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Svojoj porodici i prijateljima

Every human being is a collection of selves. We never stay as one person as we go on

our journeys to the grave.

William Boyd, Any Human Heart

Our lives and our choices, each encounter, suggest a new potential direction. Our lives
are not our own. From womb to tomb we are bound to others, past and present, and by
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Odredivanje podeonih koeficijenata i solvatohromnih parametara
malih organskih molekula primenom tankoslojne hromatografije i

hemometrije

Cilj ove disertacije bio je razvoj metoda tankoslojne hromatografije za
odredivanje podeonih koeficijenata, pre svega oktanol-voda (logKow), zemljiste-voda
(logKoc), vazduh-voda (logKaw) i solvatohromnih (A, B i S) parametara malih
organskih molekula na osnovu kojih se, primenom pristupa lineranih odnosa energije
solvatacije (LSER), mogu dalje proceniti: stepen aporpcije u gastrointestinalnom traktu
(% Abs), raspodela u sistemu krv-koza (logPsin), vVoda-koza (logKp, logKsc) i krv-
mozdana-barijera (log BBB).

Za odredivanje datih parametara izvorne metode su vremenski zahtevne,
podrazumevaju veliku koli¢inu analita i imaju ograniceni radni opseg. Zbog toga su u
velikoj meri zamenjene razli¢itim hromatografskim tehnikama, pre svega visoko-
efikasnom te¢nom hromatografijom (HPLC). Medutim, tankoslojna hromatografija ima
niz prednosti nad HPLC metodom. To je jednostavna, brza, jeftina metoda, koja Kkoristi
male koli¢ine analita i reagenasa. Do sada nije sistematski ispitivana njena primena u
odredivanju pomenutih parametara.

U okviru ove disertacije primenjeni su razli€iti reverezno-fazni i normalno-fazni
hromatografski sistemi na skupu od 70 organskih jedinjenja malih molekulskih masa, u
kombinaciji sa razliCitim kalibracionim tehnikama: univarijantna regresija (OLS),
regresija glavnih komponenata (PCR), regresija metodom delimi¢nih najmanjih
kvadrata (PLS). Pri tome je izvrSena selekcija hromatografskih sistema i definisanje
radnih opsega za svaki od proucavanih pariticionih koeficijenata te, tipova organskih
jedinjenja na koja se dati izbor hromatografskih uslova moze primeniti. Razvijeni
postupci su okarakterisani parametrima preciznosti, ta¢nosti, prediktivne mo¢i i ostalim

parametarima validacije modela.
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Determination of partition coefficients and solvatochromic parameters
of small organic molecules by thin-layer chromatography and

chemometrics

The aim of this thesis was the development of thin-layer chromatographic
methods for the determination of partition coefficients, primarily octanol-water
(logKow), soil-water (logKoc), air-to-water (logkaw ) and Abraham’s solvatochromic
parameters of small organic molecules which can be further used to estimate: the
gastrointestinal tract absorption (%Abs), the blood to skin distribution (logPskin), Water
- skin (logKp, logKsc) and the blood to brain partition (logBBB).

Original methods used to determine the aforementioned parameters are time
consuming, involve a large amount of the analyte and have limited working range.
Therefore, they are, to a large extent, replaced by various chromatographic techniques,
especially  high-performance  liquid  chromatography.  However, thin-layer
chromatography has a number of advantages over HPLC method. It is simple, fast,
inexpensive method that uses small amounts of analytes and reagents. So far its
application in the determination of the parameters mentioned above has not been
systematically studied.

In the scope of this dissertation, several reversed-phase and normal-phase
chromatographic systems were applied on a set of 70 organic compounds of low
molecular weight in order to determine the partitioning as well as solvatochromic
parameters, in combination with a variety of calibration methods: univariate regression
(OLS), principal component regression (PCR), partial least squares regression (PLS).
For each of the studied pratitioning coefficients careful selection and definition of
chromatographic systems, operating conditions, working ranges and the types of organic
compounds on which the developed method could be applied have been done.

The developed methods were fruther characterized by the parameters of

precision, accuracy, predictive power, and other parameters of the model validation.



Key words: Soil-water partition coefficient (logKoc), octanol-water partition
coefficient  (logKow), air-water partition coefficient (logKaw), Abraham’s
solvatochromic parameters, thin-layer chromatography, univariate regression, principal

component regression (PCR), partial least squares regression (PLS)
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Uvod

1.UVvOD

Particioni koeficijenti poput zemljiste-voda (Koc) ili vazduh-voda (Kaw) U
velikoj meri odreduju sudbinu jedinjenja u Zzivotnoj sredini. Jedinjenja koja jako
interaguju sa organskim materijama zemljiSta mogu biti nedostupna biodegradabilnim
procesima koji se deSavaju u vodenoj fazi. Sa druge strane, dobro poznati parametar
lipofilnosti, logKow (oktanol-voda particioni koeficijent) je od velike vaznosti pri
prouc¢avanju farmakokinetike i farmakodinamike mnogih lekova. Neretko postoji
direktna veza medu razliCitim eksperimentalno odredenim parametrima bioloske
aktivnosti i lipofilnosti. Osim toga ¢itav niz podeonih koeficijenata kao $to su: aporpcija
u gastrointestinalnom traktu (% Abs), raspodela u sistemu krv-koza (Psin), Voda-koza
(Kp, Ksc) 1 krv-mozdana-barijera (BBB) su od narocitog znacaja u studijama apsorpcije,
distribucije, metabolizma i ekskrecije supstanci, koje predstavljaju neophodan korak u
razvoju lekova, razli¢itih hemikalija za poljoprivrednu upotrebu i sl. Stoga je od
izrazitog znacaja razvijanje novih metoda za njihovo brzo, jednostavno, precizno i tacno
odredivanje. Do sada su ovi parametri odredivani particionim tehnikama, zahtevnim
kako u pogledu utroSenog vremena, tako i u pogledu koli¢ina organskih rastvaraca,
odnosno ispitivanih analita i koris¢ene opreme. Hromatografske tehnike, kao znatno
jednostavnije, potiskuju izvorne metode.

Tankoslojna hromatografija je u izvesnoj meri nasla primenu u odredivanju
parametra lipofilnosti, medutim za odredivanje ostalih particionih koeficijenata kao 1
solvatohromnih parametara nema literaturnih podataka.

S obzirom da dati parametri odreduju sudbinu jedinjenja, kako u Zivotnoj sredini
tako i u bioloSkom okruZenju, to je unapredivanje i razvoj novih postupaka za njihovo
merenje 1 predvidanje od izuzetnog znacaja, naroCito za jedinjenja od ekoloSke 1
farmakoloske vaznosti.

Cilj ove disertacije obuhvata razvijanje metoda tankoslojne hromatografije za
odredivanje podeonih koeficijenata pre svega zemljiSte-voda, vazduh-voda i
solvatohromnih parametara (A, B i S) malih organskih molekula. 1zvorne metode koje su
se do skora koristile za odredivanje datih parametara su pre svega vremenski zahtevne,

podrazumevaju veliku koli¢inu analita i imaju limitarini opseg vrednosti particionih
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koeficijenata na koje se mogu primeniti. Zbog toga su u velikoj meri zamenjene
razli¢itim hromatografskim tehnikama, pre svega visoko-efikasnom te¢nom
hromatografijom. Tankoslojna hromatografija ima niz prednosti: jednostavna, brza,
jeftina metoda, koja koristi male koli¢ine analita i reagenasa. Glavni nedostaci klasi¢ne
tankoslojne hromatografske tehnike su nekontrolisani, neuniformni protok mobilne faze
I uvek prisutan fazni gradijent mobilna-stacionarna faza ¢ak i kod upotrebe
monokomponentnih mobilnih faza.

Cilj istrazivanja je jasna selekcija hromatografskih sistema, odnosno definisanje
radnih uslova i opsega particionih koeficijenata i solvatohromnih parametara te, tipova
organskih jedinjenja na koja se dati izbor hromatografskih uslova moze primeniti,
karakterizacija preciznosti, tacnosti i ostalih parametara validacije metode.

