Revista de la Societat Catalana de Quimica, num. 17 (2018), p. 45-51
Filial de I'Institut d'Estudis Catalans

ISSN: 2013-9853 DOI: 10.2436/20.2003.01.95

http://revistes.iec.cat/index.php/RSCQ

Estimacio del coeficient de distribucio octanol-aigua de compostos
acids mitjancant un sistema de cromatografia electrocinetica

de microemulsions

Estimation of the octanol-water distribution coefficient of acidic

compounds by a microemulsion electrokinetic chromatography system

Alejandro Fernandez-Pumarega,”? Susana Amézqueta,’? Elisabet Fuguet,’>* Marti Rosés'?

! Universitat de Barcelona. Departament d’Enginyeria Quimica i Quimica Analitica

2 Institut de Biomedicina de la Universitat de Barcelona (IBUB)

3 Pla Serra Hunter de la Generalitat de Catalunya

Resum: La lipofilicitat és una propietat clau en la caracteritzacio fisicoquimica de substancies bioactives, ja que determina la
seva capacitat de penetracio en membranes cel-lulars. El métode habitual per mesurar el coeficient de distribucio octanol-
aigua és el shake-flask, que és llarg i tedios, i, per tant, s'han desenvolupat altres métodes alternatius, entre els quals la cro-

matografia electrocinética de microemulsions (MEEKC), que sén capacos d'estimar aquest parametre per a substancies neutres.
En el present treball es demostra I'aplicabilitat del métode MEEKC per a substancies acides parcialment ionitzades.

Paraules clau: Electroforesi capillar, MEEKC, log D, . lipofilicitat, cromatografia electrocinética de microemulsions,

microemulsio.

Abstract: Lipophilicity is a key property in the physicochemical characterization of bioactive substances, since it is linked to the

ability of the compounds to penetrate cell membranes. The most usual procedure for determining the octanol-water distribu-
tion coefficient is the shake-flask method, which is tedious and time-consuming. Due to these drawbacks, alternative methods
have been developed such as microemulsion electrokinetic chromatography (MEEKC), which is able to estimate this parameter

for neutral substances. In this paper, the applicability of the method for partially ionized acidic substances is demonstrated.

Keywords: Capillary electrophoresis, MEEKC, log D, lipophilicity, microemulsion electrokinetic chromatography,

microemulsion.

Introduccio

| descobriment i desenvolupament de nous far-
macs és un procés llarg (normalment, de més de
deu anys) i costos. Aquest procés parteix de mi-
lers de substancies potencials, de les quals, en
una primera etapa, s'analitzen les propietats fi-
sicoquimiques, primer in silico (a partir de dife-
rents programes de calcul) i després in vitro
(mitjancant mesures experimentals), i a continuacio les que
presenten les caracteristiques més optimes se sotmeten a la
investigacio preclinica i clinica (in vivo). En aquest llarg pro-
cés s'avaluen, entre d'altres, I'efectivitat i la toxicitat dels
compostos per seleccionar els més adequats, que puguin ser
aprovats i registrats com a medicaments per les entitats
reguladores, com ara I'EMA a la UE i I'FDA als Estats Units
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[1, 2]. Una de les propietats més importants que es considera
durant I'etapa inicial de cribratge és la lipofilicitat, que es de-
fineix com la capacitat que tenen els diferents soluts per dis-
soldre's en olis, greixos o dissolvent apolars. Com que les
membranes cellulars estan formades principalment per una
bicapa lipidica, es pot relacionar la lipofilicitat amb la capaci-
tat que tenen els diferents compostos de travessar aquestes
membranes i arribar a l'interior de la célula, on tindran la
seva activitat terapéutica. Per tant, la lipofilicitat esdevé una
caracteristica fisicoquimica important en el desenvolupament
de nous farmacs.

La lipofilicitat es pot avaluar utilitzant diferents parametres,
el més ampliament conequt i usat dels quals és el coeficient
de particio octanol-aigua (Polw)' que mesura l'afinitat que pre-
senten els compostos pels dos dissolvents del sistema (I'aigua,
més polar, i I'octanol, més apolar). Es a dir, el coeficient de
particid octanol-aigua és la relacio de concentracions en
equilibri del compost en octanol i en aigua. Quan el compost
pot estar en algun dels dos medis en més d'una forma, s'utilit-
za el coeficient de distribucio (Dolw)’ que recull la suma de les

._45



0«

concentracions de les diferents formes en els dos medis. Aixi,
per a un acid HA, que pot estar més o menys ionitzat segons
el pH del medi aquds:

[HA]n—octanoI

P =
o [HA]aigua [Eq 1]

D _ [HA]n—octannI [Eq 2]
o [HA]aIgua + [A _]aigua

La manera directa de determinar aquest parametre és el meé-
tode de shake-flask, en qué el compost es dissol en un recipi-
ent que conté tant octanol com fase aquosa i s'agita. A conti-
nuacid, es determina la concentracio del compost en estudi
en cada una de les fases i es calcula el coeficient de particio/
distribucié octanol-aigua.

