti-ceddant activity
and chelating capacity |11). olBctony properties 1213 texture
properties (through image processing) [#4) high resolution melting
assay [15) UV [16L MIR [17] and DART-MS 18] spectmmetric
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the cumulate effects of the zample preparation, intra and interd ay
instrumental varability made impossible the distinction between
the compared data. Background subtraction of the [+ IESI/MS
spectra produced an increase of the measured true distances,
while for the [ —IESI/MS spectra the differences are minor. How-
ever, one can conclude that the data pre-pmocessing modes do not
add any additional discrimination power to the proposed evalua-
tion algorithm.

4. Condusions

Maszs spectra obtained after jonization from the liquid state
under atmaospheric pressure working conditions (either with po-
sitive or negative ion monitoring) of infused bulk solutions of
complex mixtures (resulting from extraction of natuml orgin
materials) are confirned to represent an excellent data hasis for
making discrimination among zamples, when applying chemo-
metric algorithms, such as PCA or CAL Separation of compounds via
a chromatographic method using a “classical® detection approach
(such as LV spectrometny] are equivalent to mass spectra obtained
from the bulk micture, from the point of view of the chemometric
algorithms. Comparison of chromatograms and mass spectra can
be made with respect to the experimental shapes only, without
any structural attribution of the compounds in the mixtures
(holistic approaches). Gmouping of the samples according to dif-
ferent chemometric approaches may be influenced by the z=ample
prepamation algorithm or the analytical investigational technigue.

Instrumental repeatability and =ample preparation induced
variahility are affecting to a less extent the chemometric algo-
rithms used for discrimination between samples, compared to the
instrumental intermediate precision. Mass spectrometric data are
more influenced by the instrumental intermediate precision than
chromatographic data Variability issues should be considered and
included in the experimental design of the analytical stages, to
better assess and validate the dissimilarities between compared
samples. It is recommended that data acquisition should he made
in a single experimental session. M5 experiments have the ad-
vantage to be performed faster compared to LC approaches.

An alternative data processing algorithm for discriminating
against the =amples was proposed. This algorithm is based on the
linear regression model applied mutually to experimental data
series. Each sample or comparison between two samples is thus
represented as an ellipsoidal volume in the 30 Cartesian space,
having the slope, the intercept and the correlation coefficient
plotted on the three coordinates. These volumes are detemmined
by the normal variation intervals of the slopes, intercepts and
carrelation coefficients. In fact, these nomal variation interals are
retrieving the information contained in wery large data series
(better mepmoducing the experimental profiles being acquired )
compared to the limited ahbility of the chemaometric PCA and CA
approaches to accept data series higher than 1000 iterns. The
proposed algorithm does not require a specialized statistic soft-
ware.

[ata pre-processing options, as normalization. peak alignment
and haseline subtraction modes, are increasing the absolute dis-
tances in the principal components space, but not necessarily in-
crease the discrimination power of the PCA and CA algorithms. For
the LRA algorithm, normalization reduces the absolute measured
distances, while background subtraction produced similar or en-
hanced distances. However, data pre-processing modes are not
certainly improving the discrimination power of the LRA appmach

The new algorithm based on Linear Regression illustrates the
way the haolistic evaluations may contribute to chamacterization of
very complex mixtures of natural origins. This may represent a
straightforward issue for evaluation of the guality characteristics
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aof complex mixtures, with a potential impact on the dietary sup-
plements and functional food markets, representing a fast and
relatively cheap way for the guality contmol & evaluation ower
production batches.
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