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Forord

Denne rapport indeholder undersogelsesresultater af projektet
"Anvendelse af QSARs pd anilinderivater". Projektet er udfert i
samarbejde med Miljestyrelsen og financieret af Miljestyrelsen og
Danmarks Miljpundersegelser. Projektet er udfert af Charlotte
Nielsen og Fei Chen Fredenslund, Afdeling for Systemanalyse ved
Danmarks Miljpundersogelser, samt Benny Keppen, Afdeling for
Miljekemi, Danmarks Miljpundersogelser.

I denne rapport beskrives den eksperimentelle bestemmelse af
oktanol-vand fordelingskoefficienter for 34 forskellige aniliner ved
hjeelp af HPLC-metoden, samt anvendelse af UNIFAC-modellen til
beregning af oktanol-vand fordelingskoefficienter for 33 aniliner.
En korrelation mellem biokoncentrationsfaktorer og oktanol-vand
fordelingskoefficienter gennemgds kort.

Projektets forleb er fulgt af en styringsgruppe bestdende af:

Ole K. Jensen (formand)
Miljestyrelsen, Kemikaliekontoret

Jay Niemeld
Miljestyrelsen, Kontoret for Renere Teknologi og Produkter

Henrik Tyle
Miljestyrelsen, Kemikaliekontoret

John Holten-Andersen
Danmarks Miljpundersegelser, Afdeling for Systemanalyse

Fei Chen Fredenslund
Danmarks Miljsundersegelser, Afdeling for Systemanalyse

En serlig tak til Institut for Kemiteknik ved Danmarks Tekniske
Haojskole, som har bidraget med bade praktisk hjelp og tilbud om
PC-program for UNIFAC modellen.






Sammendrag

Rapporten beskriver definitionen af oktanol-vand fordelingskoeffi-
cienten, Pow, samt brugen af den i biologiske sammenhange. For-
skellige eksperimentelle metoder til bestemmelse af Pow gennem-
gas.

Hojtryksvaskekromatografi-metoden (HPLC) er anvendt til at be-
stemme oktanol-vand fordelingskoefficienter for 34 forskellige
aniliner. De opnéede resultater sammenlignes med data, der dels
stammer fra ryste-kolbe forseg og dels fra andre HPLC-forsag.
Afvigelserne mellem de mélte log Poy-veerdier og log Pow bestemt
ved ryste-kolbe metoden er i gennemsnit 9,2%. Afvigelsernes stor-
relse og fortegn afhaenger af den substituentgruppe, der er pa
anilinmolekylet.

UNIFAC-modellens evne til at forudsige oktanol-vand fordelings-
koefficienter for aromatiske stoffer er undersegt. Dels beregnes log
Pow-vaerdier for 33 aniliner vha. UNIFAC-modellen med de ek-
sisterende gruppeinteraktionsparametre, og dels beregnes log Pow
for de samme stoffer, hvor nye verdier for seks af interaktions-
parametrene er blevet estimeret. De seks gruppeinteraktionspara-
metre, der er estimeret, eI’ asccraor Amoaccy AACNO2-H20r @H20-ACNO2/
AACCH3-H20/ 8H20-ACCH3:

Log P, beregnet vha. UNIFAC med de eksisterende parametre
har en relativ gennemsnitlig afvigelse fra de eksperimentelle veer-
dier pa 44.8%. Ved at indfere de nye parametre og beregne log
Py igen reduceres denne afvigelse til 14,8%. I gennemsnitlige
absolutte afvigelser er dette en aendring fra 0,76 log enheder til
0,20 log enheder.

En korrelation mellem biokoncentrationsfaktoren, logBCF, og okta-
nol-vand fordelingskoefficienten, log Poy, er foretaget.






Summary

The definitions of the octanol/water partition coefficient, Pow, and
its biological significance are described. Various experimental
methods for the determination of Pow are discussed.