Com més lipofil sigui un compost, més afinitat tindra per la
fase apolar del sistema i més gran sera el valor del coeficient
de particio/distribucio.

El métode de shake-flask té un procediment laborios i no esta
completament automatitzat, raons per les quals és interessant
substituir-lo per metodes alternatius, com ara I'Us de sistemes
cromatografics, ja que alguns sistemes de cromatografia de
liquids en fase invertida i de cromatografia electrocinetica

de fases adequades presenten particions similars a la d'octa-
nol-aigua. En aquests sistemes, els diferents compostos analit-
zats es particionen entre la fase mobil i la fase estacionaria en
els sistemes basats en la cromatografia de liquids en fase inver-
tida, i entre el tamp6 aquds i la fase pseudoestacionaria en els
sistemes basats en la cromatografia electrocinetica. Per tant,
en tots els casos les substancies es particionen entres dues fa-
ses immiscibles (una hidrofobica i una aquosa). La fase apolar
seria I'octanol en el métode de shake-flaski la fase estaciona-
ria o pseudoestacionaria en els metodes cromatografics, i la
polar, I'aigua en shake-flask i la fase mobil en cromatografia.

Per estimar el valor de particié octanol-aigua a partir dels sis-
temes cromatografics, es correlaciona el logaritme del coefi-
cient de particio octanol-aigua conegut de diferents soluts
(log Po/w) amb el logaritme del seu factor de retencié en el sis-
tema cromatografic adient (log k). Aquesta correlacié hauria
de respondre a una equacio lineal com la segiient:

log P, =a+b-log k [Eq. 3]

on aseria I'ordenada a I'origen i b el pendent de I'equacio.
Aixi, és possible estimar el valor de lipofilicitat d'una nova
substancia a partir de la seva retencio en el sistema cromato-
grafic adient.

El sistema amb el qual s'ha treballat en aquest estudi és un
sistema basat en la cromatografia electrocinética de microe-
mulsions (MEEKC), que és una modalitat de I'electroforesi
capillar. En I'electroforesi capillar, les diferents substancies
migren en funcio de la seva relacio massa/carrega en ser
injectades en un capillar ple de tampd aquds i aplicar una
diferéncia de potencial entre els extrems del capillar.

Ara bé, en els sistemes basats en MEEKC, a |a fase aquosa se li
afegeix una microemulsio (fase pseudoestacionaria) que pre-
senta la seva propia mobilitat, ja que esta carregada. Alesho-
res, els compostos no se separen només segons |'atraccio
electroestatica, sind també per la particio que experimenten
entre la microemulsid i el tamp6 (la fase aquosa).

En el present treball, |a fase pseudoestacionaria esta formada
per un oli (hepta), un tensioactiu (dodecilsulfat de sodi, SDS) i
un cotensioactiu (1-butanol). El tensioactiu i el cotensioactiu
estabilitzen les petites gotes de I'oli, de manera que s'obté
una microemulsio amb una estructura semblant a la de la fi-
gura 1.

@\ Tensioactiu (SDS)

C o Cotensioactiu (1-butanol)

Figura 1. Estructura de la microemulsio.

Les gotes d'hepta i les parts apolars del tensioactiu i del co-
tensioactiu (les cues apolars) conformen el nucli de la microe-
mulsio, mentre que els caps polars de I'SDS i de I'1-butanol es
troben en contacte amb la fase aquosa i constitueixen la su-
perficie de la microemulsio [3].

En estudis anteriors [4-6] s'ha vist que, per a substancies neu-
tres, aquesta microemulsié permet emular satisfactoriament



el sistema de particio octanol-aigua. Ara bé, com que la majo-
ria de farmacs en el mercat sén substancies amb propietats
acid-base, en el present treball s'ha estudiat I'extensio del
metode per a substancies acides ionitzables.

Teoria

La determinacié del factor de retencié de compostos acids és
molt diferent a la de les substancies neutres, ja que la mobili-
tat electroforética d'un compost acid parcialment o totalment
ionitzat és el resultat de la contribucio de dos factors princi-
pals [7]: a) la interaccio hidrofobica entre I'acid i la microe-
mulsid, i b) la mobilitat electroforética de I'acid per la seva
atraccio electroestatica per I'anode (eléctrode carregat positi-
vament). La interaccid electroestatica entre la microemulsio i
I'analit ionitzat es considera negligible, ja que els dos estan
carregats negativament. Per tal de considerar Unicament la
primera de les dues contribucions, en el calcul del factor de
retencio s'ha de mesurar la mobilitat electroforética de I'acid
en tampo sense microemulsio (electroforesi capillar en zona,
CZE).

