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Сажетак: Липофилност је један од најзначајнијих молекулских дескриптора, јер указује на потенцијалну биолошку активност. У овом раду испитивана је липофилност новосинтетисаних деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида експериментално применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама, HPTLC RP18 F254s. Као модификатори коришћена су два апротична (ацетонитрил и диоксан) и два протична растварача (етанол и мeтанол) и при том је вариран њихов запремински удео у мобилној фази. Одређене су вредности хроматографске ретенционe константе (RM0) испитиваних једињења.  Липофилност је одређивана и рачунским методама, помоћу којих су израчунати подеони коефицијенти (logP)  испитиваних деривата. Испитана је зависност између ретенционе константе (RM0) и параметра липофилности (logP) и утврђена је добра корелација. Ова чињеница указује да се ретенциона константа (RM0) добијена танкослојном хроматографијом може успешно користити  као мерило липофилности различитих органских молекула, а самим тим и за предвиђање њихове биолошке активности.
Abstract: One of the most important molecular descriptors is lipophilicity, because it indicates a potential biological activity. Lipophilicity of the newly synthesized derivatives of N-substituted-2-phenylacetamide was investigated experimentally using thin-layer chromatography on reversed phase, HPTLC RP18 F254s. As modifiers were used two aprotic (acetonitrile and dioxane) and two protic solvents (ethanol and methanol) and at the same time was varied their volume fraction in the mobile phase. The values ​​of chromatographic retention constant (RM0) the compounds were determined. Lipophilicity was determined by computation method, also and the coefficients (log P) of the studied derivatives were calculated. The relationship between retention constant (RM0)  and parameter of lipophilicity (log P) was examined and good correlation was found. This fact indicates that the retention constant (RM0) obtained by thin layer chromatography can be successfully used as a measure of lipophilicity of various organic molecules, and thus to predict their biological activity.
УВОД

Последњих година, фенилацетамиди и њихови деривати постали су интересантна група молекула за проучавања  због своје разнолике биолошке и фарамаколошке активности. Поред раније откривених аналгетичких, антипиретичких, антибактеријских [1,2], фунгицидних својстава[3-6] и инсектицидних [7]. Најновија истраживања су потврдила да се неки новосинтетисани деривати фенилацетамида могу користити као потенцијални антиаритмици [8,9], антипсихотици [10], антиконвулзиви [11] и антихелминтици [12].  Новије студије су показале да успоравају разножавање туморских ћелија [13] и да делују као могућ неуропротектори [14]. 

Да би се утврдила потенцијална биолошка активност новосинтетисаних једињења, неопходно је познавање њихових физичко-хемијских карактеристика међу којима је липофилност једна од најзначајнијих. Овај важан молекулски дескриптор има значајну улогу у транспорту једињења кроз биолошке системе и утиче на формирање комплекса између компоненте и рецептора или компоненте и биомолекула. Липофилност се може изразити и одредити експерименталним и рачунским техникама.

У овом раду је поред бројних скупих и компликованих  метода, примењена једноставна, јефтина  и ефикасна танкослојна хроматографија на обрнутим фазама, HPTLC RP 18 F254s. Испитиван је утицај хемијске структуре новосинтетисаних деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида као и утицај примењених органских модификатора (ацетонитрил, диоксан, етанол и мeтанол) на ретенционо понашање испитиваних деривата. Добијене вредности ретенционих константи корелисане су са најчешће примењиваним параметром липофилности, подеоним коефицијентом (log P), израчунатим применом различитих програмских пакета.
ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ДЕО
Структуре проучаваних једињења приказане су у Табели 1. 
Табела 1. Структура испитиваних деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида  
	Једињење
	Структура једињења
	Једињење
	Структура једињења
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Направљени су 5%-ни раствори испитиваних супстанци у етанолу. На хроматографске плоче приликом рада је нането око 0,2 μl раствора. Коришћене су комерцијалне плоче HPTLC RP 18 F254s Macherey–Nagel. Хроматограми су развијени једнодимензионом узлазном техником, на 250C без претходног засићења атмосфере хроматографске каде парама растварача: метанол ((= 0,34-0,56, v/v), етанол ((= 0,36-0,52, v/v), ацетонитрил ((= 0,36-0,52, v/v) и диоксан ((= 0,32-0,50, v/v). Након развијања, хроматограми су сушени на ваздуху, а  идентификација је изведена применом UV светла таласне дужине λ = 254 nm, при чему су се на флоресцентној основи јављале тамне мрље. За сваки растварач развијена су по три хроматограма. Добијени експериментални подаци су обрађени помоћу рачунарског програма Origine 6.1., а за израчунавање подеоног коефицијента (log P) примењен је програм VCCLAB 2007.
РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА

Применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама, HPTLC RP 18 F254s одређивана је  ретенциона константа (RM0) за сваки испитивани дериват N-супституисаних-2-фенилацетамида. Коришћена су два протична (метанол и етанол) и два апротична растварача (диоксан и ацетонитрил), при чему је мењан њихов запремински удео у мобилној фази. Познато је да на ефикасност хроматографског раздвајања у великој мери утиче хемијска структура растворка, али и састав одабране смеше растварача. Разлог томе су међумолекулске интеракције органског модификатора и испитиваног једињења, међу којима су најизраженије донорско-акцепторска и водонична веза. У Табели 2 приказане су добијене Rf вредности новосинтетисаних деривата фенилацетамида у наведеним модификаторима, при саставу смеше: 40% органски растварач, 60% вода. Из података приказаних у Табели 2 се може видети, да при истом процентном саствау смеше коришћених растварача и воде, испитивана једињења показују различито ретенционо понашање што је највећим делом последица утицаја две врсте интеракција: хидрофобне интеракције супституисаног остатка са неполарном стационарном фазом и интеракције амидне групе са поларном покретном фазом.
Табела 2. Rf вредности деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида на C-18 HPTLC стационарној фази у различитим покретним фазама које су имале 40% органског растварача и 60% воде 
	
	Модификатор

	Једињење
	Метанол
	Етанол
	Диоксан
	Ацетонитрил

	
	Rf   

	1.
	0,13
	0,27
	0,29
	0,28

	2.
	0,20
	0,34
	0,30
	0,36

	3.
	0,05
	0,11
	0,20
	0,18

	4.
	0,29
	0,42
	0,49
	0,42

	5.
	0,19
	0,27
	0,30
	0,45

	6.
	0,40
	0,65
	0,55
	0,57

	7.
	0,21
	0,38
	0,31
	0,44


Посматрајући податке у Табели 2 може се закључити да на ретенцију испитиваних једињења знатно већи утицај има природа супституента у положају 2 у молекулу фенилацетамида, него примењени органски растварач. Ово указује на чињеницу да су при ретенцији проучаваних деривата мање доминантне интеракције молекул-неполарна стационарна фаза.
У пракси се често уместо Rf користи RM вредност [15-16.] За сваки састав смеше израчунате се RM  вредности применом једначине (1):
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Зависност RM  представљена у функцији запреминског удела органског растварача дата је једначином (2): 
RМ = RМ0 + m(











(2)
Одсечак дате линеарне зависности даје хроматографску ретенциону константу (RМ0), а нагиб представља вредност (m). Ретенциона константа (RМ0) одражава ретенционо понашање молекула у чистој води и њена вредност зависи искључиво од њихове хемијске структуре, а не и од састава мобилне фазе. Из тог разлога се она често користи за изражавање липофилности молекула.
Параметри добијени методом линеране регресије су вредности нагиба (RМ0), одсечка (m), коефицијента корелације (r) и стандардне девијације (sd) приказане су за протичне раствараче у Табели 3, а за апротичне у Табели 4. Високе вредности коефицијента регресије (r)  потврђују да је линеарна зависност валидна у одабраној области рада за све испитиване органске модификаторе. 
Табела 3. Параметри хроматографских једначина RМ0, m, r и sd у протичним растварачима
	Једињење
	Метанол
	Етанол

	
	RМ0
	m
	r
	sd
	RМ0
	m
	r
	sd

	D1
	2,243
	-3,524
	0,971
	0,115
	1,943
	-3,690
	0,999
	0,094

	D5
	1,985
	-3,344
	0,977
	0,061
	1,744
	-3,515
	0,996
	0,054

	D6
	2,705
	-3,736
	0,994
	0,072
	3,166
	-5,640
	0,994
	0,024

	D7
	1,582
	-3,041
	0,992
	0,067
	1,636
	-3,700
	0,996
	0,037

	D8
	2,060
	-3,434
	0,982
	0,046
	1,709
	-3,190
	0,997
	0,082

	D9
	0,810
	-2,153
	0,995
	0,027
	0,945
	-2,992
	0,988
	0,056

	D12
	1,796
	-3,258
	0,975
	0,073
	1,631
	-3,507
	0,995
	0,062


Табела 4. Параметри хроматографских једначина RМ0, m, r и sd у апротичним растварачима
	Једињење
	Диоксан
	Ацетонитрил