The octanol/water partition coefficients for 34 different anilines
are determined by means of the High Performance Liquid Chro-
matography (HPLC) method. The obtained data are compared
with some literature data, which have been determined in other
laboratories by means of either HPLC measurement or shaking-
flask measurement. An average deviation of 9,2% occurs by com-
paring our experimental data with shaking-flask measurements.
The sizes and tendencies of deviations vary with different substi-
tute groups on aniline molecule.

In general, the UNIFAC model can predict octanol/water partition
coefficients of aromatic compounds. Thus, the UNIFAC model
with existing interaction parameters is applied to estimate log Pow
for 33 anilines. Based on our experimental data, six interaction
parameters of the UNIFAC model have been reestimated. They are

ApccL-H207 AH20-ACCLr AACNO2-H20r @H20-ACNOZ AACCH3-H20/ and ayyo accus-

The average relative error between experimental data and estima-
tions with the UNIFAC model using existing interaction parame-
ters is 44,8%. The error is reduced to 14,8%, when the new interac-
tion parameters are introduced. Correspondingly, the average
absolute error is changed from 0,76 log unit to 0.20 log unit.

A correlation for the bioconcentration factor and the octanol/water
partition cofficient, logBCF -log Poy, is also performed.



10




1 Indledning

1.1 Baggrund og formal

Né&r man underseger, hvordan et kemisk stof indvirker pa miljoet,
er de hydrofobe egenskaber meget vigtige. Stoffets hydrofobicitet
er afgerende for, om stoffet er opleseligt i ikke polere medier
(f.eks. om det er fedtopleseligt), eller om det er vandopleseligt.
Huvis stoffet er hydrofobt, kan det optages og kan potentielt akku-
muleres i levende organismer.

Oktanol-vand blandinger, der bestdr af en apoler og en poleer
(vandig) fase, benyttes som model pd biologiske systemer, idet
den apolere oktanolfase reprasenterer de lipofile faser i et biolo-
gisk system. Oktanol-vand fordelingskoefficienten, Pow, er derfor
en vigtig parameter ved bedemmelse af et stofs biologiske effekt,
da den beskriver, hvordan stoffet vil fordele sig mellem lipofile og
vandige faser.

Man har fundet, at oktanol-vand fordelingskoefficienten kan
korreleres med biologiske data, hvorved det bliver muligt at
estimere et kemisk stofs biologiske aktivitet og toksikologiske
effekt p4 miljoet. Allerede i 1964 fandt Fujita og Hansch (1964), at
der er en sammenhang mellem et stofs struktur og sterrelsen af
log Pgy- De fandt, at et stofs molekyler kan deles op i funktionelle
grupper, der hver iser bidrager additivt til det samlede molekyles
lopPow-veerdi. Da log Py, som navnt, kan korreleres med biolo-
giske data, kan man f4 en sammenhzeng mellem stoffernes struk-
tur og deres aktivitet i et biologisk system, hvilket kaldes kvantita-
tive struktur-aktivitets relationer (QSAR).

Oktanol-vand fordelingskoefficienter kan f.eks. korreleres med
biokoncentrationsfaktoren (BCF), der forteller hvor meget af et
stof, der akkumuleres i en given akvatisk organisme i forhold til,
hvor stor koncentrationen af stoffer er i det omgivende vand. Log
Pow kan desuden korreleres med stoffers oplaselighed i vand, Sw,
og adsorptionskoefficienten, Koc. Oktanol-vand fordelingsko-
efficienten er derfor en meget anvendelig parameter i miljgmaes-
sige sammenhaenge. Log Pow-veerdierne kan bestemmes indirekte
ved omvendt-fase hejtryksveeskekromatografi (RP-HPLC).

Maélet med dette projekt er at bestemme oktanol-vand fordelings-
koefficienter, Pow, for anilin og derivater af anilin. Fordelingsko-
efficienterne skal, efter den eksperimentelle bestemmelse, forst og
fremmest anvendes til at udvikle QSAR-modeller.

11



1.2 Kort om aniliner og QSAR

Aniliner

Anilin og derivater af anilin er aromatiske aminer. Derivaterne
indeholder substituenter, som f. eks. chlor, nitro-, methyl- eller
hydroxygrupper, jvnf. figur 1.1. Aniliner er basiske stoffer.