El factor de retencio (k es calcula a partir de I'equacio se-

MEEKC)
guent:

k _ Hyeee ~ Heze
MEEKC
Hye — Hygege

[Eq. 4]

on U, . €s la mobilitat electroforética del compost en
MEEKC, e és la mobilitat de la microemulsio (obtinguda
mitjancant la mobilitat del marcador de la microemulsio,
dodecanofenona) i y1, és la mobilitat electroforética de I'acid
en CZE. En el cas de compostos neutres, i, sera igual a 0.

Per calcular les mobilitats electroforetiques s'utilitza I'expres-
si6 matematica segiient:

[Eq. 5]

on t és el temps de retenci6 de I'analit, ¢ és el temps de re-
tencio del marcador de flux electroosmotic, L i L, son, respec-
tivament, la longitud total i efectiva del capilfar i, finalment,
Vés la diferéncia de potencial aplicada.

En estudis parallels del grup de recerca, s'ha observat que la
viscositat del tampo pot afectar la mobilitat electroforética del
compost. Per tant, com que s'esta treballant amb solucions de
naturalesa diferent (amb microemulsio i sense), s'ha introduit
un factor de correccio de viscositats en la mobilitat en CZE [8].

Part experimental

Per realitzar les mesures electroforetiques s'ha utilitzat una
electroforesi capillar (G7100) equipada amb un detector
d'UV-Vis d'Agilent Technologies (Santa Clara, California, EUA).
El capillar emprat, d'aproximadament 50 um de diametre in-
tern, és de Polymicro Technologies (Lisle, lllinois, EUA).

Les analisis s'han dut a terme a diferents valors de pH en dos

conjunts de solucions diferents: en microemulsio (analisi per

MEEKC) i en tamp0 sense fase pseudoestacionaria (analisi per
CZE). Aquestes solucions s'han preparat en tampo de fosfat o
acetat en funcié del pH avaluat i a una forca ionica 0,05 m.

Les analisis, en ambdds conjunts de solucions, s'han dut a ter-
me a 25 °C, aplicant una diferéncia de potencial d'entre 8 i

15 kV i una pressié en la separacio en l'interval 0-50 mbar, amb
un capillar de 25 0 30 cm (en funcio del pH) de longitud efecti-
va. En els dos casos el solut s'ha injectat aplicant una pressio
de 50 mbar durant 5 s. La dodecanofenona s'ha usat com a
marcador de la microemulsio (ja que es particiona totalment en
la fase pseudoestacionaria), i el dimetilsulfoxid (DMSO), com a
marcador del flux electroosmotic (és molt polar i practicament
no es particiona en la fase estacionaria). El ketoprofén s'ha dis-
solt en una mescla de metanol/microemulsio (1:9) per a l'anali-
si en MEEKC, i en una mescla de metanol/aigua (1:9) per a
I'analisi en CZE, a una concentracio de 200 mg - L.

Preparacid de la microemulsio

La microemulsio s'ha preparat en tampd d'acetat o fosfat (en
funcio del pH desitjat) a una forca ionica 0,05 m. Primer, es
dissol el tensioactiu, en aquest cas I'SDS, a 1,30 % (m/v), des-
prés s'afegeix 1-butanol (el cotensioactiu) amb bureta i agita-
ci6 magnetica constant fins a una concentracio del 8,15 %
(v/v) i, finalment, s'afegeix I'hepta fins a una concentracio de
I"1,15 % (v/v). La microemulsid s'agita i se sotmet a ultrasons
fins que la solucio deixa de ser térbola [6].
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Resultats i discussio

Recta de calibratge

Per estimar el log D, de I'acid model a diferents graus d'io-
nitzacio, s'ha establert una recta de calibratge log P, -
log k

MEEKC

de log P

ofw

rang 0-4 [9, 10]. La recta de calibratge es mostra a continua-
cio (figura 2):

amb 20 substancies neutres que tenen valors
coneguts i distribuits uniformement al llarg del

5_
4 - (s}
z 3 - 6,o
Qc;a 2 - Ooo
o 414
0 -
-1 T T 1
-1 0 1 2
log Kyeekc

Fieura 2. Log P vs. log k de la recta de calibratge.

MEEKC
L'equacio resultant és la seglient:

log P, = 1,60 (+0,11) - log K¢, + 1,51 (+0,08)  [Eq. 6]

MEEKC

Per tant, tal com s'ha vist en treballs anteriors [4-6], es pot
concloure que és possible estimar el log P de substancies
neutres a partir de mesures electrocinétiques.