S obzirom da solvatohromni parametri pruzaju jasnu sliku o tipu interakcija koje
je dati analit u moguénosti da ostvari u datoj sredini, kako specifi¢nih (dipolarne
interakcije, vodoni¢no vezivanje davanjem, odnosno primanjem protona) tako i
nespicifi¢nih (hidrofobnih, polarizabilnih, disperzionih), to se kao posredna informacija
dobija i izvesna slika o interakcijama zastupljenim u razli¢itim hromatografskim
sistemima. Pored toga, solvatohromni parametri se mogu upotrebiti za predvidanje niza
gore pomenutih particionih koeficijenata, pre svega: zemljiste-voda (Koc), aporpcije u
gastrointestinalnom traktu (% Abs), raspodele u sistemu krv-koza (Pgin), voda-koza (K,

Ksc) 1 krv-mozdana-barijera (BBB).
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2.0PSTI DEO

2.1. OpSsti hromatografski pojmovi

U plejadi savremenih, veoma sofisticiranih  analitickih tehnika moderna
hromatografija zauzima nezamenljivo mesto prilikom analize, preciS¢avanja i
proucavanja razliitih supstanci i njihovih smeSa. Moze se re¢i da su sve
hromatografske metode zasnovane na jednostavnom principu koji pociva na razlikama u
raspodeli analita izmedu dve faze: stacionarne i mobilne. Otuda se mogu razlikovati tri
najvaznija elementa svakog hromatografskog sistema: stacionarna faza, mobilna faza i
analit koji podleze ravnoteznoj raspodeli izmedu faza, a koja se u toku procesa
razdvajanja, odnosno migracije analita kroz hromatografski sistem, stalno narusava i

iznova uspostavlja.

Prema agregatnom stanju mobilne i stacionarne faze hromatografske tehnike se
mogu podeliti na gasnu (gasno-¢vrstu i gasno-teénu) hromatografiju i te¢nu (te¢no-tecnu
1 tecno-Cvrstu) hromatografiju. NajceS¢e koris¢eni modalitet u slucaju te¢ne
hromatografije je zapravo te€no-¢vrsta kod koje je stacionarna faza ¢vrstog agregatonog
stanja, dok je mobilna faza te¢na. Cesto se zbog toga pojam tene hromatografije

poistovecuje sa teCno-¢vrstom hromatografskom tehnikom.

Prema nacinu izvodenja hromatografija moze biti kolonska, kada je stacionarna
faza "spakovana” u vidu stuba, odnosno kolone ili planarna kada je sorbent najcesce
nanet u vidu tankog sloja (sa izuzetkom hromatografije na hartiji) na staklenu, plasticnu

ili aliminijumsku podlogu.

Planarna hromatografija se moZe izvoditi u hroizontalnom, uzlaznom, odnosno
silaznom modu 1 slicno, dok je najeS¢e primenjivana tehnika u kolonskoj
hromatografiji tehnika eluiranja, pri ¢emu se mobilna faza konstantno propusta kroz sloj
stacionarne faze, a komponente smese se “spiraju” (eluiraju) sa stuba adsorbensa, sve

dok ne napuste hromatografski sistem.

Prema dominantnom mehanizmu razdvajanja razlikuju se, pre svega:

adsorpciona, podeona (particiona), jonoizmenjivacka, gel-ekskluziona i afinitetna
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hromatografija. Koji mehanizam ¢e biti zastupljen u najvecoj meri, zavisi od izbora
stacionarne faze, mobilne faze, njenog sastava, ali i samog analita koji pod datim

uslovima moze postojati u svom neutralnom odnosno jonizovanom obliku.

Kao stacionarne faze najveu upotrebu nalaze razliCite vrste silika-gela,
aluminjum-oksida, celuloze ili poliamida. Pored toga razvijen je ¢itav niz hemijski
modifkovanih silika-gelova kod kojih vrsta i stepen pokrivenosti povrsine odredenim
funkcionalnim grupama odreduje Sirok spektar polarnosti [1, 2]. Sematski prikaz
funkcionalnih grupa prikazan je na Slici 1.

Nemodifikovane silanolne grupe HO
Si-OH
Dimetil-modifikovani (S,) silika-gel o
Si
Oktil-modifikovani (Sg) silika-gel QS_/\/\/\/\
|
o
Dodecil-modifikovani (S,,) silika-gel I VI N VO
o
Oktadecil-modifikovani (S,,) silika-gel Si
o
Cijano-propil-modifikovani silika-gel siT>""eN
~
Si o OH
Diol-modifikovani silika-gel q /\O(H\
Si _~NH;
Amino-modifikovani silika-gel HO

Slika 1. Prikaz funckionalnih grupa koje se nalaze na povrSini nekih hemijski

modifikovanih silika-gelova

Tako su dimetil- (C2), oktil- (C8), dodecil- (C12) i oktadecil- (C18)
modifikovani sorbenti izrazito nepolarni, tzv. hidrofobni. Njihova hidrofobnost zavisi
kako od duzine ugljovodoni¢nog lanca, tako i od stepena pokrivenosti silika-gela
funkcionalnim grupama. Sa druge strane, najce$¢e koris¢eni hidrofilni sorbenti su
cijano- (CN) i aminopropil- (NH2) modifikovani silika-gelovi. Ove stacionarne faze
ostvaruju, preko svojih polarnih funckionalnih grupa, specifi¢ne interakcije sa analitom,
dok pod odredenim uslovima, dolaze do izrazaja i hidrofobne interakcije sa nepolarnim
propil-lancima. Uslovi pod kojima je polarnost mobilne faze manja od polarnosti
stacionarne faze nazivaju se normalno-fazni (NP), dok je u obratnom sluc¢aju re¢ o tzv.
reverzno-faznim uslovima (RP). Hromatografski sistemi sastavljeni od ugljovodoni¢no

modifikovanih silika-gelova u kombinaciji sa polarnim rastvarac¢ima kao $to su smese
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organskih rastvara¢a mesljivih sa vodom i vode, mogu se nazvati tipicno reverzno-
faznim. Suprotno, izrazito polarni sorbenti poput silika-gela ili aluminjum-oksida u
kombinaciji sa nepolarnim organskim rastvara¢ima predstavljaju tipicne normalno-

fazne hromatografske sisteme.

Hidrofilni sorbenti se, zahvaljujuc¢i prirodi funkcionalnih grupa na svojoj
povrsini, mogu Korisiti kako u reverzno- tako i u normalno-faznim uslovima u

zavisnosti od sastava mobilne faze [3, 4].

Retencija u tecnoj hromatografiji je veoma sloZzen proces odreden nizom
specificnih i nespecificnih interakcija koje ukljucuju vodoni¢no vezivanje, van der
Waals-ove, Londonove, dipol-dipol i elektrostaticke interakcije [5]. Interakcije su
zastupljene izmedu molekula analita 1 mobilne faze, analita i stacionarne faze, samih
molekula mobilne faze, a kod hemijski modifikovanih sorbenata dolazi do interakcija i

medu funkcionalnim grupama na povrsini stacionarne faze.

Postojii viSe teorija kojima se moze objasniti kompleksan mehanizam retencije u
tipi¢nim reverzno-faznim uslovima, od kojih su solvofobna teorija i particioni model u
najsiroj upotrebi. Prema solvofobnoj teoriji [6, 7], zadrzavanje je najve¢im delom
favorizovano promenama slobodne energije neophodne za smestanje molekula analita u
mobilnu fazu. Pri tome se razlikuju entalpijski doprinosi, usled narusavanja strukture
raskidanjem vodoni¢nih veza izmedu molekula mobilne faze, i formiranja novih veza sa
molekulima analita i negativan entropijski doprinos usled pove¢anja uredenosti mobilne
faze kako bi se obezbidilo mesto za smeStanje molekula analita. Prema drugoj teoriji
(particionom modelu) [8-10] stacionarna faza ima znacajnu ulogu u retencionom

mehanizmu.

