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A.8. WSPOLCZYNNIK PODZIALU
1. METODA

Podstawg przedstawionej w pkt 1.4.-1.6. metody wytrzasania w kolbie stanowia Wytyczne OECD ",

1.1. Informacje ogélne

Przed przystapieniem do badan niezb¢dna jest znajomo$¢ informacji dotyczacych wartoéci statej dysocjacji
i hydrolizy, budowy chemicznej (wzoru strukturalnego), rozpuszczalnosci w wodzie, rozpuszczalnosci
w n-oktanolu 1 napiecia powierzchniowego badanej substancji.

W przypadku substancji podatnych na dysocjaci¢ pomiary powinny by¢ wykonywane tylko dla postaci
niezdysocjowanej (wolny kwas lub wolna zasada), otrzymanych przez zastosowanie odpowiedniego roztworu
buforowego o pH nizszym, co najmniej o jedna jednostke (w przypadku wolnego kwasu) lub wyzszym
(w przypadku wolnej zasady).

Metodyka skiada si¢ z opisu dwoch oddzielnych procedur: metody wytrzasania w kolbie i wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC).

Metoda wytrzasania w kolbie znajduje zastosowanie wéwczas, gdy warto$¢ log P, (definicja ponizej) zawarta
jest w przedziale od -2 do 4, natomiast metoda chromatograficzna, gdy warto$¢ ta miesci si¢ w przedziale od 0
do 6. Przed przystapieniem do badan nalezy wykona¢ badania wstgpne w celu oszacowania wartosci
wspolczynnika podziatu.

Metoda wytrzasania w kolbie zalecana jest tylko w przypadku czystych substancji rozpuszczalnych w wodzie
iw n-oktanolu. Nie jest odpowiednia do wyznaczania wspélczynnika podziatu substancji powierzchniowo
czynnych (dla takich substancji warto§¢ wspolczynnika podzialu obliczy¢ nalezy na podstawie ich
indywidualnych rozpuszczalnosci w n-oktanolu 1 w wodzie).

Metody HPLC nie nalezy stosowa¢ w przypadku mocnych kwaséw i zasad, zwiazkéw kompleksowych metali,
substancji powierzchniowoczynnych lub substancji, ktére reaguja z eluentem. Dla takich substancji warto§é
wspdiczynnika podziatu obliczy¢ powinno si¢ na podstawie ich indywidualnych rozpuszczalnosci w n-oktanolu
1 w wodzie.

Metoda HPLC jest mniej czula na obecno$¢ zanieczyszczen badanej substancji w por6éwnaniu z metodg
wytrzasania w kolbie. Niemniej jednak, w niektorych przypadkach, zanieczyszczenia moga powodowaé
trudnosci przy interpretacji wynikow, poniewaz pik moze by¢ niespecyficzny. W przypadku badania mieszanin,
ktére daja pasma o stabej rozdzielczosci, ustala si¢ gorna i dolna granice wartoéci log Py,

1.2. Definicje i jednostki

W rozumieniu rozporzadzenia, wspdtczynnik podziatlu (P,,) jest to stosunek stezen réwnowagowych (c;)
substancji rozpuszczonej w ukladzie dwufazowym, skladajacym si¢ zdwoéch niemieszajacych sig
rozpuszczalnikow. W przypadku n-oktanolu i wody wyraza si¢ on wzorem:

P — c n — oktanol

- cwoda
Wspblczynnik podziatu (P,,) jest wyrazany ilorazem dwodch stezen iczesto przedstawia si¢ go w postaci
logarytmu dziesig¢tnego (log Pg).

1.3. Substancje kontrolne

Metoda wytrzqsania w kolbie
Nie ma potrzeby stosowania substancji kontrolnych we wszystkich badaniach. Substancje kontrolne stosowaé
nalezy do okresowego sprawdzania metody i poréwnywania z innymi metodami.

Metoda HPLC

W celu skorelowania zmierzonych wartoéci dla badanej substancji metoda HPLC wykona¢ nalezy wykres
kalibracyjny log P,, w zaleinosci od wynikéw otrzymanych metoda chromatograficzng dla co najmniej
6 punktéw kontrolnych. Odpowiednie substancje kontrolne dobra¢ powinien wykonujacy badanie. Jezeli jest to

Y OECD, Paris, 1981, Test Guideline 107, Decision of the Council C(81) 30 final.
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mozliwe, nalezy dobra¢ co najmniej jedng substancje kontrolng o P, o wartosci wyzszej od wartoéci P, dla
badanej substancji i druga o wartosci nizszej. Dla wartosci log P,, nizszych od4 do kalibracji mozna
wykorzysta¢ wartosci otrzymane metoda wytrzasania w kolbie. Dla wartosci log P, wyzszych od 4 do kalibracji
mozna przyja¢ wartoéci otrzymane z uznanych pozycji piSmiennictwa, o ile sa one zgodne z warto$ciami
obliczonymi. Dla uzyskania wigkszej dokladno$ci nalezy dobra¢ takie substancje kontrolne, ktére maja budowe

strukturalng podobna do budowy badanej substancji.

Dla wielu grup substancji wartoéci log P, sa dostepne w pismiennictwie ' 2. Jezeli wartosci wspélczynnikéw
podzialu dla substancji o podobnej budowie strukturalnej nie sa dostgpne, wtedy kalibracje nalezy wykonaé
wykorzystujac do tego wartosci dla innych substancji kontrolnych.