Aniliner er vigtige kommercielle produkter, der bruges i store
mengder. Aniliner benyttes bl.a. som intermediere stoffer i farve-
industrien og til pesticidfremstilling. Aniliner anvendes desuden
til at fremstille antioxidanter og antidegradanter i gummiproduk-
tion og de bruges til fremstilling af epoxy-forbindelser.

Aniliner er meget toksiske forbindelser. De optages nemt og
hurtigt gennem huden. De er farlige at indtage savel som at
inddnde. Aniliners toksiske virkning er, at de omdanner blodets
heemoglobin til methemoglobin, der ikke afgiver ilt til vaevet. Hvis
indholdet af methemoglobin i blodet bliver for hejt, dor man af
iltmangel. Ved udszttelse for smd maengder anilin i leengere
tidsrum, kan man f& symptomer som bleghed og treethed. Graense-
vaerdien for anilindampe er 0,5 ppm ved 8 timers daglig ekspone-
ring.

Skelet (‘) (2)

NH, NH, NH,

NH, NH, NH,
Cl H,

NH, |

0] 0] 8

Figur 1.1
Eksempel pd en homogen gruppe af stoffer til en QSAR-model.



Da aniliner er toksiske, er det vigtigt at f& nogle korrelationer, der
nemt og hurtigt kan give et estimat af disse stoffers indvirkning
pa miljoet.

SAR

QSAR er forkortelsen af det engelske udtryk, Quantitative Struc-
ture-Activity-Relationship. QSAR er matematiske korrelationer, der
beskriver, hvordan kemiske stoffer pavirker biologiske systemer
(det vil sige, hvilken aktivitet stofferne udviser i systemet) pa
baggrund af stoffernes strukturelle opbygning.

Kemiske stoffer kan anses for at vare opbygget af forskellige
funktionelle grupper, der hver iser bidrager til et stofs samlede
biologiske effekt, ligesom Fujita et al.(1964) foreslog i 1964 og Leo
et al. (1971) beskrev yderligere i 1971. Stofferne kan sdledes have
samme skelet, men far med forskellige substituenter, forskellig
virkning pé biologiske systemer.

Forudsetningen for at kunne opstille en QSAR-model er, at der
eksisterer en kemisk homogen gruppe af stoffer med en veldefi-
neret biologisk aktivitet. Det vil sige, at man for eksempel for en
given organisme, har kendskab til biokoncentrationsfaktoren BCF,
for denne stofgruppe eller médske LCs,. En homogen gruppe
Klassificeres ved, at stofferne har samme grundskelet, men forskel-
lige substituenter. I figur 1.1 er der givet et eksempel pd, hvordan
en sddan gruppe kan sammenszttes.

Man skal vare opmeerksom pd, at en QSAR-model ikke giver
eksakte vaerdier for de biologiske effekter, hvormed et kemisk stof
pavirker omgivelserne, men derimod giver et estimat af denne
effekt.

Hvis QSAR-modellen forudsiger, at et stof er belastende for milje-
et, f. eks. ved en hej BCF-veerdi, er det nedvendigt at undersoge
dette stof neermere. Ovennzevnte estimater kan nemlig ikke erstat-
te eksperimentelle bestemmelser af de biologiske aktiviteter. QSAR
er en hurtig og billig made til at indkredse hvilke kemiske stoffer,
der kan taenkes at vere farlige for miljoet, og QSAR kan derfor
bruges som et veerktej til at bestemme hvilke stoffer, det er
nodvendigt at undersgge naermere. Det er en meget stor hjelp,
hvis man er i stand til at begraense maengden af de stoffer, der
kraever en nzrmere biologisk undersogelse, da dette er tidskrae-
vende processer.

Et vigtig forudsztning for at udvikle god QSAR er, at der eksister-
er kvalitetsdata til at give meget preecise matematiske udtryk. Et
andet aspekt er, at de stoffer, der underseges, helst skal tilhore
samme stofgruppe. Jo flere typer af stoffer, man forseger at besk-
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rive med en og samme matematiske relation, des mere uprzcis
kan man forvente, at modellen er.