Pored izbora stacionarne faze vrlo vazan faktor koji utice na retenciju analita je i
sastav mobilne faze. Ovde treba ista¢i dva parametra: elucionu mo¢ i ukupnu polarnost
mobilne faze. Eluciona moc¢ rastvarata — mobilne faze, predstavlja sposobnost datog
rastavaraca da stupi u interakciju sa stacionarnom fazom i samim tim potisne molekule
analita iz hromatografskog sistema. Eluciona mo¢ u velikoj meri zavisi od vrste
sorbenta. Sa druge strane, ukupna polarnost rastavaraca je odredena i selektivnoscu
rastvaraca da stupi u razlicite interakcije: dipolarne, proton-donorske, odnosno proton-

akceptorske.
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Postoji nekoliko nacina da se rangiraju rastavaraci prema selektivnosti od kojih
je najvise u upotrebi Snyder-ov pristup [11]. Za svaki rastvara¢ je izrazen udeo
dipolarnih (y,), proton-donorkskih (y4), odnosno proton-akceptorskih () Svojstava u
ukupnoj polarnosti. Rastvaraci su klasifikovani prema pomenutoj metodi u osam grupa,

a oni koji pripadaju istoj grupi pokazuju slicno ponasanje.

Retencija u hromatografskim sistemima se moze izraziti na razli¢ite nacine. U
kolonskoj hromatografiji najces¢e se koriste: retenciono vreme tr, Korigovano
retenciono vreme tr’ i faktor kapaciteta k koji predstavlja odnos koncentracija analita u
stacionarnoj i mobilnoj fazi, a koji stoji u vezi sa retencionim vremenom preko sledece

jednacine:

1)

gde je to tzv. mrtvo vreme sistema, odnosno vreme potrebno analitu koji ne interaguje sa

stacionarnom fazom, da izade iz sistema.

U slucaju tankoslojne hromatografije najcesce se koristi tzv. faktor zadrzavanja
ili retardacioni faktor, R, koji predstavlja odnos predenog puta analita od polazne mrlje
do teziSta hromatografske zone i puta rastvarac¢a od polazne mrlje do fronta rastvaraca.
Rr moZe uzeti vrednosti izmedu 0 i 1. Analit za koji Rr vrednost iznosi 0 se potpuno
zadrzava pod datim hromatografskim uslovima, dok u suprotnom slucaju (R = 1)

neselektivno putuje sa frontom rastavaraca.

R, == @)

gde je a — predeni put supstance, a f — predeni put rastvaraca.

Pored Re vrednosti Cesto se definiSe i veli¢ina analogna logaritmu faktora kapaciteta u
kolonskoj hromatografiji, tzv. Ry vrednost. Ona je sa retardacionim faktorom povezana

slede¢om jednacinom:

Ry = Iog[Ri— J @3)
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2.2. Particioni procesi u Zivotnoj sredini (zemljiSte-voda i vazduh-voda

particioni procesi)
2.2.1. Sorpcija u sistemu zemljiste-voda

Zemljiste je kompleksan sistem sastavljen od mineralnih i organskih komponenti
razli¢ite teksture 1 hemijskog sastava nastao u interakciji raznovrsnih uslova 1 procesa u
atmosferi, litosferi, hidrosferi i1 biosferi. Takode, zemljiste predstavlja svojevrstan spoj
teCne, Cvrste, tecne 1 gasovite faze, mineralnih i organskih komponenti, ali i zivih
organizama [12, 13]. Glavne mineralne komponente zemljista su Sljunak, pesak i glina.
Glina sa svojim jonizmenjivackim svojstvima, promenljive sorpcione moci predstavlja
najaktivniju komponentu zemljista. Po hemijskom sastavu mogu se izdvojiti tri tipa:
kristalne alumo-silikatne, amorfne i seskvioksidne gline. Pored organskih komponenti,

glina je glavni faktor pri sorpciji organskih jedinjenja.

Pod sorpcijom jedinjenja u zemljistu podrazumeva se vezivanje jedinjenja sa
menirealnim, odnosno organskim komponentama zemljista, pod dejstvom razli¢itih
interakcija, ¢iji doprinos ukupnoj raspodeli medu fazama mozZe biti entalpijski, odnosno
entropijski. Medu interakcijama koje naroCito doprinose entalpijskom faktoru treba
izdvojiti van der Waals-ove interakcije, elektrostaticke interakcije ukljucujuci
jonoizmenjivacke procese i izmene liganada. Hidrofobne interakcije, koje su u manjem
stepenu odredene polarizabilnim i slabim London-ovim privla¢enjima, ugavnom su
entropijski odredene. Kako je sudbina neke supstance u zemljiStu znacajno odredena
sorpcionim procesom koji na razli¢itim nivoima uti¢e na isparavanje, fotolizu, hidrolizu,
dostupnost biljkama i mikroorganizmima pa samim tim i biorazgradnju [14], jasna je
potreba da se sam proces sorpcije bolje definiSe. Kako je ve¢ pomenuto, zbog slozenosti
samog zemljiSta, ali 1 strukturnih karakteristika datog jedininjenja, izuzetno je tesko
izdvojiti pojedinacne mehanizme. Vecina organskih jedinjenja se istovremeno sorbuje
kako na organskim tako i na mineralnim komponentama zemljiSta, ali zastupljenost
jednog odnosno drugog procesa zavisi i1 od tipa zemljiSta i od same supstance. Sa
porastom broja i raznovrsnosti funkcionalnih grupa sorbenda raste i slozenost particonih
mehanizama. No, ipak se u izvesnoj meri mogu izdvojiti opsti zakljucci. Tako se moze
primetiti da je uticaj mineralnih komponenti zanemarljiv ukoliko njihov udeo ne prelazi

40%, i da dolazi do porasta sorpcije neutralnih organskih molekula sa porastom udela




Opsti deo

organske faze u zemljistu [15]. Takode, slabe kiseline se uglavnom sorbuju u svom
neutralnom obliku pri nizim pH vrednostima zemljiSta, dok se slabe baze 1 katjoni
organskih molekula sorbuju na negativno naelektrisanim aktivnim centrima zemljista
[16].

Stepen sorpcije definiSu vrednosti podeonih koeficijenata, koji se odreduju na
osnovu odgovaraju¢ih adsorpcionih izotermi. Pri tome se podeoni koeficijent, Kg,
definise kao odnos koncentracija datog jedinjenja u ¢vrstoj fazi — zemljistu, Cs (mg/kg),

i vodi C,, (mg/l):
Kg=2> (4)

Pomenuti proces moZe biti linearan, u sluaju niskih koncentracija analita (< 107
moldm™) ili nelinearan, u sludaju vec¢ih koncentracija. VaZno je istaéi da izrazito
lipofilna jedinjenja pokazuju odstupanja od linearnosti i pri nizim koncentracijama. U
slucaju nelinearnosti najéesce se koristi tzv. Freundlich-ova apsorpciona izoterma, jedn.
(5). Pri tome parametar N uglavnom ima vrednosti 0,77 - 0,95, a u retkim slucajevima
moze biti veci od jedinice.

C

Ky = Cv'j“ ()

U pojedinim slucajevima, naroCito kada je dominantna sorpcija na minerlanim
komponentama, pogodnije su Langmuir-ova, odnosno Brumnauer-Emmett-Teller-ova
(BET) izoterma [17].

Eksperimentalno odredivanje podeonih koeficijenata zasniva se na
uspostavljanju ravnotezne raspodele datog analita izmedu dve faze, vode 1 zemljista 1
odredivanju koncentracije istog u jednoj ili obe faze. Pri tome se mogu Koristiti
neprotoc¢ni 1 proto¢ni sistemi [18-20]. U prvom slucaju meSanjem tacnih koli¢ina obeju
faza i analita u izolovanom sistemu omogucava se brze uspostavljanje ravnotezne
raspodele analita. Nakon odvajanja faza odreduju se koncentracije analita u obe ili samo
jednoj fazi. Protocni sistemi mogu biti kolone ispunjene zemljiStem kroz koje se
propusta vodeni rastvor datog analita odredene koncentracije. Promena u koncentraciji

analita u efulentu odreduje meru sorpcije [21].
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U oba slucaja razli¢iti faktori mogu uticati na ishod eksperimenta i tacnost
rezultata. Porast temperature dovodi do smanjenja sorpcije. Uticaj pH vrednosti na
jedinjenja koja ne protolizuju je neznatan, dok u slucaju slabih kiselina dolazi do porasta
sorpcije sa smanjenjem pH, kada preovladuje hidrofobniji protonovani oblik.
Protonovani katjoni baza se bolje sorbuju od neutralne deprotonovane vrste, tako da
snizenje pH vrednosti dovodi do porasta sorpcije slabih organskih baza. Gubici usled
sorpcije na zidovima, isparavanja, hemijske ili bioloske degradacije dovode do
znaCajnih gresaka. Zato se preporucuje odredivanje ispitivane komonente u obe faze,

kako bi se mogao odrediti potencijalni mehanizam gubitka.