Wykaz zalecanych substancji kontrolnych i ich wartosci P,,, przedstawiono w tabeli A.7.1.

TABELA A.7.1. ZALECANE SUBSTANCJE KONTROLNE DLA METODY HPLC

Nr | Substancja kontrolna log Pow pKa

1 Butanon-2 0,3

2 | 4-Acetylopirydyna 0,5

3 | Anilina 0,9

4 | Acetanilid 1,0

5 | Alkohol benzylowy 1,1

6 | p-Metoksyfenol 1,3 pKa=10,26

7 | Kwas fenoksyoctowy 1,4 pKa=3,12

8 | Fenol 1,5 pKa= 9,92

9 | 2,4-Dwunitrofenol 1,5 pKa=3,96

10 | Benzonitryl 1,6

11 |Fenyloacetonitryl 1,6

12 | Alkohol 4-metylobenzylowy 1,6

13 | Acetofenon 1,7

14 | 2-Nitrofenol 1,8 pKa=7,17

15 { Kwas 3-nitrobenzoesowy 1,8 pKa =347

16 |4-Chloroanilina 1,8 pKa=4,15

17 | Nitrobenzen 1,9

18 | Alkohol cynamonowy 1,9

19 | Kwas benzoesowy 1,9 pKa=4,19

20 | p-Krezol 1,9 pKa=10,17

21 |Kwas cynamonowy 2,1 pKa= 3,89 cis
4,14 trans

22 | Anizol 2,1

23 | Benzoesan metylu 2,1

24 | Benzen 2,1

25 | Kwas 3-metylobenzoesowy 2,4 pKa =427

26 | 4-Chlorofenol 2,4 pKa=9,1

27 | Trojchloroetylen 24

28 | Atrazyna 2,6

29 | Benzoesan etylu 2,6

30 | 2,6-Dwuchlorobenzonitryl 2,6

31 | Kwas 3-chlorobenzoesowy 2,7 pKa=3,82

32 | Toluen 2,7

33 | I-Naftol 2,7 pKa=19,34

34 |2,3-Dwuchloroanilina 2,8

35 | Chlorobenzen 2,8

36 | Eter allilowofenylowy 29

37 | Bromobenzen 3,0

38 | Etylobenzen 3,2

D' C. Hansch and A.J. Leo, Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and Biology, John

Wiley, New York (1979).

2 Pomona College, Medicinal Chemistry Project, Claremont, California 91711, USA, Log P Database and Med.

Chem. Software (Program CLOGP-3).
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Nr | Substancja kontrolna log Pow pKa
39 |Benzofenon 3,2

40 |4-Fenylofenol 3,2 pKa=9,54
41 | Tymol 3,3

42 | 1,4-Dwuchlorobenzen 34

43 | Dwufenyloamina 3,4 pKa=10,79
44 | Naftalen 3,6

45 | Benzoesan fenylu 3,6

46 |Izopropylobenzen 3,7

47 |2,4,6-Trojchlorobenzen 37 pKa=6
48 | Dwufenyl 4,0

49 | Benzoesan benzylu 4,0

50 2,4-Dwunitro-6-sec-butylofenol 4,1

51 |{1,2,4-Tréjchlorobenzen 4,2

52 |Kwas dodekanowy 4,2

53 | Eter dwufenylowy 4,2

54 |n-Butylobenzen 4,6

55 | Fenantren 4,5

56 |Fluoranten 4,7

57 | Dwubenzyl 4,8

58 |2,6-Dwufenylopirydyna 4,9

59 | Tréjfenyloamina 5,7

60 |DDT 6,2

Inne substancje kontrolne o niskim log Py,
1 | Kwas nikotynowy l 0,07 |

1.4. Zasady stosowanych metod badah
1.4.1. Metoda wytrzasania w kolbie

Aby wyznaczy¢ wspélczynnik podzialu, nalezy doprowadzi¢ do stanu réwnowagi migdzy wszystkimi
skladnikami badanego ukladu i oznaczy¢ st¢zenia substancji rozpuszczonej w obydwu fazach. W tym celu
mozna stosowaé rézne techniki np. mieszanie dwoch faz, nastgpnie rozdzielenie ich i wyznaczenie stgzenia
rownowagi dla badanej substancji.

14.2. Metoda HPLC

W metodzie HPLC nalezy stosowaé kolumne wypelniona faza stala, zawierajaca dlugie fancuchy
weglowodorowe (np. Cs, Cjg) chemicznie osadzone na krzemionce. Substancje ipreparaty chemiczne
wprowadzane na kolumng przenoszone sa wzdtuz niej z réznymi predkos$ciami dzigki réznym wspétczynnikom
podziatu pomigdzy faza ruchoma a weglowodorowa faza stacjonarna. Mieszaniny substancji chemicznych sg
wymywane w kolejnosci zgodnej z ich wlasciwosciami hydrofobowymi, tj. substancje rozpuszczalne w wodzie
sa eluowane w pierwszej kolejnosci, a rozpuszczalne w olejach ostatnie, proporcjonalnie do ich wspétczynnika
podziatu w ukladzie weglowodoér-woda. Umozliwia to wyznaczenie zalezno$ci migdzy czasem retencji na danej
kolumnie (w fazie odwracalnej) iwsp6iczynnikiem podzialu n-oktanol/woda. O wartosci wspétczynnika
podziatu wnioskowac¢ nalezy na podstawie wspdéiczynnika pojemnosciowegok, wyrazonego wzorem:

k=tr—t0
tO

gdzie:

t, - jestczasem retencji substancji,
to - jest érednim czasem, jaki potrzebuje czasteczka rozpuszczalnika na przejscie przez kolumng (czas
martwy).