2 Oktanol-vand fordelingskoefficienten

2.1 Definition

Oktanol-vand fordelingskoefficienten, P,, er defineret som forhol-
det mellem et givet stofs koncentration i hhv. oktanol- og vand-
fasen i et ligevaegtsystem. Fordelingskoefficienten er derfor en
dimensionsles sterrelse.

= konc. of stof i oktanolfasen 2.1)
ow konc. af stof i vandfasen

I litteraturen betegnes oktanol-vand fordelingskoefficienten enten
ved K,, eller P,,. Her anvendes P,,, da Organisation for Economic
Cooperation and Development (OECD) guidelines for testing
Chemicals (OECD 1989) bruger denne betegnelse.

Storrelsen af oktanol-vand fordelingskoefficienten P,, ligger oftest
i et interval mellem 10° og 10’, jvnf. Lyman’s Handbook (Lyman et
al. 1982). Man benytter derfor oftest de logaritmerede verdier for
P,., der sdledes er beliggende i intervallet fra -3 til 7.

Man skal veere opmeerksom p4, at parameteren P, ikke er det
samme som forholdet mellem et stofs opleselighed i vand og i
oktanol. Der geelder nemlig, ifelge Lyman et al. (1982), at oktanol-
fasen indeholder 2.3 mol/1 vand og vandfasen indeholder 4.5 10°
mol/1 oktanol ved ligevaegt mellem de to faser.

Fordelingskoefficienter, log P,,, kan enten bestemmes vha. be-
regningsmodeller, eller ved eksperimentelle malinger. Eksperimen-
telt kan man bestemme log P, enten direkte ved f. eks. ryste-kolbe
metoden eller indirekte ved f.eks. omvendt-fase hejtryksvaeskekro-
matografi (RP-HPLC). Se afsnit 3 for en gennemgang af metoder
til bestemmelse af log P,,.



2.2 Anvendelse af P,,,

Ved kendskab til et stofs oktanol-vand fordelingskoefficient har
man mulighed for at estimere andre nyttige parametre for stoffet.
Lyman et al. (1982) har i sin handbog, givet adskillige korrelatio-
ner mellem log P,, og hhv. vandopleselighed, S,, adsorptions-
koefficienten, K,, og biokoncentrationsfaktoren, BCF. Alle korrela-
tionerne felger simple linezere udtryk som

logG = alogP,, + b 2.2)

hvor G stir for hhv. 1/S,, K,. og BCF. a og b er konstanter. Korre-
lationen fremkommer pa basis af stoffer, hvor bdde parameteren G
og fordelingskoefficienten P, er kendte. Der opnds kun linezere
relationer, der beregner parametrene med tilstreekkelig praecision,
hvis korrelationerne er baseret pa stoffer, der ligner hinanden
strukturelt. I det nedenstdende gives nogle fa eksempler pd sddan-
ne korrelationer fra Lymans bog.

Nar korrelationen mellem P,, og G er fundet, kan den bruges til at
estimere parametren, G, for stoffer hvor denne sterrelse ikke er
kendt, men hvor man kender verdien af P,,.

2.2.1 Vandopleselighed

Et stofs vandopleselighed har betydning for, hvordan stoffet trans-
porteres rundt i et biologisk system. Jo mere vandopleseligt stoffet
er, des mindre evne har det til at bioakkumulere. Nedenstdende
udtryk viser et eksempel p4 sammenhzengen mellem alkaners
opleselighed i vand, S,, og deres oktanol-vand fordelingskoeffi-
cienten. Enheden for S, er mol/L.

log :g!—=1.237long+0.248 (2.3)

w

Korrelationen er lavet pa basis af 16 forskellige alkaner.

2.2.2 Adsorptionskoefficient

Adsorptionskoefficienten, K, bekriver transporten af et stof i
jordbund og sedimenter. K, er defineret som forholdet mellem

15
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hvor meget stof der absorberes til organisk kulstof i jordbund eller
sediment, og hvor stor koncentrationen af stoffet er i en vandig
oplesning af jordbund eller sediment.