	
	RМ0
	m
	r
	sd
	RМ0
	m
	r
	sd

	D1
	1,724
	-3,294
	0,997
	0,096
	1,818
	-3,725
	0,987
	0,089

	D5
	1,532
	-3,102
	0,999
	0,052
	1,318
	-2,750
	0,996
	0,031

	D6
	2,281
	-4,096
	0,995
	0,087
	2,266
	-3,987
	0,998
	0,025

	D7
	1,558
	-3,335
	0,994
	0,064
	1,398
	-3,195
	0,995
	0,099


	D8
	1,449
	-1,682
	0,998
	0,072
	1,746
	-4,155
	0,997
	0,086

	D9
	0,659
	-2,416
	0,996
	0,088
	0,707
	-2,609
	0,989
	0,089

	D12
	1,414
	-3,000
	0,997
	0,095
	0,895
	-1,992
	0,999
	0,022



Из података приказаних у Табели 3 и Табели 4 може се приметити да се вредности ретенционе константе (RМ0), ипак разликују за једно исто једињење у зависности од примењеног органског растварача што није редак случај у пракси [17]. Иако се вредности RМ0 разликују у различитим растварачима, између њих ипак постоји линеарна зависност. На Слици 1 приказана је зависност између вредности RМ0 добијене за ацетонитирил у односу на вредности RМ0 добијене за остале коришћене модификаторе.
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Слика 1. Зависности између вредности RМ0 добијених за различите раствараче
У Табели 5. приказане су вредности коефицијената корелације линераних зависности за ретенционе константе, RМ0,  добијених у различитим растварачима
Табела 5. Коефицијенти корелације ретенционих константи, RМ0, добијених за различите раствараче 
	Модификатор
	Етанол
	Ацетонитрил
	Диоксан
	Метанол

	Етанол
	1,000
	0,948
	0,866
	0,900

	Ацетонитрил
	
	1,000
	0,877
	0,946

	Диоксан
	
	
	1,000
	0,884

	Метанол
	
	
	
	1,000


Подаци приказани у Табели 5 указују на могућност замене једног растварача другим у циљу постизања оптималних услова рада. Најбоље слагање је добијено између ацетонитрила и протичних растварача.
Поред особина растворка и његове хемијске структуре, на вредност нагиба (m) има утицај и примењени органски растварач. Највећа разлика између највише и најниже вредности нагиба добијена је за етанол (2,648), а најмања за метанол као модификатор (1,583). Утврђени утицај растворка и растварача на вредности нагиба (m) у складу је са литературним подацима [18,19].
Добијене вредности хроматографских параметара из Табеле 3 и Табеле 4 показују да вредности m прате вредности  RМ0 код свих испитиваних деривата и у свим коришћеним растварачима. Разлог томе је зависност обе ове хроматографске величине од истих физичко-хемијских параметара. На Слици 2 дата је зависност ове две хроматографске величине у метанолу као представнику протичних, а на Слици 3а и 3б у диоксану као представнику апротичних растварача. 
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Слика 2. Зависност ретенционе константте (RМ0) од нагиба (m) у метанолу као модификатору
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Слика 3а. Зависност ретенционе константте (RМ0) од нагиба (m) у диоксану као модификатору
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Слика 3б. Зависност ретенционе константте (RМ0) од нагиба (m) у диоксану за различито -R

Из резултата приказаних на Слици 2 и Слици 3а може се уочити линеарна зависност између хроматографске ретенционе константе (RМ0) и нагиба праве (m). Најбоља зависност добијена је у метанолу, а најслабија у диоксану.

У диоксану долази и до раздвајања испитиваних једињења на основу броја хетероатома у супституенту –R као што је приказано на Слици 3б. Уочава се линеарно груписање једињења D5, D7, D8 i D12, која у супституенту –R имају један хетероциклични атом азота, док се у другој групи издвајају  D1, D6 i D9, која у супституенту  –R имају два хетероциклична атома. Појава се може објаснити знатно већом осетљившоћу диоксана, као јединог неполарног модификатора, на јачину интеракције стационарна фаза-растворак, што за последицу има боље раздвајање испитиваних једињења. 
Добијене једначине линеарних зависности за све примењене модификаторе дате су у Табели 6. 