Nie jest wymagana ilo§ciowa analiza chemiczna, mozna oznaczy¢ tylko czas retencji.
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1.5. Kryteria wiarygodnosci badan
1.5.1. Powtarzalnos¢

Metoda wytrzzsania w kolbie

W celu zapewnienia doktadno$ci wyznaczenia wspélczynnika podziaty, badania powtarza¢ nalezy wykonujac je
wtrzech réznych wariantach, stosujac rézne ilosci badanej substancji irézne proporcje objetosci
rozpuszczalnikéw. Wartoéci log P,,, wyliczone na podstawie wynikow z réznych pomiaréw nie moga si¢ roznic
o wiecej niz +0,3 jednostki.

Metoda HPLC
W celu zwigkszenia stopnia pewnosci wynikéw pomiaréw, oznaczenia wykona¢ nalezy dwukrotnie. Wartosci
log P,,, wyliczone na podstawie wynikéw z réznych pomiar6w nie moga sie rozni€ o wigcej niz +0,1 jednostki.

1.5.2. Czulo$é

Metoda wytrzgsania w kolbie

Zakres pomiarowy metody uwarunkowany jest granicami wykrywalnosci zastosowanej metody analitycznej,
ktéra powinna umozliwi¢ okreslenie wartosci log P,, w zakresie od -2 do4 (niekiedy, je§li warunki to
umozliwiaja, zakres moze by¢ rozszerzony do 5), gdy stgzenie substancji rozpuszczonej w obu fazach jest nie
wigksze niz 0,01 mol/dm’.

Metoda HPLC

Metoda HPLC umozliwia wyznaczanie wspo6iczynnikéw podziatu dla wartosci log P, w zakresie od 0 do 6.
Zwykle wspoélczynnik podziatu substancji moze by¢ wyznaczony metoda wytrzasania w kolbie z dokladno$cia
+1 log jednostki. Typowe zaleznosci mozna znalezé w piémiennictwie ' 2 *» 9, Wigksza dokiadnosé¢ mozna
osiagna¢ sporzadzajac wykresy korelacji dla substancji kontrolnych o podobnej budowie ®.

1.5.3. Specyficznos¢

Metoda wytrzasania w kolbie

Prawo podzialu Nernsta stosuje si¢ tylko do roztworéw rozcieficzonych w warunkach stalej temperatury,
ci$nienia i pH. Stosowaé je nalezy tylko w przypadku substancji czystej rozdzielonej miedzy dwa czyste
rozpuszczalniki. Jezeli kilka réznych substancji bedzie jednoczesnie rozpuszczonych w jednej lub obydwu
fazach, moze wplywa¢ to negatywnie na wyniki badania.

Dysocjacja lub asocjacja rozpuszczonych czasteczek powoduje odstgpstwa od prawa podziatu Nernsta. Na ich
wystepowanie wskazuje zalezno$¢ wartosci wspoéiczynnika podziatu od stezenia substancji w roztworze.

Z powodu mozliwosci osiggania wielu stanéw réwnowagi, metoda ta nie powinna by¢ stosowana bez
uwzglednienia odpowiednich poprawek do badan substancji dysocjujacych. Dla takich substancji wskazane jest
stosowanie zamiast wody roztworow buforowych; pH roztworu buforowego powinno by¢ mniejsze o co
najmniej 1 jednostke pH od pKa substancji.

1.6. Opis metody
1.6.1. Wstepna ocena wspodlczynnika podziatu

Wstepnie wspéiczynnik podzialu moze by¢ oszacowany metoda obliczeniowa lub, §dy jest to mozliwe, na
podstawie stosunku rozpuszczalnosci badanej substancji w czystych rozpuszczalnikach .

U L. Renberg, G. Sundstroem and K. Sundh-Nygard, Chemosphere Vol. 80, 683 (1980).

2 H. Ellgehausen, C. D’Hondt and R. Fuerer, Pestic. Sci. 12, 219 (1981).

9 B. McDuffe, Chemosphere 10, 73 (1981).

Y W_E. Hammers et al., J. Chromatogr. 247, 1 (1982).

%) J.E. Haky and A.M. Young, J. liq. Chromat. 7, 675 (1984).

9 8. Fujisawa and E. Masuhara, J. Biomed. Mater. Res. 15, 787 (1981).

" Q. Jibermann, Verteilen und Extrahieren, in Methoden der Organischen Chemie (Houben Weyl), Band U1,
Allgemeine Laboratoriumpraxis (edited by E. Miiller), pp. 223-239, Georg Thieme Verlag, Stuttgart (1958).



Dziennik Ustaw Nr 232 — 64 — Poz. 2343

1.6.2. Metoda wytrzasania w kolbie
1.6.2.1. Czynnosci przygotowawcze

Do wyznaczania wspoiczynnika podziahi powinien by¢ stosowany w badaniu czysty n-oktanol.

Do wyznaczania wspoéiczynnika podzialu musi by¢ stosowana woda podwdjnie destylowana w destylatorze
szklanym lub kwarcowym. Dla substancji dysocjujacych zamiast wody nalezy stosowa¢ roztwory buforowe.

Nie nalezy stosowa¢ wody uzyskanej z wymieniacza jonowego.