K =b8 adsorberet stofig organisk kulstof (2.4)
o ng stofimL oplesning

Nedenstdende udtryk er et eksempel fra Lyman’s hdndbog (Ly-
man et al. 1982) pd sammenhzngen mellem log K, og log P,,, for
forskellige aromatiske forbindelser.

logk,,, = 0.937logP,, - 0.006 2.5)

Korrelationen er lavet p& baggrund af 19 aromatiske forbindelser,
hvor bdde K, og P, var kendt pa forhand.

2.2.3 Biokoncentrationsfaktor

Biokoncentrationsfaktoren, BCF, beskriver akkumulation af stoffer
i akvatiske organismer. BCF er defineret som forholdet mellem
den mangde af et stof, der er i en organisme i forhold til den
mengde stof, der er i det omgivende vand.

BCF = konc. af stof i organisme (2.6)
konc. af stof i vand

Som et eksempel p4 denne parameters korrelation med oktanol-
vand fordelingskoefficienter, finder man i Lymans hdndbog fol-
gende udtryk, hvor BCF er bestemt ved undersogelse af Daphnia
pulex.

logBCF = 0.7520P,, -0.4362 2.7)

Relationen er fundet pd baggrund af 6 forskellige stoffer.

P, kan ogsd korreleres med andre biologiske storrelser som f.eks.
LCs, (dedelig koncentration for 50% af testet organisme), som be-
skrevet af Blum og Speece (1990) og Nirmalakhandan og Speece



(1988). P,,, en meget vigtig parameter, idet man kan give et esti-
mat af et stofs biologiske effekt pd baggrund af korrelationerne.
Korrelationerne kan kun findes, ndr man har kendskab til tilstraek-
kelig mange stoffer, hvor bade P,,, og de biologiske storrelser er
kendt.

3 Metoder til bestemmelse af log Py

I de foregdende afsnit er det beskrevet, hvad log Poy kan benyttes
til. I dette afsnit beskrives, hvorledes man kan bestemme oktanol-
vand fordelingskoefficienten dels ved beregning og dels ved
eksperimentelle mélinger.

3.1 Beregningsmetoder

Som kort omtalt, beskrev Fuijita et al. (1964), allerede i 1964, at log
Pow kan beregnes ved at addere konstante veerdier for diverse
forskellige funktionelle grupper, der indgdr i et givet stofs moleky-
ler. Leo, Hansch, og Elkins (1971) fortsatte arbejdet med at be-
stemme disse gruppevardier, der kaldes substituentkonstanter, og
udgav dem pd tabelform i 1971. Log Py kan séleds beregnes fra
Leo og Hansch’s formel:

logP,, = Y af, + 3 bF, G.1)

f; er substituentkonstanten og F, er en korrektionsfaktor, der ek-
sempelvis korrigerer for, at molekylet indeholder en ringslutning
eller en dobbelt binding. a; og b; beskriver frekvensen hvormed en
gruppe eller korrektion optrader i molekylet.

P4 tilsvarende vis praesenterede Rekker, i 1974, en additiv be-
regningsmetode, der ligeledes er baseret pd en opsplitning af
molekyler i funktionelle grupper:

logP, =Y af, + Y (korrektionsled) (3.2)

17
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a; beskriver ogsd her, hvor ofte en gruppe optraeder i det pageelde-
nde molekyle, men f; er en substituentkonstant, hvis vaerdi ikke er
den samme som for Leo og Hansch’s formel. Det sidste led i form-
len korrigerer for diverse interaktioner i molekylet. De to formler
bygger pd samme princip, men de anvendte konstanter i de to
formler er ikke ens. Rekkers metode er kort beskrevet i OECD
guidelines (OECD 1989).

De to metoder kan benyttes til at f4 et estimat af log P,,, og kan
for mange stoffer beregne vaerdier, der er i god overensstemmelse
med eksperimentelle data. Modellernes anvendelighed er dog
begraenset, idet praecisionen, hvormed log P,,, kan beregnes for
ioniserbare stoffer, og stoffer der indeholder hydrogenbindinger,
ikke er god.