Табела 6. Једначине зависности  RМ0 - m у испитиваним растварачима 
	Модификатор
	Једначина
	r
	sd

	Метанол
	m= -1,615 –0,849 RM0
	0,974
	0,127

	Етанол
	m= -1,478 – 1,244 RM0
	0,952
	0,293

	Ацетонитрил
	m= -1,609 – 1,034 RM0
	0,955
	0,169

	Диоксан
	m= -1,072 – 0,874 RM0
	0,902
	0,344

	
	*m= -0,136 – 2,184 RM0
	0,971
	0,225

	
	**m= -1,992 – 0,907 RM0
	0,995
	0,104


*  Зависност RM0 i m за једињења која садрже један хетероциклични атом у супституенту –R
** Зависност RM0 i m за једињења која садрже два хетероциклична атома у супституенту –R
Приказане добре корелације омогућавају да се у посматраним модификаторима, вредности нагиба (m) користе као дескриптори у циљу предвиђања липофилности, а самим тим и биолошке активности новосинтетисаних једињења.
Липофилност се као указатељ потенцијалне биолошке активности новосинтетисаних молекула може одредити и рачунским путем. Липофилност се најчешће дефинише подеоним коефицијентом (log P), Хаметовом константом (σ) или Ханшовим параметром (π).
У овом раду је као стандардно мерило липофилности, рачунат подеони коефицијент (log P) деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида, применом различитих математичких метода у оквиру програмског пакета VCCLAB 2007.
У Табели 7 приказане су добијене вредности logP испитиваних деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида. 
Табела 7. Вредности log P N-супституисаних-2-фенилацетамида добијене рачунским путем
	Једињење
	log P

	
	AlogPs
	AClogP
	AB/logP
	milogP
	AlogP
	MlogP
	log P kowwin
	XlogP3

	D1
	2,37
	2,42
	2,38
	2,32
	2,44
	2,89
	2,62
	1,92

	D5
	2,01
	2,27
	1,96
	2,02
	2,04
	2,43
	2,18
	2,20

	D6
	3,57
	3,77
	3,06
	3,48
	3,28
	3,26
	3,73
	3,48

	D7
	1,57
	1,34
	2,26
	2,41
	1,73
	2,92
	1,93
	2,00

	D8
	1,16
	1,58
	1,29
	1,33
	1,51
	1,61
	1,53
	1,56

	D9
	0,79
	-0,05
	-0,38
	0,23
	-0,49
	0,73
	0,12
	0,01

	D12
	2,16
	2,58
	2,37
	2,42
	2,52
	2,69
	2,16
	2,32



Подаци приказани у Табели 7 указују на чињеницу да се вредности подеоног коефицијента (logP) испитиваних једињења међусобно разликују. Разлике између вредности подеоних коефициjeната могу се тумачити као последица различитог начина израчунавања овог коефицијента. Међутим, иако се вредности међусобно разликују, било би за очекивати да међусобно буду у доброј корелацији, без обзира на начин израчунавања, јер у суштини описују једну исту величину- расподелу  молекула у систему 1-октанол-вода. 

Табела 8 приказује корелациони матрикс за различите log P вредности добијене рачунским путем.

Табела 8. Корелациони матрикс за различите log P вредности добијене рачунским путем
	log P
	AlogPs
	AClogP
	AB/LogP
	miLogP
	AlogP
	MlogP
	log P kowwin
	XlogP3

	AlogPs
	1,000
	0,943
	0,957
	0,909
	0,978
	0,830
	0,952
	0,901

	AClogP
	
	1,000
	0,900
	0,994
	0,986
	0,967
	0,966
	0,954

	AB/LogP
	
	
	1,000
	0,978
	0,975
	0,980
	0,960
	0,952

	miLogP
	
	
	
	1,000
	0,974
	0,969
	0,963
	0,969

	AlogP
	
	
	
	
	1,000
	0,973
	0,967
	0,867

	MlogP
	
	
	
	
	
	1,000
	0,913
	0,901

	log P kowwin
	
	
	
	
	
	
	1,000
	0,964

	XlogP3
	
	
	
	
	
	
	