1.6.2.1.1. Wstgpne wysycanie rozpuszczalnikow

Przed wyznaczaniem wspélczynnika podzialu, obydwa rozpuszczalniki nalezy wysyca¢ w temperaturze
pomiaru. W tym celu w wytrzasarce mechanicznej trzeba wytrzasa¢ przez 24 godziny dwie duze butle, jedng
zawierajaca n-oktanol i odpowiednia ilo$¢ wody, druga zawierajaca wode z odpowiednia iloscig n-oktanolu. Po
wytrzasaniu roztwory pozostawi¢ nalezy az do rozdzielenia si¢ faz.

1.6.2.1.2. Przygotowania do badania

Naczynie pomiarowe powinno by¢ wypelnione do pelna roztworem zawierajacym dwie fazy wcelu
zabezpieczenia przed stratami materialu przez odparowanie.
Stosunek objgtosciowy n-oktanolu do wody i ilo$¢ badanej substancji nalezy dobiera¢ biorac pod uwage:

- wstgpne oszacowanie wspolczynnika podziatu (jak wyzej),

- minimalne ilo$ci substancji, zgodnie z wymaganiami metody analityczne;j,

- maksymalne stezenie substancji w kazdej z faz nieprzekraczajace 0,01 mol/dm’.
Wykona¢ nalezy trzy badania. W pierwszym uzywa si¢ n-oktanolu iwody w obliczonym stosunku
objgtosciowym, w drugim badaniu dobrany stosunek objetosciowy dzieli si¢ przez dwa, w trzecim badaniu
mnozy si¢ przez dwa (np. 1:1; 1:2; 2:1).

1.6.2.1.3. Badana substancja

Nalezy przygotowaé roztwér podstawowy, wstgpnie nasycony woda, o znanym st¢zeniu badanej substancji
w n-oktanolu. Przed wyznaczaniem wspolczynnika podzialu nalezy precyzyjnie oznaczyé stgzenie roztworu
podstawowego. Roztwér powinien by¢ przechowywany w warunkach zapewniajacych jego stabilno$é.

1.6.2.2. Warunki badania

Badanie przeprowadzaé nalezy w stalej temperaturze (31°C) w zakresie od 20 do 25°C.
1.6.2.3. Procedura pomiaru

1.6.2.3.1. Ustalenie podziatu w stanie réwnowagi

Do kazdego pomiaru nalezy przygotowa¢ po dwa naczynia zawierajace dokladnie odmierzone ilosci dwdéch
rozpuszczalnikéw 1 roztworu podstawowego.

N-oktanol powinien by¢ odmierzany objetosciowo. Naczynia, w ktérych prowadzony jest pomiar, powinny byé
umieszczone w wytrzasarce lub nalezy wytrzasaé je recznie. Sposobem zalecanym jest szybkie obracanie
prébowek wiréwki o 180° wokét ich poprzecznej osi tak, aby powietrze nie przechodzilo przez obydwie fazy.
Zazwyczaj do osiagniecia podzialu w stanie rownowagi wystarcza 50 takich obrotow. Zalecane jest wykonanie
100 obrotow w czasie 5 minut.

1.6.2.3.2. Rozdzat faz

Jezeli jest to konieczne, wcelu rozdzielenia faz, mieszaning wirowa¢ nalezy w wiréwce laboratoryjnej
w temperaturze pokojowej lub jezeli wiréwka nie posiada mozliwosci regulacji temperatury, probowki wiréwki
powinny by¢ przetrzymane w temperaturze pomiaru, co najmniej jedng godzing przed wykonaniem analizy.

1.6.2.4. Oznaczanie

W celu wyznaczenia wspotczynnika podziatu konieczne jest oznaczenie stgzenia badanej substancji w obydwu
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fazach. Oznaczania nalezy wykona¢ przez pobranie z kazdego naczynia badawczego probki kazdej fazy
i oznaczenie substancji wybrana metoda. Oblicza sig¢ catkowita zawarto$¢ substancji w obydwu fazach
i poréwnuje z ilo$cia substancji wprowadzone;.
W celu zapewnienia pobrania tylko fazy wodnej bez zanieczyszczenia n-oktanolem mozna uzyé szklanej
strzykawki z wymienna iglq. Strzykawke czg$ciowo napelni¢ nalezy powietrzem, ktére wyciska sie dokladnie
w czasie przechodzenia igly przez warstwg n-oktanolu. Do strzykawki pobraé trzeba odpowiednia objetosé fazy
wodnej. Strzykawke nalezy szybko wyja¢ zroztworu iodlaczyé igle. Zawarto§é strzykawki moze by¢
traktowana jako prébka fazy wodnej. Stgzenie w obydwu fazach powinno by¢ oznaczane metoda specyficzna dla
badanej substancji. Oznaczania mozna dokona¢:

- metodami fotometrycznymi,

- metoda chromatografi gazowej,

- metoda wysokoci$nieniowej chromatografi cieczowej.

1.6.3. Metoda HPLC
1.6.3.1. Przygotowania do badania

Aparatura

Do oznaczenia stuzy chromatograf cieczowy, wyposazony w pompe niepulsacyjna i odpowiedni detektor.
Zalecane jest stosowanie zaworu dozujacego z obiegiem. Obecno$¢ grup polarnych w fazie stacjonarnej moze
w powaznym stopniu ostabia¢ dziatanie kolumny HPLC, jednakze faza stacjonarna powinna zawieraé
minimalny procent grup polarnych . Mozna stosowaé¢ mikroczasteczkowe wypelnienia fazy odwro6conej lub
gotowe kolumny pakowane. Kolumna zabezpieczajaca moze by¢ umieszczona miedzy uktadem wtryskowym
i kolumng analityczna.