Metoderne er meget kompakte, og der er mange konstanter, som
man skal kunne overskue for at kunne udfere beregningerne
korrekt. Derfor er metoderne lidt svaere at hindtere. Beregnings-
metoden er dog meget anvendelig, ndr man ensker at bestemme
fordelingskoefficienter eksperimentelt. Man kan, vha. de beregne-
de verdier, f& et meget kvalificeret geet pa hvilken veerdi forde-
lingskoefficienten vil have, det betyder, at man bedre kan plan-
leegge eksperimenterne og dermed spare en del tid.

3.2 Malemetoder

Der eksisterer flere eksperimentelle metoder til bestemmelse af
oktanol-vand fordelingskoefficienten, P,,. Dels findes der metoder,
hvor P,,, méles direkte, og dels hvor P, bestemmes indirekte vha.
korrelation med madlte data. Ryste-kolbe metoden og langsom
omrering til ligevaegt tilherer ferstnaevnte metoder, mens hejtryks-
vaeskekromatografi (HPLC) og tyndlagskromatografi (TLC) tilhe-
rer sidstnaevnte.

3.2.1 Ryste-kolbe metoden

Fremgangsmdaden for bestemmelse af oktanol-vand fordelings-
koefficienten for et givet stof vha. ryste-kolbe metoden, er, at man
blander oktanol, vand og prevestof i en glaskolbe. Man far et to-
fase system, hvor provestoffet vil fordele sig mellem oktanolfasen
og vandfasen. Fordelingskoefficienten bestemmes herefter ved at
analysere, hvor stor koncentrationen af pravestof er i de to faser.
For at opnd den rigtige veerdi af P,,, er det meget vigtigt, at syste-
met er i ligevaegt.



Man sikrer, at oktanol-vand blandingen kommer til ligeveegt, ved
at lukke glaskolben og ryste den grundigt i en vis tid. Samtidig
skal man serge for at opretholde en konstant temperatur af blandi-
ngen, da man ellers vil zendre ligevaegtsbetingelserne. Preecis hvor
leenge man skal ryste kolben, er det svaert at give et konkret svar
pa. Leo et al. (1971) angiver, at det kun er nedvendigt at ryste
blandingen i ca. fem minutter for at opnd ligeveaegt, hvorimod
Papp et al. (1982), i sine underspgelser har rystet proverne i 30
minutter.

Man skal, jvnf. Leo et al. (1971), veere opmarksom pd, at man kan
ryste blandingen for kraftigt, s der dannes emulsioner. Visse
kemiske stoffer danner meget nemt emulsioner. Emulsionerne skal
helst fjernes, da faserne ellers vil veere forurenet med hinanden.
En sidan forurening medferer, at analysen af prevestoffets indho-
1d i faserne vil blive upreecis. Emulsionerne kan almindeligvis
fjernes enten ved centrifugering eller ved at lade blandingen std i
lang tid.

Hvad enten der er opstdet emulsioner eller ej, sa er det fornuftigt
at centrifugere blandingen for at sikre en ordentlig faseadskillelse.
Herefter udtages en prove af den ene eller af begge faser. Oftest
udtages en prove af den vandige fase, mens koncentrationen af
provestoffet i den oktanolfasen fis som differencen mellem start-
mangden af provestoffet og den analyserede meengde i vand-
fasen.

Analysemetoden m& veelges efter hvilket stof, der undersages, da
det ikke er muligt at detektere alle stoffer lige effektivitet med en
given analysemetode. Hvis man undersager flere stoffer, kan det
sdledes vaere nedvendigt at anvende flere analysemetoder.

Ifplge Veith et al. (1979) og Brooke et al. (1986) er ryste-kolbe
metoden ikke preecis nok for heje P, -vardier (log P,,-veerdier
over 4). Det vil sige for meget hydrofobe stoffer, hvor stoffet vil
fordele sig, s4 der kun er en meget lille mangde provestof i den
vandige fase. Detektionen af provestof bliver upracis, dels da
koncentrationen af provestof i sig selv er meget lille, og dels da
oktanolkoncentrationen i vandfasen er hoj sammenlignet med
prevestoffet.

