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1. CZESC TEORETYCZNA

Hydrofobowo$¢ (lipofilno$¢) substancji zanieczyszczajacych $rodowisko jak i lekow oraz

innych ksenobiotykéw jest cecha w duzym stopniu wplywajaca na ich wlasciwosci
farmakodynamiczne, farmakokinetyczne, toksyczno$¢ czy wspotczynniki biokoncentracji. Szerokie
zastosowanie ma parametr hydrofobowosci — logarytm wspotczynnika podzialu zwiazku migdzy n-
oktanolem a woda podczas szacowania zagrozen wynikajacych z chemicznego zanieczyszczenia
srodowiska. Wspotczynnik podziatu P okre$lany jako stosunek rownowagowych stezen
rozpuszczonej substancji w ukladzie n-oktanol/woda jest podstawowa miara lipofilowosci zwiazku
chemicznego. Znaczenie tego parametru w prognozowaniu losoéw srodowiskowych zanieczyszczen
chemicznych zostatlo doktadnie opisane w instrukcji nr 2 pt. ,,Wyznaczanie wspotczynnika podziatu
n-oktanol/woda dla kwasu octowego”. Jednak warto przytoczy¢ pewne przykilady:

1. Prognozowanie korelacji miedzy log P i rozpuszczalnos$cia w wodzie oraz wspotczynnikami
biokoncentracji (BCF) jak tez ich korelacje dla organizméw wodnych i1 ladowych (np.
zalezno$¢ migdzy tym parametrem a kinetyka biokoncentracji u ryb).

1. Wzajemny zwiazek miedzy log P a sorpcja glebowa oraz pobieraniem pestycydow przez
dzdzownice i BCF dla alg.

2. O znaczeniu log P w chemii §rodowiska $§wiadcza rowniez publikacje dotyczace
pestycydow i innych zwiazkow.

Pomigdzy /log P a parametrami retencji z RP HPLC mozna zauwazy¢ $cista zaleznos¢ jezeli uktad
chromatograficzny przypomina uktad podziatlowy n-oktanol/woda. Dlatego tez wspotczynnik
podzialu mozna wyznacza¢ metodami posrednimi, z uzyciem wysokosprawnej chromatografii

cieczowej (HPLC) lub metodami obliczeniowymi.

1.1. Metoda HPLC

Hydrofobowo$¢ mozna zdefiniowa¢ jako tendencj¢ danego zwiazku do “preferowania”
srodowiska niewodnego wzgledem wodnego, pojecie to moze by¢ rozumiane jako tendencja
czasteczek zwiazku rozpuszczonego do agregacji w roztworach wodnych. Wlasciwosci
hydrofobowe sa suma oddzialywan fizykochemicznych: orientacyjnych, indukcyjnych,
dyspersyjnych, wiazania wodorowego 1 przeniesienia tadunku. W przypadku oddziatywan
hydrofobowych sity te zaleza gltownie od wilasciwosci rozpuszczalnikow, a nie od substancji
rozpuszczonych. Od czasu wprowadzenia chromatografia cieczowa z fazami odwrdconymi jest

szczegblnie odpowiednia do oznaczania hydrofobowosci. W przypadku metody z wykorzystaniem
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HPLC zaklada sig, iz retencja badanej substancji w odwréconym ukiadzie faz odpowiada jej
podzialowi pomigdzy dwie nie mieszajace si¢ fazy i jako taka jest proporcjonalna do wspotczynnika
podziatu P. W takim ukladzie, jedna z faz (faza stacjonarna) stanowia ziarna krzemionki
chemicznie zmodyfikowane warstwa hydrofobowa ztozona z podstawnikow n-alkilowych o roéznej
dhugosci tancucha (C8 — C18), natomiast druga faze (faza ruchoma) stanowi polarny
rozpuszczalnik, na ogo6l mieszanina wody 1 metanolu. Podstawowa =zaleta oznaczania
hydrofobowosci ta metoda to mozliwo$¢ uzycia modyfikatorow organicznych jako sktadnikoéw
binarnych (dwusktadnikowych) eluentow. Jednak obecno$¢ modyfikatora organicznego powoduje
podniesienie  stopnia skomplikowania natury oddziatywan wplywajacych na rozdziat
chromatograficzny. Przy zastosowaniu ustalonego sktadu eluentu badany zwiazek moze okazywaé
si¢ bardziej hydrofobowy niz inny zwiazek, podczas gdy sytuacja taka moze przedstawiaé sig
odwrotnie przy innym skladzie eluentu. Dlatego tez stosuje si¢ metode polegajaca na wykresleniu
log k wzgledem procentowej objetosciowej zawartosci modyfikatora. W trakcie przemieszczania sig
przez kolumng chromatograficzna badana substancja ulega podzialowi pomigdzy hydrofobowa
warstwa w fazie stacjonarnej a polarnym rozpuszczalnikiem w fazie ruchomej. Podobnie jak to ma
miejsce w metodzie wyznaczania rownowagowego wspotczynnika podziatu pomigdzy oktanolem a
woda, im bardziej substancja bedzie lipofilowa tym wigksze bedzie jej powinowactwo do
stacjonarnej fazy hydrofobowej. W praktyce oznacza to, iz w uktadzie chromatograficznym
substancja taka bedzie dluzej zatrzymywana, a wigc wzrasta¢ bedzie jej czas retencji. Dla duzej
grupy zwiazkdw chemicznych wykazano liniowa zalezno$¢ pomigdzy czasem retencji a