Faza ruchoma

Do przygotowania rozpuszczalnika eluujacego nalezy stosowa¢ wczedniej odgazowane metanol iwode
destylowana o stopniu czysto$ci dla HPLC. Stosowaé nalezy elucje izokratyczna. Mieszanina metanol-woda
powinna zawiera¢ minimum 25% wody. Typowa mieszanina metanolu i wody w objetoéciowym stosunku 3:1
jest wiasciwa do eluowania substancji o wartosci log P, réwnym 6, wczasie 1 godziny, przy predkosci
przeplywu 1 ml/min. Dla substancji o wartosci log P,,, powyzej 6 moze by¢ konieczne skrécenie czasu retencji
(takze dla substancji kontrolnej) przez obnizenie polarnosci fazy ruchomej lub skrécenie kolumny.

W metodzie HPLC substancje o bardzo malej rozpuszczalno$ci w n-oktanolu daja nienaturalnie niskie wartosci
log P,.; piki takich substancji czasami nie sa oddzielone od piku rozpuszczalnika. Prawdopodobnie jest to
spowodowane tym, ze w metodzie HPLC procesy rozdzialu w kolumnie zmierzajace do osiagnigcia rownowagi,
w czasie zazwyczaj stosowanym w badaniu, przebiegaja zbyt wolno. W takim przypadku, w celu uzyskania
realnych wynikéw, stosowa¢ nalezy zmniejszenie predkosci przeptywu przez kolumne oraz zmniejszenie ilosci
metanolu w stosunku do ilosci wody.

Dla zapewnienia odpowiedniej wykrywalnosci, badana substancja isubstancje kontrolne powinny byé
rozpuszczalne w odpowiednim stezeniu w fazie ruchomej. Tylko w wyjatkowych przypadkach mozna stosowaé
dodatki do mieszaniny metanol-woda; moga one jednak zmienia¢ wiasciwosci kolumny. W takich przypadkach
nalezy zastosowa¢ oddzielna kolumng tego samego typu. Jezeli mieszanina metanol-woda nie jest odpowiednia,
mozna zastosowa¢ inng mieszaning woda-rozpuszczalnik, np. etanol-woda lub acetonitryl-woda.

Warto$¢ pH eluentu jest parametrem krytycznym dla substancji dysocjujacych. Powinno by¢ ono utrzymywane
w zakresie pracy kolumny, zwykle migdzy 2 i8. Zaleca si¢ stosowanie roztworéw buforowych. Nalezy
zabezpieczaé si¢ przed wytracaniem si¢ soli i zniszczeniem kolumny niektérymi mieszaninami organicznymi
faza/roztwor buforowy. Oznaczenia metoda HPLC na krzemionkowe;j fazie stacjonarnej nie sa zalecane dla pH
o wartosci powyzej 8. Z tego tez wzgledu stosowanie fazy ruchomej o odczynie alkalicznym moze doprowadzié
do szybkiego obnizenia sprawnosci kolumny.

Substancje rozpuszczone
Substancje kontrolne powinny by¢ o jak najwyzszym, z mozliwych do osiagnigcia, stopniu czystosci. Jezeli jest
to mozliwe, substancje badane lub kontrolne rozpuszczaé nalezy w fazie ruchome;j.

Warunki badania
Temperatura w czasie badania nie powinna si¢ zmienia¢ o wigcej niz +2 K.

Y R.F. Rekker and H.M. de Kort: Euro. J. Med. Chem. 14, 479 (1979).
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1.6.3.2. Wykonanie pomiaru

Obliczenie czasu martwego ¢,

Czas martwy t, mozna wyznacza¢ albo za pomoca szeregu homologicznego (np. ketonéw n-alkilometylowych)
lub zwiazkéw organicznych, ktére nie sa zatrzymywane na kolumnie (np. tiomocznika lub formamidu). Do
obliczenia czasu martwego t, przy zastosowaniu szeregu homologicznego wyznaczy¢ nalezy czasy retencji dla
siedmiu przedstawicieli szeregu homologicznego. Czasy retencji tync+) Wykreslié trzeba w zaleznosci od tyne
(ncoznacza liczb¢ atoméw wegla) i wyznaczy¢ wspdlczynnik nachylenia (a) oraz punkt przecigcia (b)
z osig y funkgcji regresji:

tr(n<:+ 1) =a +b tr(m:)
Czas martwy oblicza si¢ ze wzoru:

t, = a/(1-b)

Krzywa wzorcowa

Nastgpnym etapem jest wykonanie wykresu funkcji wartoéci log k od log P, dla odpowiednich substancji
kontrolnych. Stosowa¢ nalezy jednoczesnie od 5 do 10 substancji kontrolnych, ktérych wartosci log P,,, znajduja
si¢ w poblizu spodziewanego zakresu. Wyznacza si¢ czasy retencji, najlepiej rejestrujac je na integratorze
podiaczonym do ukladu detekcji. Nalezy obliczy¢ odpowiednie wartosci logarytméw wspotczynnikow
pojemnosciowych log k inanie$¢ na wykres w postaci funkcji log P, wyznaczonych metoda wytrzasania
w kolbie. W celu uwzglednienia mozliwych zmian w dzialaniu kolumny kalibrowanie nalezy wykonaé
w regularnych przedziatach czasu, co najmniej raz dziennie.