Els parametres estadistics de I'equacio 6 sén: R* = 0,92,
DE=0,33,n=20i F= 196, i indiquen una bona correlacid
entre els dos parametres.

Estimacié del logD , d'acids ionitzables

La substancia que s'ha escollit com a model ha estat el ke-
toprofén, un farmac antiinflamatori. S'ha escollit aquest com-
post perqueé presenta un pK proper a 4 (dintre de I'interval de
pH de treball electroforétic), presenta grups cromofors (és de-
tectable per UV-Vis) i té un comportament lipofilic conegut i
estudiat en la bibliografia [11, 12].

El factor de retencio d'un compost acid depén del grau d'io-
nitzacio (o) i del factor de retencio de les espécies neutra i to-

talment ionitzada de I'acid (respectivament, k[HA] i k(A_]) segons
I'equacio segiient [7]:

+a-k [Eq. 7]

k= (1 - Ot) ’ k(HA) ()

El grau d'ionitzacio (o) es calcula d'acord amb I'expressio ma-
tematica segiient:

10pH—pKa
o= T [Eq. 8]
Combinant les equacions 7 i 8, s'obté:
. 10PH-PK,
‘o k(HA) + k(A_) 10 (£, 9]

T+10°%P%

Per estudiar I'aplicabilitat d'aquest métode a substancies aci-
des, s'ha mesurat el factor de retencio del ketoprofén a diversos
valors de pH (entre 2,01 7,0, incloent-hi tots els graus d'ionit-
zacio de I'acid). L'equacio 9 s'ha ajustat als valors experimen-
tals i s'ha obtingut el perfil k-pH de I'acid model (figura 3).

6_
o 4
w
=
-
2_
0 T T T 1
1 3 5 7 9
pH

Ficura 3.  Perfil k-pH del ketoprofén.

Els parametres obtinguts a partir de I'ajust son: k,, = 6,02

(+0,09); k,,, = 0,49 (£0,07); pK, = 4,18 (0,04); (R* = 0,999;

-
F= 1474, DE = 0,10), que indiquen un bon ajust de I'equacio

9 a les dades experimentals.

A continuacié, a partir de k obtinguts a partir de

! Ko (
I'ajust) i de la recta de calibratge (equacio 6), s'ha estimat el



logaritme de |a particid octanol-aigua de I'espécie neutra i
totalment ionitzada de I'acid (respectivament, log Dolw[HA] =
2,76ilog D = 1,01). Tal com el factor de retencio, el coe-
ficient de distribucio octanol-aigua també depén del grau
d'ionitzacid del compost, segons I'equacio seglient:
DOIW=(1—a)-Po/W(HA)+a~PO/W(A_) [Eq. 10]
Finalment, a partir de I'equacio 10, i considerant el pK_ del
compost de 4,18 (ajust de I'equacid 9), és possible estimar el
log D, del ketoprofen a qualsevol valor de pH. Aixi, s'han
comparat les dades estimades a partir d'aquest metode
(log D_) amb les determinades en la bibliografia a partir
de metodes tradicionals (log D ) [11, 12] (taula 1).

bibl

Tauta 1. Diferéncies entre els valors estimats (log D_) i els de la bibliografia

(log D,,)-

pH log D,,,, o D, log D, log D, = log D
2,0 3,12 0,007 566,66 2,75 0,37

45 2,53 0,676 191,57 2,28 0,25

55 18 0,954 35,86 1,55 0,2

6,5 0,8 0995 12,95 1.1 -03

74 01 0,999 10,62 1,03 -09

74 -0,25 0,999 10,62 1,03 -1.28

Les diferéncies entre els valors estimats i els de la bibliografia
son més petits que 0,4 unitats de log D, quan I'acid esta en
forma neutra o parcialment ionitzat. En canvi, quan I'acid es
troba altament o totalment ionitzat (> 99,5 %), les diferénci-
es entre els dos parametres son més elevades. Aquest fet pot
ser degut a la formacid de parells ionics de naturalesa diversa
que modificarien les mobilitats electroforétiques, ja que les
dades estimades i les obtingudes de la bibliografia s'han de-
terminat en condicions experimentals diferents (tampons di-
ferents i concentracions de tampo diferents), o a la baixa re-
tencio de I'espécie totalment ionitzada (errors més elevats en
el calcul de k).

Conclusions

A partir del sistema de MEEKC presentat en aquest estudi, és
possible determinar el coeficient de distribucio octanol-aigua
d'espécies acides neutres i parcialment ionitzades (fins al
99,5 %) d'una manera acurada, rapida i automatitzada.
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