2.2.2. Normirane vrednosti podeonih koeficijenata

Upotreba podeonog koeficijenta (Kq, odnosno Ky) kao strukturnog parametra
jedinjenja nije moguca iz vise razloga od ¢ega najveci uticaj ima Cinjenica da njegova
vrednost u velikoj meri zavisi kako od sastava i vrste sorbenta (zemljista), tako i od
eksperimentalnih uslova. Medutim, uoceno je da sa porastom udela organske
komponente u zemljiStu raste i stepen sorpcije, $to je posebno izrazeno u slucaju
neutralnih organskih molekula. Zbog toga je uvedena nova veli¢ina, Koc, koja
predstavlja koeficijent raspodele normiran na ukupan sadrzaj organskog ugljenika (OC),
jednacina (6), i time je uticaj sastava zemljiSta znatno umanjen.
Ky
ocC

Iako je ovaj pristup najpogodniji u slucaju neutralnih supstanci relativno izraZenijih

Koc = (6)

hidrofobnih karakteristika i kada je sadrzaj ukupnog organskog ugljenika u zemljistu
visok, on se ipak primenjuje i za jedinjenja Sireg opsega hidrofobnosti i zemljista
raznovrsnijeg sastava, tim pre $to dati koncept daje zadovoljavajue rezultate u
prihvatljivim granicama greske i zato Sto se sadrzaj organskog ugljenika jednostavno

odreduje.

Medutim, u sluCajevima kada je sadrzaj mineralnih materija u zemljiStu visok, a
vrednost organskog ugljenika (OC vrednost) niska, ostali faktori poput ukupnog

jonoizmenjivackog kapaciteta (Cation Exchange Capacity — CEC) i pH vrednosti mogu
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imati dominantan uticaj na stepen sorpcije, pa je pogodnije podeone koeficijente (Kg i
Ks) korelisati sa ukupnim katjonskim jonoizmenjivackim kapacitetom, odnosno
sadrzajem gline 1 specificne povrSine. Zbog toga Koc parametar pruza minimalnu
procenu stepena sorpcije, koja moze biti uvecana zbog dodatne sorpcije na mineralnim

komponentama zemljista.

2.2.3. Procena Koc parametra - hromatografske i QSPR tehnike

Uvodenje OC kao normativnog faktora i koncepta koji favorizuje hidrofobne
interakcije sa organskom komponentom zemljista kao dominantnim sorpcionim
mehanizmom, dovelo je do primene razli¢itih metoda zasnovanih na odredivanju
hidrofobnosti, odnosni lipofilnosti jedinjenja u proceni Koc koeficijenta. Znacajno je
pomenuti razliite racunske, odnosno tehnike koje se zasnivaju na kvantitativnom
odnosu svojstava i strukture (Quantitative structure proeprty relationships- QSPR). Date
metode se oslanjaju na primenu strukturnih deskriptora kao $to su indeksi konektivnosti
(Molecular Connectivity Index - MCI), molekulske povrSine, tezine, odnosno aditivnih
fragmenata, te fizicko-hemijskim parametrima poput podeonog koeficijenta oktanol-
voda (Kow), rastvorljivosti u vodi (S) i razlicitih linearnih odnosa energija solvatacije
(Linear Solvation Energy Relationships - LSER) u modelovanju Koc podeonog

koeficijenta.

Od eksperimentalnih tehnika treba, pre svega, izdvojiti razli¢ite reverzno-fazne
hromatografske metode zasnovane na upotrebi komercijalno dostupnih stacionarnih faza

1 razli¢itih vrsta zemljiSta.

Hromatografske metode se u osnovi zasnivaju na odredivanju faktora kapaciteta,
k, odnosno logk vrednosti, na osnovu korigovanih retencionih vremena i njihovoj
korelaciji sa logKoc vrednostima, zadatog skupa kalibracionih standardnih supstanci.
Tako dobijen model se potom koristi za procenu nepoznatih logKoc vrednosti na osnovu

izmerenih retencionih parametara pod identicnim eksperimentalnim uslovima.

Ispitivane su razli¢ite komercijalno dostupne stacionarne faze poput oktadecil-,
etil-, cijanopropil-, trietilaomonijumpropil- modifikovanog silika-gela [22-25]. Pri tome

je pokazano da oktadecil- pokazuje izvesna ogranic¢enja u slucaju izrazito polarnih ili

10
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previse hidrofobnih jedinjenja. U tom pogledu je cijanopropil-silika-gel bolji izbor,
narocito kada su u pitanju polarnija jedinjenja koja podlezu protolizi [25]. Koredel i
koautori su u medulaboratorijskoj studiji validovali HPLC metod za procenu logKoc
vrednosti zasnovan upravo na upotrebi cijanopropil-modifikovanog silika-gela kao
stacionarne faze i izokratskog eluiranja mobilnim fazama metanol-voda, odnosno
metanol-citratni pufer pH = 6, C = 0,01 moldm™ u odnosu 55:45, v/v. Pri tome je
koris¢eno sedam standardnih jedinjenja poznatih logKoc vrednosti: n-fenilacetamid,
nonuron, atrazin, fention, linuron, triapentol i trifluralin [26]. Metod je kasnije usvojen
od strane Organizacije za evropsku saradnju i razvoj (Organization for European
Cooperation and Development — OECD) kao zvani¢éni HPLC metod za procenu logKoc
vrednosti [27].

Iako se upotrebom zemljista standardizovanog sastava kao stacionarne faze
obezbeduje realnija slika particionih procesa, rezultati dobijeni na ovaj nacin pokazuju
izvesna neslaganja sa rezultatima dobijenim na komercijalno dostupnim sorbentima
[28]. Ovo je izrazenije kod zemljiSta sa nizim sadrzajem organskog ugljenika i veéim

sadrzajem gline.

Sto se ti¢e QSPR pristupa on je zasnovan na upotrebi fizi¢ko-hemijskih
parametara Kkoji mogu biti eksperimentalno odredeni ili racunski procenjeni i
molekulskih indeksa konektivnosti. Od fizicko-hemijskih parametara najc¢esce se koriste

oktanol-voda podeoni koeficijent (logKow), rastvorljivost u vodi (S) i parahor (P).

U slucaju logKow parametra raspolozivi modeli su raznovrsni kako u pogledu
strukturnih karakteristika hemijskih jedinjenja, tako i po njihovom broju. Jedan od
opstijih modela predlozen je od strane Gerstl-a i saradnika [29] (Jedn. 7).

log Koc = 0,679 log Kow + 0.663, r*=0,831, n = 419 (7

Sablji¢ i saradnici [30] su u slicnom hijerarhijskom postupku razvili modele primenljive
na uskospecifi¢ne strukturne podklase (I: supstituisani fenoli, anilini, nitrobenzeni,
hlorovani benzonitrili; Il: acetamilidi, karbamati, estri, feniluree, triazini, uracili; 1lI:
poliaromati¢ni i halogenovani ugljovodonici). Uskospecifiéni modeli imaju izvesnu

prednost nad opStim jer daju bolja predvidanja za ciljana jedinjenja.

11
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Kada je re¢ o rastvorljivosti u vodi, S, lista raspolozivih modela ne zaostaje za
pristupom zasnovanim na lipofilnosti (logKow), medutim oni ipak nisu naisli na $iru
upotrebu, pre svega u komercijalno dostupnim programima poput KOCWIN (Epi Suite,

Environmental Protection Agency).

Parahor, P, daje dobru korelaciju sa logKoc vrednostima $to se moze objasniti
time Sto parahor predstavlja pribliznu procenu molarne zapremine nekog jedinjenja. Za
njegovo izracunavanje neophodne su izmerene vrednosti povrSinskog napona, gustine
teCne 1 gasovite faze, molarne mase datog jedinjenja. Ovo u izvesnim slucajevima
dodatno komplikuje proces, medutim, za ne tako mali broj jedinjenja postoje tablice sa
eksperimentalno odredenim vrednostima ali i razliCiti racunski metodi za procenu,

zasnovani na aditivnim fragmentacionim konstantama.