	1,000


Из Табеле 8 може се видети веома добра корелација између вредности log P добијених различитим рачунским техникама.
Оно што је још уочљиво из података приказаних у Табели 7 је да је највећа вредност подеоног коефицијента, без обзира на начин израчунавања добијена за једињење D6 што је и хроматографски потврђено, а најмања је добијена за једињење D9 што је, такође, у складу са екперименталним подацима.
Експериментално одређена хроматографска константа (RМ0), као мерило липофилности упоређена је са рачунски добијеним подеоним коефицијентом као стандардним мерилом липофилности. На Слици 4а и 4б приказане су зависности подеоног коефицијента, logP (kowwin)  и ретенционе константе добијене у метанолу и диоксану. 
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Слика 4. Зависност log P (kowwin) од RМ0
у метанолу (а) и у диоксану (б)
Уочено је, да као и при корелацији ретенционе константе (RМ0) и нагиба (m), у  диоксану исто долази до груписања испитиваних деривата фенилацетамида на основу броја хетероцикличних атома у супституенту R. 
У Табели 9 приказан је корелациони матрикс линеарних зависности између вредности подеоног коефицијента log P, израчунатог различитим математичким техникама и ретенционе константе (RМ0), добијене танкослојном хроматографијом у примењиваним растварачима.
Табела 9. Корелациони матрикс за различите log P добијене рачунским путем и RМ0 добијене за различите модификаторе
	log P
	Растварач (RМ0)

	
	Метанол
	Етанол
	Ацетонитрил
	Диоксан*
	Диоксан**

	AlogPs
	0,965
	0,921
	0,893
	0,924
	0,989

	AC logP
	0,924
	0,892
	0,916
	0,777
	0,997

	AB/LogP
	0,839
	0,787
	0,963
	0,858
	0,995

	miLogP
	0,818
	0,857
	0,934
	0,811
	0,997

	A log P
	0,909
	0,831
	0,928
	0,858
	0,998

	M log P
	0,748
	0,734
	0,874
	0,701
	0,986

	log P kowwin
	0,985
	0,927
	0,978
	0,853
	0,999

	X logP3
	0,880
	0,889
	0,945
	0,929
	0,983


*  Зависност RM0 i log P  за једињења која садрже један хетероциклични атом у супституенту –R

** Зависност RM0 i log P  за једињења која садрже два хетероциклична атома у супституенту –R
Резултати  у Табели 9 приказују добре добијене зависности измећу хроматографске константе RM0 и подеоних коефицијената  logP добијених рачунским путем. Најбоља зависност добијена је за корелацију RМ0 и log P kowwin у свим растварачима, а најслабија је регистрована при корелацији RМ0 и Mlog , такође у свим растварачима. 
Врло добра корелација хроматографске константе (RМ0), за испитивана једињења, добијена у различитим органским модификаторима и вредности подеоног коефицијента (logP), добијених рачунским путем потврњују да се ретенциона константа (RМ0), добијена танкослојном хроматографијом на обрнутим фазама може успешно и поуздано користити као мерило липофилности, односно за предвиђање потенцијалне биолошке активности  новосинтетисаних деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида.
ЗАКЉУЧАК

Применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама испитивано је хроматографско понашање новосинтетисаних деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида. Проучавања су вршена на RP-C18 F254s стационарној фази, а као модификатори коришћена су два протична метанол и етанол и два апротична  органска растварача ацетонитрил и диоксан. 
Утврђено је да ретенционо понашање N-супституисаних-2-фенилацетамида највише зависи од хемијских особина супституента. Најјача ретенција измерена код једињења D6 које у супституенту –R има два различита хетероциклично везана атома, а најмања ретенција је измерена код једињења D9 које има најполарнији суспституент од свих испитиваних. 
На ретенционо понашање испитиваних једињења у мањој мери има утицај и примењени органски растварач. За све примењене органске раствараче уочена је линеарна зависност измешу ретенционог параметра (RМ) и запреминског удела модификатора (φ), на основу које су израчунате вредности вредности ретенционе константе  (RМ0), и нагиба (m). 
Утврђена узајамна корелација ретенционих константи (RМ0) добијених за различите раствараче указује на компатибилност испитиваних органских модификатора, а самим тим и на могућност оптимизације хроматографске анализе датих једињења.

Уочена је линеарна зависност ретенционог параметра (RМ0) и нагиба праве (m) у свим растварачима, с тим што диоксан као једини неполаран изазива линеарно груписање испитиваних деривата фенилацетамида на основу броја хетероциклично везаних атома у супституенту –R. 
Применом различитих рачунских техника израчунати су подеони коефицијенти (logP) проучаваних једињења, који се налази у доброј колерацији са хроматографском ретенционом константом (RМ0). 
Добијена добра корелација између подеоног коефицијента (logP) и хроматографске ретенционе константе (RМ0) указују на чињеницу да се дата ретенциона константа добијена танкослојном хроматографијом на обрнутим фазама може користити као мерило липофилности орагнских молекула, односно за предвиђање њихове потенцијалне биолошке активности.
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