Ryste-kolbe metoden er den klassiske og mest ligefremme made til
bestemmelse af P,,, men den er meget tidskreevende. Det kan tage
lang tid at opn4 ligevaegt i oktanol-vand systemet, og man skal
bruge tid pa en efterfolgende analyse af mindst den ene fase.
Ydermere kan der, som nzvnt, opstd komplikationer p.gr.a. emul-
sionsdannelser.

19



20

Metoden er meget falsom overfor urenheder, dels kan det zendre
ligeveegtsbetingelserne, og dels kan det forstyrre selve detekterin-
gen af provestof-indholdet i faserne. Det gode ved metoden er, at
den er billig, hvis man har det fornedne analyseudstyr og, at man
opndr P,-veerdierne direkte. Ifelge Klein et al. (1988) kan denne
metode anvendes for log P,,-verdier mellem -2 og 4.

3.2.2 Langsom omurering til ligevagt

En metode baseret pa en langsom omrering til ligevagt af et
oktanol-vand fordelingssystem er beskrevet af Brooke et al. (1986).
Metoden bygger pa samme principper som ryste-kolbe metoden.
Det vil sige, man opndr ligeveegt mellem de to faser, og analyserer
derefter indholdet af provestof i faserne. I denne metode bliver

Sampiing
tude

Constant
tempersture
water dath

[ Mognetc strrer ]

Figur 3.1
Skitse af forsagsopstilling til langsom omrering til ligevaegt

selve blandingsproceduren udfert ved en meget langsom omraring
af systemet, vha. en magnetisk omreer. Ligevagt opnas derfor
meget langsomt, hvilket vil sige op til 2-3 dage. Til gengeeld kan
man undgd emulsionsdannelse. Ligesom for ryste-kolbe metoden
er det vigtig at opretholde en konstant temperatur for at sikre
konstante ligevaegtsbetingelser.

Ved langsom omrering er det muligt, p.g.a. de mindre voldsomme
bevaegelser, at have et glasrer i kolben, igennem hvilket praven af



vandfasen kan udtages uden at blive forurenet med oktanolfasen.
En skitse af en s&dan forsegsopstilling er vist i figur 3.1. Efter at
have udtaget proven skal denne, som det var tilfeeldet for ryste-
kolbe metoden, analyseres for at bestemme koncentrationerne af
provestoffet i de to faser.

Fordelen ved langsom omrering til ligeveegt er, at man undgdr
forurening af den ene fase med den anden, mens man samtidig
undgar emulsioner. Derimod er denne metode endnu mere tids-
kraevende end ryste-kolbe metoden. Metoden har ellers de samme
ulemper som ryste-kolbe metoden, nemlig stor felsomhed overfor
urenheder i provestoffet samt, at det er nedvendigt at finde en
passende analysemetode.

3.23 HPLC

Da de ovenfor omtalte metoder er karakteriseret ved at vaere bade
langsomme og tidskreevende, har der vzret et behov for at finde
alternative metoder. HPLC har i den forbindelse vist sig som en
hurtig metode til indirekte bestemmelse af log P,,. Det har sdledes
vist sig, at der er ligheder mellem den fordelingsproces, der
foregar i et oktanol-vand system og den fordelingsproces, der
foregar ved HPLC med en vandig mobil fase, hvilket er beskrevet
af Haky og Young (1984). De fandt, at log P,,-data for givne
stoffer kunne korreleres med resultater opndet for de samme
stoffer ved maling pA HPLC. HPLC er derfor en indirekte metode
til bestemmelse af fordelingskoefficienter, hvor det ikke er ned-
vendigt med nogen efterfelgende analyser.

HPLC er en kromatografisk separationsteknik, og som det gzelder
for alle kromatografiske teknikker, bestdr systemet af en mobil og
en stationaer fase, der ikke er blandbare. For HPLC-metodens
vedkommende er det to ikke-blandbare vasker, der er hhv. mobil
fase og stationzr fase. Den mobile fase betegnes ofte som elu-
enten.