wspolczynnikiem podziatu wg nastepujacego rownania:

logP=alogtr+Db (1)
Przy czym a 1 b sa charakterystyczne dla danej grupy zwiazkéw (homologoéw, kongenerow,
1izomerow itp.).
Rysunek 1 przedstawia t¢ korelacj¢ dla wybranych zwiazkéw aromatycznych, ktorych
wspotczynnik podzialu miesci sig¢ w szerokim zakresie 4 rzedoéw wielkosci.
Najprostszym, praktycznym zastosowaniem tej metody jest wyznaczenie kilkunastu
wspotczynnikow retencji dla grupy zwiazkéw referencyjnych, o znanych wspoétczynnikach podziatu
a nastgpnie, w oparciu o uzyskana korelacj¢ szacowanie tych wspdtczynnikéw dla zwiazkow

nieznanych na podstawie ich czasow retencji w tych samych warunkach chromatograficznych.
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Rysunek 1. Linowa zalezno$¢ pomiedzy wspotczynnikiem retencji log P a czasem retencji log tz.

Nalezy jednak zauwazy¢, iz pomigdzy wspolczynnikiem podzialu n-oktanol/woda a
wspodtczynnikiem wyznaczonym metoda chromatograficzna wystepuje réznica w skladzie faz. O ile
mozna przyjaé, iz stacjonarna faza hydrofobowa oraz wolne ugrupowania silanolowe na powierzchni
krzemionki przypominaja do pewnego stopnia strukturg¢ n-oktanolu (rysunek 2), o tyle faza polarna
zawiera nie tylko wodg lecz réwniez modyfikator organiczny jakim jest metanol. Powoduje to, ze uktad
chromatograficzny zawiera dodatkowy czynnik wplywajacy na rozpuszczalno$é, a tym samym na
podzial badanej substancji, co zwlaszcza przy wysokiej zawarto§ci metanolu moze powaznie zaktoci¢

omawiana korelacjg.
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Rysunek 2. Pordwnanie chromatograficznej fazy odwroconej 1 n-oktanolu.

Logicznym wydaloby si¢ wigc uzycie czystej wody jako fazy ruchomej. Jest to jednak
niemozliwe w odwroconym uktadzie faz, w ktorym silnie uwodnione uktady wywotuja efekt
»kladzenia” si¢ podstawnikow alkilowych, co =znacznie ogranicza sprawno$¢ kolumny

chromatograficznej (rysunek 3).
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Rysunek 3. Porownanie struktury hydrofobowej fazy stacjonarnej w przypadku uzycia czystej wody (A)

oraz wody z metanolem (B) jako faz ruchomych.

Dlatego do chromatograficznego wyznaczania wspolczynnika podziatu przyjgto uzywac si¢
metode ekstrapolacyjna. W skrocie, polega ona na wyznaczeniu czasoOw (wspotczynnikdéw) retencji
badanego zwiazku dla kilku faz ruchomych o r6znej zawartosci metanolu i wykresleniu powstalej

zaleznos$ci wedlug nastgpujacego, liniowego rownania:

log k =log k., — S¢ 2
nazywanego rownaniem Snydera-Soczewinskiego, ktore jest jedna z podstawowych zalezno$ci w
chromatografii w odwréconym ukladzie faz. W rownaniu, k to wspotczynnik retencji (lub wspdtczynnik
objetosciowy) wyznaczony z zaleznosci: k = (g — ty)/ty, gdzie t, to czas martwy ukladu; £, to wartos¢
wspotczynnika retencji odpowiadajaca fazie zawierajacej wytacznie wodg (0% metanolu). Z podanych
powyzej ograniczen wartos¢ t¢ wyznacza si¢ ekstrapolujac wyniki uzyskane dla faz zawierajacych
metanol do punktu przecigcia z osia y. Stad, log k., uznaje si¢ za chromatograficzny wspdtczynnik
podziatu (odpowiadajacy podziatowi pomigedzy wodg a faz¢ hydrofobowa). S to nachylenie wykreslone;j
prostej, charakterystyczne dla badanego zwiazku a @to udzial metanolu w fazie ruchome;j (%). Rysunek

4 przedstawia opisana zaleznosc.
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Rysunek 4. Zalezno$¢ Snydera — Soczewinskiego, z ktdrej wyznacza si¢ chromatograficzny

wspotczynnik podziatu log k..
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W metodzie HPLC substancje o bardzo niskiej rozpuszczalno$ci w n-oktanolu wykazuja
tendencj¢ do dawania zanizonych wartosci log P. Piki takich zwiazkéw czasem towarzysza czotu
rozpuszczalnika. Dzieje si¢ tak dlatego, iz w takiej sytuacji proces podziatu jest zbyt powolny do
uzyskania rownowagi w czasie branym pod uwage przy zwyklym rozdzielaniu metoda HPLC.
Zmniejszenie szybkosci przeptywu i/lub obnizenie stosunku metanol/woda moze by¢ w tym
przypadku pozadane, aby uzyskaé rzeczywista warto$c¢.

Wartos¢ pH eluentu jest krytyczna dla zwiazkow ulegajacych jonizacji. Powinno by¢é ono w
obrebie zakresu roboczego pH kolumny, ktére zwykle wynosi migedzy 2 i 8. Zalecane jest buforowanie.
Nalezy zachowaé ostrozno$¢, aby nie dopusci¢ do wytracania si¢ soli 1 zniszczenia kolumny, co
zachodzi dla niektorych mieszanin faza organiczna/bufor. Pomiary HPLC faz stacjonarnych opartych na
krzemionce powyzej pH 8 nie sa polecane, gdyz uzycie zasadowej fazy ruchomej powoduje gwattowne
pogorszenie si¢ wydajnosci kolumny.

Warto doda¢, iz prowadzono badania nad uzyciem wypehien innych, niz oparte na chemicznie
zwigzanej krzemionce. Przebadano migdzy innymi nast¢pujace wypehienia:  kopolimery
poli(styrenodiwinylobenzenowe), kopolimer oktadecylopoliwinylowy, tlenek glinowy, tlenek
cyrkonowy, oraz niedawno wprowadzony material do pakowania kolumn tzw. immobilizowana
sztuczna membrana (IAM). W przypadku ODS proponuje si¢ modyfikacj¢ fazy stacjonarnej badz tez
ruchomej polegajacej na np.: zastosowaniu pH od 2,5 do 3,5 1 wyzszych stgzen buforu, zastapienie soli
sodowych potasowymi i dodatek modyfikatorow aminowych (dimetylooktyloamina, trimetyloamina),
dodanie oktanolu 1 decylaminy do fazy ruchome;j skladajacej si¢ migdzy innymi z MeOH. Jednak nie
istnieje sposob ktory umozliwiatby uczynienie uktadu RP HPLC identycznym z ukladem n-

oktanol/woda.

1.2. Metody obliczeniowe

Wszystkie metody obliczeniowe sa oparte o formalng fragmentacj¢ czasteczki na
odpowiednie podstruktury dla ktérych pewne przyrosty wartosci log P sa znane z eksperymentu.
Wartos¢ log P calej czasteczki jest nastgpnie obliczana jako suma warto$ci odpowiadajaca jej
fragmentom plus suma skladnikow korekcji dla oddziatywan wewnatrzczasteczkowych.
Wiarygodnos¢ metod obliczeniowych obniza si¢ ze wzrostem ztozono$ci badanych zwiazkow. W
przypadku prostych czasteczek o niskiej masie czasteczkowej 1 jednej lub dwu grupach
funkcyjnych, mozna oczekiwa¢ odchylenia od 0,1 do 0,3 jednostek log P migdzy wynikami réznych