Wyznaczanie wspdfczynnika pojemnosciowego

Badang substancj¢ wprowadzi¢ nalezy do kolumny w mozliwie malej ilosci fazy ruchomej. Czas retencji
wyznaczy¢ powinno si¢ dwukrotnie. Wyznaczy¢ nalezy tez wspdlczynnik pojemnosciowy k. Wspélczynnik
podziatu badanej substancji otrzymywany jest przez interpolacje¢ z wykresu korelacji dla substancji kontrolnej.
W przypadku bardzo niskich lub bardzo wysokich wspéiczynnikéw podziatu konieczna moze byé ekstrapolacia.
W tych przypadkach nalezy zwroci¢ uwage na granice ufnosci wykresu regresji.

2. WYNIKI BADAN

Metoda wytrzasania w kolbie
Dokladno$¢ wyznaczonych wartosci P, nalezy sprawdzi¢ przez pordwnanie $redniej otrzymanej z dwoch
probek ze $rednig ze wszystkich otrzymanych wynikéw.

3. SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie powinno zawiera¢, z uwzglednieniem zakresu przeprowadzonych badat, nastgpujace informacje:
- nazw¢ chemiczng i zanieczyszczenie substancji,
- jesli metoda nie moze byé zastosowana (np. dla substancji powierzchniowoczynnych), podaé obliczong
warto$¢ na podstawie rozpuszczalno$ei substancji w n-oktanolu i w wodzie.

Ponadto w sprawozdaniu zamiesci¢ nalezy wszystkie informacje i uwagi niezb¢dne do interpretacji wynikéw,
w szczegblnosci dotyczace zanieczyszczen i fizycznej postaci substanci.
W zalezno$ci od stosowanej metody w sprawozdaniu nalezy poda¢ dodatkowo:

Dla metody wytrzasania w kolbie

- wynik wstgpnego oszacowania, jezeli bylo wykonywane,

- temperatur¢ badania,

- dane o metodzie analitycznej zastosowanej do oznaczania substancji,

- czas i predko$é wirowania, jezeli je stosowano,

- wyznaczone stezenia w obydwu fazach dla kazdego oznaczenia (powinno si¢ poda¢ 12 wartodci stezer),

- mase¢ badanej substancji, objetosé kazdej z zastosowanych faz w kazdym naczyniu badawczym i catkowita
obliczona ilo§¢ badanej substancji znajdujaca si¢ w kazdej fazie po osiagnigciu stanu réwnowagi,

- obliczone wartosci wspSlczynnikow podziatu (P,.) i warto$¢ $rednia dla kazdego z warunkéw badania jako
$redniq ze wszystkich oznaczen. Jezeli wystgpuje zalezno$¢ wspétczynnika podziatu od stezenia, to nalezy
ten fakt odnotowac,
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standardowe odchylenie pojedynczych wartosci P, od wartosci Srednie;j,

$rednig warto$¢ P, obliczong ze wszystkich oznaczen w postaci jej logarytmu dziesietnego,

obliczona wartos¢ teoretyczna P, jezeli byta wyznaczana lub jezeli zmierzona warto$é jest wigksza od 10%,
pH wody i roztworéw wodnych w czasie badania,

jezeli stosowano roztwor buforowy, nalezy uzasadni¢ jego zastosowanie zamiast wody oraz poda¢ sklad,
stezenie i pH roztwordw buforowych, pH faz wodnych przed i po badaniu.

Dla metody HPLC
- wyniki wstgpnego oszacowania, jezeli bylo wykonywane,
- nazwe badanej substancji i substancji kontrolnej oraz ich czystos¢,
- zakres temperatury badan,
- warto$¢ pH dla wszystkich wykonanych badan,
- opis kolumny analitycznej, kolumny zabezpieczajacej, fazy ruchome;j, $rednia wykrywalnos¢,
- dane dotyczace czasu retencji i literaturowe wartoéci log P, substancji kontrolnych stosowanych do
kalibracji,
- szczegOlowy wykres regresji (w funkcji log k od log P,..),
- Srednie dane dotyczace czasu retencji i interpolowana warto$¢ log P, dla badanej substancji,
- opis aparatury 1 parametrow jej pracy,
- profile wymywania,
- ilosci badanych substancji i substancji kontrolnych wprowadzanych do kolumny,
- warto$¢ czasu martwego i sposéb jego wyznaczenia.

Opisy metod znalez¢é mozna takze w innych pozycjach piémiennictwa ' 2-3- 4. 5. 6.7.8).9).10), 11).12)

Y A. Leo, C. Hansch and D. Elkins, Partition coefficients and their uses. Chem. Rev., 1971, Vol. 71, 525.

2 R.F. Rekker, The Hydrophobic Fragmental Constant, Elsevier, Amsterdam, 1977.

' NF T 20-043 AFNOR (1985). Chemical products for industrial use - Determination of partition coefficient
Shake flask method.

9 C.V. Eadforth and P. Moser, Chemosphere, 1983, Vol. 12, 1459.

% A. Leo, C. Hansch and D. Elkins, Chem. Rev., 1971, Vol. 71, 525.

8 C. Hansch, A. Leo, S.H. Unger, K.H. Kim, D. Nikaitani and E.J. Lien, J. Med. Chem., 1973, Vol. 16, 1207.

"WB. Neely, D.R. Branson and G.E. Blau, Environ. Sci. Technol., 1974, Vol. 8, 1113.