Glavni nedostatak gore pomenutih tehnika pre svega predstavlja
eksperimentalno merenje, koje neretko zahteva znacajan utroSak vremena i materijala, a
koje sa sobom nosi izvesna ograni¢enja. Tako se metodom direktne raspodele (shaking
flask) mogu pouzdano proceniti logKow Vrednosti za nedisosovana jedinjenja Cije se
logKow vrednosti nalaze u opsegu 1 - 5 log jedinica, dok se u slu¢aju jedinjenja koja u
znaCajnoj meri protolizuju podeoni kofecijent mora meriti pri razli¢itim pH
vrednostima, a trazena vrednost se dobija ekstrapolacijom na odredenu pH vrednost.
Znacajan je uticaj 1 ostalih ravnoteznih procesa poput taloZnih, redoks ili reakcija

gradenja kompleksnih jedinjenja.

2.2.4. Particija u sistemu vazduh-voda

Vazduh-voda particioni koeficijent, Kaw, odnosno Henry-jeva konstanta Kj,
predstavlja, pored zemljiSte-voda podeonog koeficijenta, jedan od najznacajnijih
parametara koji odreduje sudbinu jedinjenja u Zivotnoj sredini. DefiniSe se kao odnos
ravnoteznih koncentracija date supstance u vazduhu, Ca i vodi Cy pri normalnim

uslovima.

C
logK ,, = IogC— 8

12
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Postoji nekoliko tehnika za njegovo odredivanje koje podrazumevaju koriséenje
dinamickih i stacionarnih sistema. U oba slu¢aja neophodno je merenje koncentracije u
obe faze, mada se tacnost povecava ukoliko se koncentracija prati u jednoj, a iz bilansa
mase izracunava u drugoj fazi. U slucaju dinamickih sistema, ravnoteza se stalno
narusava propustanjem vazduha u konstantnom, poznatom protoku iznad povrSine vode

(air stripping) [31].

Fendinger i1 Glotfelty [32] su razvili tzv. metod vlaznih zidova za odredivanje
Kaw podeonog koeficijenta za seriju pesticida. Metod podrazumeva koris¢enje stalnog

protoka vazduha nakvaSene povrsine.

Kod stacionarnih sistema, koncentracija supstance se meri u obe faze pri

razli¢itim zapreminskim odnosima vazduha i vode [33].

U slu€ajevima kod kojih nije moguce izvesti direktna merenja, Kaw se moZe
izraCunati iz rastvorljivosti S i napona pare p. Medutim, ovaj pristup nije pogodan za

jedinjenja koja disosuju, asosuju, grade agregate ili imaju jako nizak napon pare.

Svi gorepomenuti pristupi imaju niz nedostataka, naroc¢ito ukoliko je podeoni
koeficijent izuzetno nizak, ili je uzorak izrazito polaran ili povrSinski aktivan. Niske
koncentracije analita u vazduhu je tesko izmeriti, a u dinamickim sistemima cesto se
koriste veoma duga vremena protoka vazduha kako bi se postigla znacajna promena
koncentracije analita u vodenoj fazi. U slucaju da se koncentracija odreduje u vazduhu,
od posebnog je znacaja odsustvo aerosolnih Cestica ili vode. Na primer, ukoliko Kaw
iznosi 10°, onda prisustvo Cestica vode ¢ak u niskim koncentracijama poput 1 ppm
moze udvostruciti ukupnu koncentraciju analita u vazduhu. Ovo je od posebnog znacaja
ukoliko je povrSina vazduh-voda podlozna turbulentnim promenama kao u slucaju

dinamickih — proto¢nih sistema.

Racunski postupci za predvidanje datog keoficijenta se uglavnom zasnivaju na

fragmentacionim tehnikama, kao oni inkorporirani u KOAWIN programski paket.

Primena hromatografskih sistema u proceni ovog koeficijenta do sada jo$ uvek

nije ispitana.

13
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2.3. Particioni procesi u biolo§kim sistemima
2.3.1. Lipofilnost

Lipofilnost predstavlja afinitet molekula ili nekog njegovog dela prema
lipofilnom okruzenju. Sa jedne strane, lipofilnost je rezultat hidrofobnih interakcija koje
ukljucuju entropijske faktore za formiranje vakancije za smestaj molekula i disperzione
sile, a sa druge strane specificnih, polarnih elektrostatickih interakcija i formiranja
vodoni¢nih veza. U zavisnosti od posmatranog sistema ove interakcije mogu da imaju
razli¢it ukupan doprinos vrednosti lipofilnosti [34, 35]. Ona predstavlja fizicko-hemijski
parametar koji je od suStinskog znacaja za bioloSku aktivnost neke supstance, a koji
proisti¢e iz same strukture ¢elijske membrane. Kako je ¢elijska membrana sacinjena od
fosfolipidnog dvosloja sastavljenog od lanaca masnih Kkiselina orijetisanih svojim
ugljovodoni¢nim lancima ka unutrasnjosti, a ka spoljasnjosti obeju strana membrane
svojim hidrofilnim glavama, to je pasivan prolaz lipofilnim jedinjenjima kroz celijsku

mebranu znatno olaksan [34].

2.3.2. Odredivanje lipofilnosti — direktne, hromatografske i QSPR tehnike

Kako bi se standardizovao postupak za odredivanje lipofilnosti Hansh i saradnici
[36] su uveli podeoni koficijent za sistem oktanol-voda logKow (Jedn. 9) i razvili tzv.

metod muckanja (shake-flask) za merenje raspodele analita izmedu ove dve faze.
log Kow = log(Co/Cw) 9
gde su Co i Cy koncentracije supstance u oktanolu, odnosno vodenoj fazi.

PredloZeni metod se moze primeniti na jedinjenja sa vrednostima podeonog
koeficijenta u rasponu od -2 do 4 log jedinice, pri ¢emu logKow > 0 karakteriSe
supstance rastvorne u lipidnom sloju, dok je logKkow < 0 svojstvo polarnih jedinjenja

rastvornih u vodi [34].

Particioni koeficijent logKow Se odnosi na neutralne supstance ili jonizabilne u
njihovom neutralnom obliku. Ukoliko susptanca podleze sekundarnim ravnoteZnim
procesima, bilo u organskom ili vodenom sloju (protoliza, gradenje jonskih parova,

agregacija), potrebno je korstiti distribucioni koeficijent D.
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U slucaju protolitickih procesa logKow zavisi od pH i povezan je sa logD

slede¢im jednacinama:
logKow (HA) = log D + log(1+10®%@~PH) (10)
logKow (B) = log D + log(1+10®H ~PKa) (11)

gde HA i B odgovaraju neutralnom obliku slabe monoproti¢ne kiseline, odnosno
monoproticne baze. Za slucaj poliproticnih kiselina i baza date jednacine postaju

sloZenije [34].

Predlozeni metod ima niz nedostataka, pre svega zahteva dosta vremena,
ogromnu koli¢inu organskih rastvaraca, a u izvesnim slucajevima je veoma tesko
odrediti koncentraciju analita u jednoj ili obe faze. Zbog toga su razvijene razliite

indirektne metode, medu kojima vodec¢e mesto imaju hromatografske tehnike.

Hromatografski pristup je jednostavan i zasnovan je na tipi¢nim reverzno-faznim
sistemima. Obi¢no se kao stacionarna faza koristi C18-modifikovani silika-gel koji se
po strukturi moZze porediti sa strukturom fosfolipida u ¢elijskoj membrani. Zbog svoje
anizotropije nepolarne stacionarne faze mnogo bolje opisuju particiju u fosfolipidnom
dvosloju u odnosu na izotropni oktanol. Metod podrazumeva hromatografisanje
standardnih jedinjenja poznatih logKow Vvrednosti pod istim uslovima sa ispitivanim

supstancama Cija se lipofilnost Zeli odrediti [34].

Na osnovu retencionih parametara Rp standardnih jedinjenja pravi se kalibracioni model
logKow =a + b log Rp pomocu kojeg se na osnovu retencije ispitivanih jedinjenja lako

moze izracunati logKow.

Podjednako je rasprostranjena primena kako visokoefikasne tecne hromatogafije

u koloni (HPLC) tako i hromatografije na tankom sloju (TLC).