metod fragmentaryzacji i warto§ciami zmierzonymi.
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Jedna z pierwszych stosowanych poétempirycznych metod obliczeniowych byta metoda statej
podstawienia hydrofobowego m, definiowana jako:

n, = log P(PhX)- log P(PhH) 3)
gdzie P (PhX) jest wspodlczynnikiem podziatu pochodnej aromatycznej, a P (PhH) zwiazku
macierzystego. Na przyktad, chcac wyznaczy¢ czastkowa hydrofobowos¢ podstawnika chloru
odejmuje si¢ od siebie wczesniej wyznaczone wspotczynniki podzialdw chlorobenzenu i benzenu:

n.p.mg = logP (C H,Cl)- logP(CéHé)) @

=284-213=0,71
Metoda stosowana jest gléwnie dla podstawienia aromatycznego. Wartosci dla wigkszej liczby
podstawnikdéw zostato stabelaryzowane w licznych pozycjach literaturowych. Sa one stosowane dla

obliczen log P czasteczek aromatycznych lub podstruktur.

Stosuje si¢ rowniez metod¢ Rekkera w ktorej warto$¢ log P jest obliczana z nastepujacej zaleznoS$ci:

logP:Z a,.fl.+ZCj )

gdzie f; reprezentuje rozne stale fragmentow czasteczki, natomiast a;, czgstotliwos¢ ich
wystepowania w badanej czasteczce. Sktadniki korekcji sa wyrazone jako catkowita wielokrotnos¢
pojedynczej statej C,. Stale fragmentu fi, i C; zostaly ustalone z wykazu z ponad tysiaca
doswiadczalnych wartosci wspotczynnika podziatu P. Dla prostych czasteczek, rownanie przyjmuje

uproszczong postac, gdzie suma sktadnikéw korekeji wynosi 0,229:

logP=5 a,f +0,229 (6)

Najbardziej zaawansowanym sposobem wyznaczania wspotczynnika podziatu jest metoda Hansch-

Leo zgodnie z ktora wartos$¢ log P jest obliczana z:

logP = af +) b.F (7)

3 a6ty bR

gdzie fi przedstawia rézne stale fragmentu czasteczkowego, Fj skladniki korekcji oraz ai, bi
odpowiadajace czgstotliwosci  wystgpowania. Wyprowadzony z doswiadczalnych — warto$ci
wspotczynnikéw podzialu wykaz atomowych 1 czasteczkowych grup wartosci, oraz wykaz sktadnikéw
korekeji Fj zostaty ustalone metoda prob i btedow. Sktadniki korekcji zostaty uporzadkowane w kilka
réznych klas. Wzigcie pod uwage wszystkich zasad 1 skladnikow korekeji jest wzglednie
skomplikowane 1 zuzywajace czas. Dlatego wspolczesnie istnieje szereg programow komputerowych

obliczajacych lipofilowos¢ zwiazku na podstawie zadanej struktury.
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2. WYKONANIE CWICZENIA

1. Nalezy zaznajomi¢ si¢ z podstawowymi elementami zestawu HPLC oraz ich
funkcjonowaniem, sposobami zmiany natg¢zenia przeptywu w pompie, zmiana dtugosci fali
w detektorze, obstuga integratora oraz podstawowymi czynnosciami nastrzyku, zmiany fazy
ruchomej, zmiany kolumny itd.

2. Rozdzialy bgda wykonywane w ukladzie faz odwréconych z wykorzystaniem kolumny
oktadecylosilanowej ODS (RP-18) oraz z ukladem elucyjnym metanol (MeOH) — woda,
przy przeplywie 0,8 cm’/min. Kazda z przygotowanych faz ruchomych powinna zostaé
odgazowana w tazni ultradzwigkowe;.

3. Nalezy przygotowac po 200 ml faz zawierajacych: 35, 40, 50 1 60 % (v/v) MeOH.

4. Analizowane probki to roztwory fenolu, o-nitrofenolu oraz aniliny, stg¢zenie kazdej z
substancji wynosi 1 mM dm™. Dla kazdej z faz ruchomych nalezy wykona¢ nastrzyk po 20
pL kazdego z roztworéw badanych substancji 1 okresli¢ czasy retencji badanych zwiazkow,
a z nich wyznaczy¢ wspotczynniki retencji k. Czas martwy powinien by¢ zmierzony
poprzez wstrzyknigcie wody dla kazdego z eluentow.