9 D.S. Brown and E.W. Flagg, J. Environ. Qual., 1981, Vol. 10, 382.

% J K. Seydel and K.J. Schaper, Chemische Struktur und biologische Aktivitat von Wirkstoffen, Verlag Chemie,
Weinheim, New York 1979.

19 R. Franke, Theoretical Drug Design, Marcel Dekker, New York, Basel 1978.

D'y C. Martin, Quantitative Drug Design, Marcel Dekker, New York, Basel 1978.

12N S. Nirrless, S.J. Noulton, C.T. Murphy, P.J. Taylor; J. Med. Chem., 1976, Vol. 19, 615.
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OBLICZENIA - METODY SZACOWANIA

WPROWADZENIE
Ogblne wprowadzenie do metod obliczeniowych oraz dane i przyktady przedstawione sa w pismiennictwie .
Obliczone warto$ci P, stuza do:
- wyboru metody badawczej (metoda wytrzasania w kolbie dla wartoéci log P, od -2 do 4 oraz metoda
HPLC dla wartosci log P, migdzy 0 i 6),
- wyboru warunkéw badania (np. substancje kontrolne dla HPLC, stosunek metanol/woda dla metody
wytrzasania w kolbie),
- wewngtrznej kontroli laboratoryjnej do sprawdzenia blgdéw badania,
- oszacowania wartosci P,w, jezeli metoda doswiadczalna nie moze by¢ zastosowana z przyczyn
technicznych.

METODA SZACOWANIA

Wstegpne oszacowanie wspélczynnika podziatu.

Warto$¢ wspolczynnika podzialu moze by¢ oszacowana na podstawie rozpuszczalnosci badanej substancji
w czystych rozpuszczalnikach wedlug wzoru:

n—oktanol

_ nasycone ¢

oszacowane

nasycone c

woda
METODY OBLICZENIOWE

Zasada metod obliczeniowych

Wszystkie metody obliczeniowe opieraja si¢ na teoretycznym podziale czastki na odpowiednie skiadniki, dla
ktérych znane sa wiarygodne wartosci P,,. Warto$¢ log P,,, dla calej czastki otrzymuje si¢ przez sumowanie
warto$ci czastkowych skorygowanych o interakcje migdzyczastkowe. Wartosci stalych czastkowych
i wspétczynniki korekcyjne sa dostgpne w pismiennictwie 2" *» ">, Niektdre z nich zostaty uaktualnione ©.

Kryteria jako$ciowe

Wiarygodno$¢ metody obliczeniowej zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem ztozonosci struktury badanej substancji.
W przypadku prostych czasteczek o niskiej masie czasteczkowej i posiadajacych jedna do dwéch grup
funkcyjnych spodziewana réznica pomig¢dzy wynikami obliczen i pomiaréw wynosi od 0,1 do 0,3 jednostki
log Py. W przypadku czasteczek bardziej zlozonych granica bledu moze by¢ wigksza. Wielko$¢ bledu bedzie
zaleze¢ od rzetelnosci i dostgpnosci statych dla poszczegdlnych sktadnikéw czasteczki, mozliwoséci rozpoznania
interakcji miedzy czasteczkami (np. wigzafi wodorowych) istosowanych wspéiczynnikéw korekcyjnych
(rozwiazanie tego problemu utatwia program komputerowy CLOGP-3)”. W przypadku substancji dysocjujacych
musi by¢ brany pod uwage stopien dysocjacji.

D], Lyman, W.F. Reehl and D.H. Rosenblatt (ed.), Handbook of Chemical Property Estimation Methods,
McGraw-Hill, New York (1983).

% Pomona College, Medicinal Chemistry Project, Claremont, California 91711, USA, Log P Database and Med.
Chem. Software (Program CLOGP-3).

3 C. Hansch and A.J. Leo, Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and Biology, John
Wiley, New York (1979).

9 A. Leo, C. Hansch, D. Elkins, Chem. Rev. 71, 525 (1971).

) R.F. Rekker, H.M. de Kort, Eur. J. Med. Chem. - Chim. Ther. 14, 479 (1979).

% Pomona College, Medicinal Chemistry Project, Claremont, California 91711, USA, Log P Database and
Med.Chem. Software (Program CLOGP-3).

) Pomona College, Medicinal Chemistry Project, Claremont, California 91711, USA, Log P Database and
Med.Chem. Software (Program CLOGP-3).
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Procedury obliczen
Metoda Hansch'a ©
Stata hydrofobowego podstawnika (1) wprowadzona przez Fujita i wsp." definiowana jest nastepujaco:

7 X = log P, (PhX) - log P,, (PhH),

gdzie P,,, (PhX) jest wspéiczynnikiem podzialu pochodnej aromatycznej i P, (PhH) substancji macierzystej
[np. 7ol =log P, (C,H,Cl)~log P, (C,H,)=284-213=0,71].

Zasadniczo metodq T stosu1e si¢ do zwigzkéw aromatycznych. Wartoéci ©t dla wielu substancji sa dostepne
w pi$miennictwie 2 *>*). Stosuje si¢ je do obliczania wartoéci log P, dla czasteczek aromatycznych i ich
pochodnych.