U slucaju tankoslojne hromatografije, tacnije, reverzno-fazne tehnike (RP-TLC),
razli€iti parametri retencije se mogu koristiti. Kako retencija analita linearno zavisi od
udela organske komponente ¢ u mobilnoj fazi, prema jednacini 12 [37] to se dve

veli¢ine mogu izdvojiti kao parametri lipofilnosti: odsecak Rv’ koji predstavlja Ry,
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vrednost svedenu na nulti sadrzaj organske komponente u mobilnoj fazi (Cistu vodu) i

nagib b koji je povezan sa specificnom hidrofobnom povr$inom jedinjenja [38].
Rm = RMO + bo (12)

Kako ¢esto postoji linearna zavisnost izmedu nagiba i odsecka u gornjoj jednacini to se
smatra da je upotreba nagiba validna alternativna mera lipofilnog karaktera [39].
Medutim, ova veza nagiba 1 odsecka nalazi se samo u slucaju strukturno sli¢nih

jedinjenja, odnosno kongenernih serija.

Bieganowska i saradnici [40] su definisali novi parametar hidrofobnosti, Cy kao
odnos odsecka i nagiba iz gornje jednacine i pokazali da se u odredenim slu¢ajevima on

bolje korelise sa lipofilnosc¢u.

Novije studije su pokazale da se bolje zavisnosti retencije od lipofilnosti
dobijaju ukoliko se na retencione podatke primeni regresija glavnih komponenti (PCR)
[41]

Za odredivanje lipofilnosti jedinjenja primenom hromatografskih tehnika,
najcesce se koristi C18-modifikovani silika-gel kao stacionarna faza. Medutim, svega
50% silanolnih grupa je hemijski modifikovano, ostatak slobodnih grupa moze da stupa
u interakciju sa anlitom kroz gradenje vodoni¢nih veza ili jonsku izmenu, Sto za
posledicu ima razvlacenje zona, te samim tim dovodi do greSkom opterecene vrednosti
lipofilnosti. U slucaju prisustva silanofilnih interakcija iste se mogu umanjiti dodatkom
maskirajueg agensa (trietilamin, amonijacni pufer i sl.) mobilnoj fazi. Ovo narocito
vazi u slucaju baznih jedinjenja. U novije vreme se proizvode bazno deaktivirane

stacionarne faze prilagodene razdvajanju baznih jedinjenja [34].

Hromatografski pristup odredivanju lipofilnosti ima niz prednosti u odnosu na
tradicionalnu, direktnu metodu, pre svega znatno krace trajanje eksperimenta, bolja
reproduktivnost, neosetljivost na prisustvo necisto¢a i degradacionih proizvoda koji se
tokom hromatografskog procesa izdvajaju, $iri dinamicki opseg, on-line detekcija,

manje koli¢ine uzoraka potrebne za analizu, kao i laksa priprema uzoraka.

Pored hromatografskih tehnika, razliiti racunarski programi zasnovani na

QSPR modelima, mogu se koristiti za izraCunavanje lipofilnosti. Pri tome se sve
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racunske metode mogu svrstati u dve grupe: fragmentacione i one koje uzimaju u obzir
svojstva celog molekula. U prvom slucaju osnovni princip je podela molekula na
fragmente ili atome i naknadnog sabiranja doprinosa pojedinih podstruktura, odnosno
atoma (fragemanat) ukupnoj logKow vrednosti. Metode zasnovane na svojstvima
molekula podrazumevaju koriséenje deskriptora koji opisuju ceo molekul (topoloski
deskriptori). Programi koji koriste nekoliko osnovnih fragmentacionih tehnika kao $to
su Fujita-Hansch-ova [42], Rekker-ova [43] i Hancsh-Leo-ova metoda [44] su: KLOGP,
KOWWIN, CLOGP, ACD/LogP. Programi koji koriste odredene karakteristike
molekula su: ABSOLYV, ChemProp, VolSurflogP, MlogP, AlogPS, CSlogP.

2.3.3. Ostali podeoni koeficijenti od znacaja u bioloskim sistemima

Podeoni procesi u bioloskim sistemima su raznovrsni, a od posebnog znacaja su
oni koji utiCu na apsorpciju, distribuciju, metabolizam i ekskreciju supstanci iz
organizma. Medu njima treba izdvojiti aporpciju u gastrointestinalnom traktu (% Abs),

raspodelu u sistemu krv-koza i voda-koza (Kp, Ksc) i krv-mozdana-barijera (BBB).

Apsorpcija u gastrointestinalnom traktu se procenjuje kao stepen apsorpcije
izrazen u procentima, odnosno razlika izmedu administrirane doze supstance 1 izluCene
putem urina, zuc¢i i fecesa u neizmenjenom obliku i obliku njihovih metabolita.

Predstavlja vazan faktor u razvoju lekova koji se administriraju oralno [45].

Raspodela u sistemu krv-koza izrazava se kao podeoni koeficijent Ps Koji
predstavlja odnos koncentracija analita u kozi i krvi, odnosno plazmi. U slu¢aju sistema
voda-koza raspodela se Cesto izrazava kao koeficijent permeabilnosti Kp, odnosno
koeficijent raspodele Ksc koji predstavlja odnos koncentracija susptance u kozi,
odnosno vodi. Ovi parametri su od esencijalne vaznosti u farmakokineti¢kim studijama,

narocito za ona jedinjenja — kandidate za transdermalnu upotrebu.

Mozdana barijera predstavlja jedan od najvaznijih entiteta, jer ga ¢ini celijski
sistem sacinjen od kapilara i endotelijalnih celija koji odvajaju mozak od sistemske
krvne cirkulacije. Zbog toga je poseban znafaj posveéen analizi raspodele razli¢itih
jedinjenja u sistemu krv-mozdana barijera, pre svega u cilju razvoja novih lekova koji

ciljano deluju na centralni nervni sistem (neophodan pasivan i aktivan transport kroz
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krv-mozdanu barijeru) odnosno poseduju periferno dejstvo (ne prolaze barijeru).
Raspodela se Cesto izrazava odnosom koncentracije supstance u mozgu, odnsono krvi
koji je dat sledetom jednacinom logBBB = 109 (Cmozak/Ckrv) [46]. Pored datog
koeficijenta Cesto se uzimaju u obzir stepen permeabilnosti izrazen kao proizvod

permeabilnost-povrsina (PS), odnosno koeficijent permeabilnosti (PC) [47].
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2.4. Linearni odnosi energije solvatacije

Linearni odnosi energije solvatacije (LSER) zasnovani su na univerzalnijem
konceptu poznatom kao linearni odnosi slobodnih energija (Linear Free Energy
Relationships - LFER). Najjednostavnije re¢eno, model predstavlja sumu doprinosa
razli¢itih interakcija (dipolarnih, polarizabilnih, vodoni¢nih veza) ukupnoj vrednosti
neke fizicke veli¢ine (retencioni parametar u hromatografskim sistemima, pomeranje
apsorpcionih maksimuma u UV-VIS, IR ili NMR spektroskopiji i sl.). Ovakav pristup
nije termodinamicki striktno uspostavljen, ali je od neprocenjive vaznosti jer pomocu
parametara koji kvantitativno opisuju dominantne interakcije u datom sistemu,
omogucava mapiranje istih, kako u pogledu sposobnosti okruzenja da interaguje sa
nekim jedinjenjima, tako i u pogledu procene parametara samog jedinjenja. Osim toga,
metod omogucava mapiranje interakcija odgovornih za razliite fizicko-hemijske

procese (transfer izmedu razli¢itih faza sistemai sl.).