5. W trakcie wykonywania analiz nalezy obliczy¢ wspolczynniki podzialu dla zwiazkow z
ponizszej tabeli. W tym celu prosze skorzysta¢ z programu EpiSuite, udost¢pnionego przez
US EPA. Po otwarciu programu wybieramy po lewej stronie okna modut "KOWWIN", w
kolejnym oknie "NameLookup", w kolejnym wpisujemy nazwe¢ zwiazku i potwierdzamy
"OK". W otwartym oknie wyboru potwierdzamy nasz wybor lub wyszukujemy na liscie
zadany zwiazek. W uzupelnionym o dane zwiazku oknie programu KOWWIN wybieramy
"Calculate". Wyniki: przewidywany wspotczynnik podziatu (w czerwonej ramce) oraz
warto$¢ literaturowa (Exp Log P) wpisujemy do tabeli. Je$li brakuje wartoSci
eksperymentalnej, pozostawiamy wolne miejsce. Program KOWWIN wykorzystuje do

obliczen algorytm identyczny z opisanym w ¢wiczeniu.
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Tabela 1. Wartosci eksperymentalne 1 przewidywane dla szeregu homologicznego kwasow

karboksylowych
Liczba atomow wegla Nazwa log P obliczony log P eksperymentalny

2 acetic acid
4 butanoic acid
6 hexanoic acid
8 octanoic acid
10 decanoic acid
12 dodecanoic acid
14 tetradecanoic acid
16 hexadecanoic acid
18 octadecanoic acid
20 eicosanoic acid
22 docosanoic acid
24 tetracosanoic acid
26 hexacosanoic acid
28 octacosanoic acid
30 triacontanoic acid

3. OPRACOWANIE WYNIKOW

e Nalezy wykresli¢ zalezno$¢ log k od procentowego udzialu MeOH w fazie ruchome;j
zgodnie z rownaniem Snydera-Soczewinskiego (2) 1 odczyta¢ wartos¢ log k..
e Dla wszystkich analizowanych zwiazkéw nalezy obliczy¢ wspoiczynniki podziatu

korzystajac z rdwnania (6) oraz stalych fragmentdw czasteczkowych zawartych w ponizej

tabeli:
Fragment fi
Alifatyczny -CH; 0.5473
Alifatyczny -CH,- 0.4911
Aromatyczny C lub CH 0.2940
Cl- (potaczony z aromatem) 0.6445
OH- (potaczony z aromatem) -0.4802
Aromatyczny -NH, -0,9170
Br- (potaczony z aromatem) 0.8900
Aromatyczny -NO, -0,1823
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Nastgpnie otrzymane wartosci log k, nalezy porownac (skorelowa¢) z obliczonymi
wspolczynnikami lipofilowosci log P, a dla uzyskanej zalezno$ci obliczy¢ wspotczynnik
korelacji liniowej R”.

Na podstawie uzupetnionej Tabeli 1 wykonaj na jednym rysunku wykresy zaleznos$ci log P
eksperymentalnego oraz log P przewidywanego (y) od liczby atomow wegla w czasteczce
(x). Czy przebieg obu zalezno$ci jest liniowy? Dokonaj ekstrapolacji uzyskanej zaleznoS$ci
przewidywanej dla kwasow o 35 i 40 atomach wegla w czasteczce. Do czego moze by¢

przydatny taki model obliczeniowy 1 jak oceniasz jego zgodno$¢ z rzeczywistoscia?

. SZKY1.O 1 ODCZYNNIKI

Metanol, woda destylowana

Roztwory fenolu, o-nitrofenolu oraz aniliny o stezeniu 1 mM dm™
Strzykawka do HPLC

Kolby stozkowe 250 mL — 4 szt.

Cylinder miarowy 250 mL — 2 szt.

. ZAKRES WYMAGANYCH WIADOMOSCI

Podstawowe pojecia z wysokosprawnej chromatografii cieczowej (zawarte w instrukcji do
przedmiotu ANALIZA SLADOWYCH ZANIECZYSZCZEN W SRODOWISKU,
TEORIA: "HPLC - Wysokosprawna chromatografia cieczowa', link:
http://www.chem.univ.gda.pl/analiza/dydaktyka/slady hplc.pdf) — przede wszystkim
parametry retencji!

Wspotczynnik podziatu, wyznaczanie tego wspdiczynnika metoda HPLC 1 metodami

obliczeniowymi, réwnanie Snydera-Soczewinskiego
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