Metoda Rekkera
W metodzie Rekkera > wartos¢ log P,,, oblicza si¢ nastepujaco:

logP,, =>a; f, +3 (wspélczynniki interakcji)
i

gdzie:

f; oznacza stale réznych czgsci czasteczki, natomiast a; jest liczbg wskazujaca czgsto$¢ ich wystepowania
w badanej czasteczce. Wspolczynniki interakcji moga by¢ wyrazone jako calkowita wielokrotna jednej stalej C,,
(tzw. ,stala magiczna™). Stale skladnikéw f; oraz C,, moga by¢ wyznaczone zlisty 1054 do$wiadczalnie
wyznaczonych wartosci P, (dla 825 substancji) przy zastosowaniu metody wielokrotnej analizy regresi] i 97,
Wyznaczanie wspélczynnikéw interakcji odbywa sig zgodnie z zasadami opisanymi w pismiennictwie ¥ 9 ',

Metoda Hansch-Leo
W metodzie Hansch’a i Leo 'V wartos¢ log P,,, oblicza si¢ nastepujaco:

logP,, =Y a, f,+).b F,
i J

gdzie:

/i oznacza state réznych fragmentéw czasteczki, F; jest wspélczynnikiem korekcyjnym, natomiast a; ib;
odpowiadaja czesto$ciom ich wystgpowania w czasteczce.

Wartoéci odbiegajace od P,, wyznaczonych doswiadczalnie, atomowych igrupowych oraz wspétczynniki
korekcyjne F; zostaly wyznaczone metoda préb i bledow. Wspétczynniki korekcyjne zostaly podzielone na
kilka réznych kategorii ' '¥. Uwzglednienie wszystkich zaleznosci i wspélczynnikéw korekcyjnych jest

DT. Fujita, J. Iwasa and C. Hansch, J. Amer. Chem. Soc., 1964, Vol. 86, 5175.

? Pomona College, Medicinal Chemistry Project, Claremont, California 91711, USA, Log P Database and Med.
Chem. Software (Program CLOGP-3).

3 C. Hansch and A.J. Leo, Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and Biology, John
Wiley, New York (1979).

? A. Leo, C. Hansch, D. Elkins, Chem. Rev. 71, 525 (1971).

% RF. Rekker, The Hydrophobic Fragmental Constant, Pharmacochemistry Library, Vol.1, Elsevier, New York
(1977).

® C. Hansch and A.J. Leo, Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and Biology, John
Wiley, New York (1979).

) C.V. Eadsforth, P. Moser, Chemosphere 12, 1459 (1983).

® R.F. Rekker, H.M. de Kort, Eur. J. Med. Chem. - Chim. Ther. 14, 479 (1979).

% C.V. Eadsforth, P. Moser, Chemosphere 12, 1459 (1983).

19 R.A. Scherrer, ACS - Symposium Series 255, p. 225, American Chemical Society, Washington, D.C. (1984).

1 C. Hansch and A.J. Leo, Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and Biology, John
Wiley, New York (1979).

12) J. Lyman, W.F. Reehl and D.H. Rosenblatt (ed.), Handbook of Chemical Property Estimation Methods,
McGraw-Hill, New York (1983).

13 C. Hansch and A.J. Leo, Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and Biology, John

Wiley, New York (1979).
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skomplikowane i pracochtonne. Do takich obliczen opracowano pakiety programéw komputerowych .

Metoda kombinowana

Obliczanie P,, czastek zlozonych mozna wykonywa¢, jezeli wartosci log P, dla podgrup, na ktére mozna
substancj¢ podzieli¢, dostgpne s z tabel ? lub z pomiaréw. Wartosci dla niektorych skiadnikéw (czastki) (np.
zwiazki heterocykliczne, antrachinon, azobenzen) moga by¢ obliczone z wartosci © Hansch’a lub z wartoéci
statych dla skladnikéw Rekker’a lub Leo.

Uwagi:

1. Metody obliczeniowe moga by¢ stosowane tylko dla substancji czgéciowo lub catkowicie zdysocjowanych
1 przy zastosowaniu odpowiednich wspotczynnikéw korekcyjnych.

2. Jezeli stwierdza si¢ migdzyczasteczkowe wiazania wodorowe to nalezy doda¢ odpowiednie wspélczynniki
korygujace (w przyblizeniu od +0,6 do +1,0 jednostki log P,,). Informacje o obecnosci tych potaczer mozna
odczyta¢ z modelu przestrzennego lub z danych spektroskopowych.

3. Jezeli wystgpuje kilka odmian tautomerycznych, do obliczen przyjmuje si¢ odmiang najczesciej wystepujaca.

4. Przegladu wartosci stalych dla skladnikéw nalezy dokonywac¢ z nalezyta uwaga.

SPRAWOZDANIE
Jezeli zastosowano metode szacowania lub obliczeniowa, sprawozdanie powinno zawieraé, z uwzglednieniem
zakresu przeprowadzonych badan, nastgpujace informacje:

- opis substancji (mieszanina, zanieczyszczenia itp.),

- informacje o wigzaniach wodorowych w czasteczce, o dysocjacji, tadunku io innych nietypowych

wlasciwosciach,

- opis metody obliczeniowej,

- identyfikacje lub zataczenie bazy danych,

- cechy wyrézniajace wybranych sktadnikéw czasteczki,

- zwigzla dokumentacje obliczen.

D Pomona College, Medicinal Chemistry Project, Claremont, California 91711, USA, Log P Database and Med.
Chem. Software (Program CLOGP-3).

D C. Hansch and A.J. Leo, Substituent Constants for Correlation Analysis in Chemistry and Biology, John
Wiley, New York (1979).