Najnovija, Siroko prihvadena, simbolicka prezentacija LSER modela

predstavljena od strane Abrahama i saradnika data je jednac¢inom (13):
SP=1+eE+sS+aA+DbB+wW (13)

Pri ovome, SP predstavlja odredeno svojstvo rastvorka koje se odnosi na njegovu
raspodelu izmedu dve faze (npr. logk), a | konstantu koja zavisi od svojstava sistema.
Karakteristike rastvorka date su velikim slovima A, B, S, E i V i odnose se redom na:
polarizabilnost u visku (u odnosu na n-alkan iste molarne zapremine), dipolarnost,
sposobnost za gradenje vodoni¢nih veza pri ¢emu se supstanca moZe ponasati kao
proton-donor, odnosno proton-akceptor. Koeficijenti, oznaceni malim slovima,
predstavljaju doprinose sistema, komplementarne parametrima rastvorka. Na primer, a
je proton-baznost (komplementarnu proton-kiselosti rastvorka A), odnosno koeficijent b
predstavlja proton-kiselost (komplementarnu proton-baznosti rastvorka B). Dati
koeficijenti se odreduju merenjem SP za unapred odabrani set supstanci sa poznatim

vrednostima E, S, A, Bi V, te primenom viSeparametarske linearno-regresione analize.

Gornja LSER jednacina se menjala tokom prethodne dve i po decenije. Iako je
sada LSER pristup usmeren ka razumevanju svojstava rastvorka, na samom pocetku

bio je definisan sa ciljem da se razumeju tipovi interakcija u Cistim rastvaracima (tzv.
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solvatohromni parametri rastvaraca), radi boljeg tumacenja njihovog uticaja na kinetiku
organskih reakcija. Kako se naglasak sa skala definisanih za rastvarace pomerao ka
skalama definisanim za rastvorke bilo je potrebno uvesti novu notaciju i neke od skala
redefinisati. U cilju boljeg razumevanja LSER pristupa ovde ¢e biti prikazan kratak

istorijat njegovog razvoja.

2.4.1. Kamlet-Taftove solvatohromne skale — spektroskopski definisani parametri

rastvaraca

Jedan od najranije primenjivanih LSER modela mogao bi da se prikaze

jednacinom (14):
SP =1+ s(n*+dd)+ aa + bp (14)

Ovde SP predstavlja neko svojstvo rastvaraca (logaritam konstante brzine neke
hemijske reakcije ili solvatohromno pomeranje apsorpcionih, UV-VIS, maksimuma).
Parametri m, 6, o | P predstavljaju redom: mere polarnosti rastvarata, njegove
polarizabilnosti, sposobnosti vodoni¢nog vezivanja kao proton-donora, odnosno kao
proton-akceptora. Skala dipolarnosti/polarizabilnosti (tzv. n*-skala) rastvaraca bila je
prva definisana od strane M. Kamlet-a, R. Taft-a i J. Aboud-a [48]. Pri tome je
parametar m* definisan kao efekat datog rastvarata na pomeranje apsorpcionog

maksimuma solvatohromnog indikatora i dat je jedna¢inom (15):

v—v
= 0

(15)

Vi—Vo
Parametar v predstavlja talasni broj apsorpcionog maksimuma datog solvatohromnog
standarda u odredenom rastvaracu. Parametri Vo 1 Vv; predstavljaju talasne
brojeve apsorpcionih maksimuma u referentnim rastvara¢ima, cikloheksanu i
dimetilsulfoksidu, redom. Na taj nacin je skala dovedena u ospeg od 0 do 1. Pod datim
uslovima apsorpcioni maksimumi odgovaraju p-n*, odnosno m-n* elektronskim
prelazima. Data jednaCina se moZe napisati u neSto izmenjenom obliku, tako da vise

odgovara formi (14) kao:

V =Vg+ st* (16)
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SP = SPy + s* (17)

Odnosno, ukoliko se odnosi na svojstva rastvorka ili odredeni termodinacki proces gde

SP moze biti rastvorljivost, koeficijent raspodele izmedu dve faze i sl. moze biti data u

obliku jednacine (17).

Kamlet i Taft su veoma pazljivo odabrali solvatohromne indikatore za izgradnju
n*-skale vode¢i racuna da doprinosi spektralnim pomeranjima usled dipolarnih—
polarizabilnih interakcija sa rastvaracem budu visoki, a da uticaji vodono¢nih vezivanja
budu minimalni. Drugim re¢ima da budu selektivna mera dipolarnosti/polarizabilnosti
rastvarata. Cetiri takve supstance su bile predlozene od strane autora: N,N-dietil-3-
nitrobenzen, 4-metoksi-p-stiren, 1-etil-4-nitrobenzen i 4-nitroanizol. Jasno je da data
jedinjenja nemaju sposobnost da ucestvuju u vodoni¢énom vezivanju kao proton-donori,
a da su njihova proton-akceptorska svojstva veoma slabo izrazena. Ovo je potvrdeno i
dobrom linearnom zavisno$¢u u rastvarac¢ima koji mogu donirati svoje protone poput
alifati¢nih alkohola, odnosno amina. Ovde je vazno istaci da je za razliku od prethodnih
solvatohromnih i drugih skala polarnosti rastvaraca, m*-skala zasnovana na ve¢em broju
solvatohromnih indikatora. Glavni nedostatak ovako definisane ©* skale predstavljala je
nemogucénost da se potpuno odvoje doprinosi polarizabilnih od dipolarnih interakcija.
Najocigledniji slucaj predstavlja sam benzen. Vrednost parametra ©* za benzen je
relativno visoka n* = 0,59 §to je neoCekivano za rastvara¢ koji se po polarnosti ne
razlikuje znatno od n-heksana. Ovo ukazuje na to da se pomenutom skalom
istovremeno, pored dipolarnosti, moze meriti 1 polarizabilnost. Zbog toga ubrzo nakon
publikovanja prvih radova vezanih za skalu dipolarnosti, Kamlet i saradnici uvode
korekcioni parametar 6 kojim bi se odvojeno uracunale i polarizabilne interakcije [49].
Stoga oni predlazu da u slu€aju razmatranja procesa u kojima polarizabilne interakcije

nisu zanemarljive (aromati¢ni rastvaraci) jednacine (18) i (19) treba pisati kao:
V =V + s(n*+dd) (18)
SP = SPy + s(n*+dd) (29)

Ociglednost potrebe za ovakvom korekcijom autori su demonstrirali na reakciji

kvaternerizacije amina, odnosno na prouc¢avanju njene brzine u razli¢itim rastvaracima.
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Oni su pokazali da se koriS¢enjem samo parametra nw* razliiti rastvara¢i nalaze na
zasebnim linearnim zavisnostima (alifati¢ni, aromati¢ni, polihlorovani). KoriS¢enje

korekcionog faktora dovodi sve rastvarace na jednu pravu.

Interesantno je pomenuti da je ubrzo nakon pojave n*-skale Snyder definisao
svoju P’ skalu ukupne polarnosti rastvarata i njenog pratioca, trougla selektivnosti.
Takode, postoji znaCajan stepen korelacije izmedu parametra ¢’ — elucione modi
rastvaraca, definisanog od strane Snyder-a u sluc¢aju normalno-fazne hromatografije i

n*-skale.

Definisanje skala proton-baznosti (kiselosti) pri vodoni¢nom vezivanju
prethodilo je definisanju *-skale [50]. Autori su najpre definisali skalu proton-baznosti
(B) na osnovu razlike u batohromnim pomeranjima apsorpcionih maksimuma: 4-nitro-
anilina u odnosu na N,N-dietil-4-nitroanilin (AAv.ng), 0dnosno 4-nitrofenola u odnosu

na 4-nitroanizol (AAv.op). Skale su definisane kao:

AAV(—HN
S i b 20
A 2,80 (20)
MV 4o
_ Vo 21
x 2,80-0,85 21)

Skale proton-kiselosti pri vodoni¢énom vezivanju za rastvarace autori su definisali na
osnovu nekoliko fizi¢ko-hemijskih parametara. Ovde ¢e biti navedeni jedino parametri
koji se odnose na spektroskopska pomeranja u oblasti UV-VIS apsorpcije: relativha
pomeranja apsorpcionih maksimuma Dimroth-ove betainske boje u odnosu na 4-
nitroanizol i relativna pomeranja apsorpcionih maksimuma Brooker-ove merocijaninske

boje u odnosu na 4-nitronalizol. Date skale se mogu predstaviti jedna¢inama:

_ AAv(betain —nitroanizol)

22
! 6,24 (22)

o - AAv(merocijanin — nitroanizol) — 0,08
? 6,24-0,1584

(23)

Ovako definisane solvatohromne skale polarnosti rastvaraca, njithove sposobnosti za

vodoni¢no vezivanje kako u pogledu proton-donorskih tako i u pogledu proton-
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akceptorskih svojstava su uspostavljane veoma pazljivim odabirom solvatohromnih
standarda te odgovaraju¢ih solvatohromno zavisnih procesa. Zbog toga se moze tvrditi
da one zaista u velikoj, pravoj meri selektivno odslikavaju sposobnost rastvaraca da

interaguje na odredeni nacin.

2.4.2. Abrahamovi solvatohromni parametri — termodinaicki pristup

Ideja da se solvatohromni parametri rastvarata mogu iskoristiti kao pocetne
procene parametara rastvoraka predstavljala je odlucuju¢i korak u razvoju LSER
metodologije i pri tome omogucila da se isti upotrebe za proucavanje niza
termodinamicki vodenih procesa [51, 52]. Kako bi se parametri rastvorka mogli
razlikovati od istih definisanih za rastvarace, uveden je indeks 2 da oznaci da se radi o
parametru rastvorka. Na taj nafin bi LSER jednacina, koja bi opisivala neki fizicki

parametar rastvorka, mogla biti zapisana u sledecoj formi:
SP =SSPy + d&, + smp + aop + sz + v, (24)

Kako su prve ovakve jednaine bile razvijane za procese particije u sistemu
voda-organski rastvara¢, odnosno uslove reverzno-fazne hromatografije, pojavili su se
izvesni problemi. Skale definisane preko spektroskopskih merenja nisu ukljucivale
entropijski parametar, te striktno termodinamicki nisu bile uspostavljene i stoga
neprimenljive u potpunosti na particione procese. Resavanju datog problema se najpre
pristupilo uvodenjem tzv. parametra unutras$nje zapremine rastvorka (V,, intirinsic
volume, Leahy volume). Sa druge strane, skale koje su uspostavljene za rastvarace, tj.
jedinjenja u kondenzovanom stanju, nisu bile u svim slu¢ajevima primenljive na ista
jedinjenja u dispergovanom stanju. Ovo je bilo narocito izrazeno kod rastvaraca koji
pokazuju veliki stepen asocijacije gradenjem vodonic¢nih veza (alkoholi, amini). Kako bi
se doslo do njihovih parametara, napravljeni su modeli kori§¢enjem samo onih supstanci
koje ne pokazuju odstupanja. Novi modeli su potom posluzili za odredivanje novih
deskriptora, i dati proces je ponavljan dok modeli nisu konvergirali ka najmanjim

rezidualnim vrednostima.

Paralelno sa ovim, Abraham je definisao skale vodoni¢nog vezivanja

posmatraju¢i termodinamiku formiranja 1:1 asocijata izmedu proton-kiselina i proton-
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baza u rastvara¢ima koji nisu imali moguénost formiranja vodoni¢nih veza (ugljen-
tetrahlorid) [53, 54]. Ovi parametri su obezbedili dobru polaznu osnovu za dalji razvoj
LSER metodologije, odnosno odredivanje novih parametara rastvorka. Parametar V,,
koji je u potpunosti zadovoljavao potrebe kada je re¢ o raspodeli tecnost — tecnost, bio
je neprimenljiv u sistemima gas — te¢nost i gas — Cvrsta faza. Abraham je stoga uveo
novi parametar L'°, te meru entropijskih doprinosa i doprinosa disperzionih interakcija.
Ovaj parametar je zapravo predstavljao particioni koeficijent za sistem gas—n-
heksadekan. Stoga se mogao jednostavno odrediti merenjem retencije u gasno-
hromatografskim uslovima koriste¢i heksadekan kao stacionarnu fazu. Kasnijim
radovima je pokazano da se ova veli¢ina moze dobiti primenom prakti¢no bilo koje
nepolarne stacionarne faze, koriste¢i pakovane i kapilarne kolone, ¢ak i u velikoj meri
povratnim izra¢unavanjem (na osnovu unapred kalibrisanih modela razli¢itih particionih

sistema).

Abraham je takode definisao novi parametar, tzv. molarnu refrakciju u visku Ry,
I pokazao da se ona moze mnogo bolje korelisati od do tada koris¢ene o skale [55]. Ovaj
parametar se moze lako izraCunati na osnovu jednacine (25) te nema potrebe za

njegovim merenjem ili procenjivanjem.
R, = MRy — 2,83195V, + 0,52553 (25)

MRy predstavlja molarnu refrakciju jedinjenja 1 moZze se lako izracunati ukoliko se

poznaje vrednost indeksa prelamanja prema sledecoj jednacini:

2
MR =10 L =1 (26)
X 772+2 X

n je indeks prelamanja i u slu¢aju ¢vrstih uzoraka moze lako biti procenjen koris¢enjem

ACD softvera. Vy je molarna zapremina izracunata po jednostavnoj aditivnoj Semi koju
je predlozio McGowan [56], data u jedinicama (cm*/mol), a u ovom slucaju kako bi se
svi parametri usaglasili sa redom veli¢ine ostalih skala ona je podeljena sa 100. Stoga
MR, ima jedinice (cm*mol)/10. Na ovaj nacin definisana veli¢ina R, predstavlja
polarizabilnost date supstance u visku u odnosu na n-alkan iste McGowan-ove
zapremine. Umesto veli¢ine V|, danas se isklju¢ivo upotrebljava McGowan-ova

zapremina V.
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U najnovijoj LSER notaciji predloZzenoj od strane Abraham-a i Saradnika,
jednacina (13), ovaj parametar je zamenjen parametrom E, ali je pri tome zadrzao svoje

hemijsko znacenje.

Moze se re¢i da je poslednji veliki korak ucinjen ka unapredenju LSER
metodologije bio uvodenje skala proton-Kiselosti i proton-baznosti za jedinjenja sa vise

funkcionalnih grupa koje mogu ucestvovati u vodoni¢nom vezivanju [57].

Autori su iskoristili prethodno odredene 1:1 «)' i g5 vrednosti kako bi

generisali solvatohromne modele za raspodelu datih jedinjenja u razliCitim binarnim
sistemima voda—organski rastvara¢. Dobijeni modeli su potom iskori§¢eni kako bi se
ponovo izraunale bolje fitovane vrednosti a i B, koje su za data jedinjenja sa vise
funcionalnih grupa bolje odslikavale moguénost istih da stupe u formiranje vodoni¢nih

veza. Ovako novoizratunate vrednosti oznacene susa » ;' odnosno > g;' . Ovakav

nacin uspostavljanja skala koje predstavljaju sumiranje preko svih proton-donorskih i
proton-akceptorskih mesta na molekulu iako dosta indirektan, uraden je jako pazljivo
kako bi se dobili hemijski smisleni podaci, a ne samo dobro fitovane
vrednosti. Cinjenica da se ovi parametri rastvoraka koriste veoma uspes$no za
modelovanje razli¢itih termodinamickih veli¢ina, potpuno nevezanih za njthovo preklo,
svedoCi da oni zapravo opisuju stvarne interakcije u sistemu. Kratak sumarni prikaz
istorijata LSER dat je u Tabeli 1. Abraham-ovi parametri odredeni su za hiljade
jedinjenja ali, na zalost, nisu sabrani na jednom mestu kao literaturno dostupna baza
podataka, izuzev par Clanaka u kojima je data veoma Siroka lista istih, ukljucujuci
parametre i za monovalentne jone. Medutim, u potpunosti su raspolozivi preko

komercijalno dostupnog softverskog paketa ACD Labs.

Nazalost, dati softverski paket ne prepoznaje razlike u strukturnim izomerima, te za

mnoga strukturno razli¢ita jedinjenja daje iste ili veoma bliske vrednosti parametara.
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Tabela 1. Sumarni prikaz istorijata LSER pristupa

Godina Parametri Autori Kratak opis
Sredina T o, fio Kamlet, Definisanje solvatohromnih parametara
70-tih Taft, rastvaraca
Abboud
Sredina ¥, ay, P, 521V, Kamlet, Parametri rastvoraka odredeni na
80-tih Taft, osnovu parametara rastvaraca. Koristi se

Abraham Leahy-eva zapremina V,. Primena u
RPLC.

Kasne 80-te, =" &' B R, L Vv, Abraham, 1:1 konstante asocijacije kori$¢ene za
rane 90-te Carri uspostavljanje skala ay, B,. Uvodenje
saradnici parametra R, umes