Princippet i HPLC-metoden er, at injiceret prevestof transporteres
med eluenten gennem den kromatografiske kolonne. Stoffet vil
under denne proces fordele sig mellem de to faser. Den tid stoffet
er om at bevage sig gennem kolonnen, retentionstiden, vil af-
haenge af hvor leenge stoffets molekyler opholder sig i den statio-
naere fase i forhold til eluenten. Hvordan et stof pdvirkes af de to
faser, afheenger af stoffets fysisk-kemiske natur.

Huvis et stof overhovedet ikke tilbageholdes af den stationzre fase,
vil det bevaege sig igennem kolonnen pd samme tid som et mole-
kyle i eluenten. Denne tid betegnes som kolonnens dedtid, jvnf.
Hansen et al. (1987) og Klein et al. (1988). For at opnd den rigtige
tid, som prevestoffets molekyler har opholdt sig i den stationzere
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fase, skal man derfor subtrahere dedtiden, t,, fra den samlede
retentionstid,t;.

Kapacitetsfaktoren, for det injicerede stof, er en storrelse der
beskriver, hvordan stoffet fordeler sig i mellem den mobile og den
stationaere fase. Kapacitetsfaktoren, k', er givet ved forholdet
mellem den tid provestoffet opholder sig i hhv. den stationzere og
den mobile fase.

kl - o (3.3)

k' er kapacitetsfaktoren, t, er den samlede retentionstid for preves-
toffet og t, er dedtiden for kolonnen. Dedtiden bestemmes ofte,
som retentionstiden for en vandig oplesning af natriumnitrat, da
det antages, at dette stof ikke tilbageholdes af den stationzere fase.

Indenfor vaeskekromatografien taler man om hhv. normal-fase
HPLC og omvendt-fase HPLC. Normal-fase HPLC anvender en
eluent, der er mindre polar end den stationzere fase. I omvendt-
fase HPLC er det eluenten der er den mest poleere. Forkortelsen
for omvendt-fase er HPLC er RP-HPLC, der stammer fra det
engelske udtryk "Reversed-Phase HPLC". De generelle principper i
HPLC er beskrevet af Hansen et al. (1987).

Anvendelse af HPLC til bestemmelse af log P,,, vha. RP-HPLC, er
beskrevet af flere (Unger et al. 1978, Haky og Young 1984, Eadsfo-
rth og Moser 1983). Der anvendes en kolonne med et fast beerema-
teriale, hvortil der er coated en apoleer vaeske, den stationzere fase.
Som eluent anvendes en vandig buffer oplesning, som er den
polzre vaske. Der anvendes bufferoplesninger for at undertrykke
visse stoffers evne til at ionisere sig. I HPLC-apparaturet har man
derfor et system bestdende af en polzr og en apoler fase, ligesom
det er tilfeeldet i oktanol-vand systemet.

Adskillige (Eadsforth og Moser 1983, Unger et al. 1978, Haky og
Young 1984) har fundet, at der er en linezer sammenhzeng mellem
kapacitetsfaktorer bestemt ved RP-HPLC malinger og oktanol-
vand fordelingskoefficienter, P,,. Det vil sige, at log P, kan
beskrives vha. felgende korrelation:

logPow = a]ogk’ +b (3.4)



Korrelationen i udtryk (3.4) kan findes vha. referencestoffer, hvor
man pd forhdnd kender log P,,-veerdier. Disse er bestemt ved
ryste-kolbe metoden. Man mdler kapacitetsfaktorerne for stofferne
vha. RP-HPLC og fremstiller derncest en referencekurve, der viser
sammenhzengen mellem de kendte log P,,-vardier og de malte
kapacitetsfaktorer. Ud fra denne kurve finder man den ligning,
der bedst beskriver sammenhzngen mellem de to parametre. P4
denne made fir man en linezer korrelation, der gor det muligt at
estimere log P,,, for stoffer, hvor disse endnu ikke er kendt. Man
skal blot male disse stoffers kapacitetsfaktorer, og indszette dem i
korrelationen.

Hver eneste méling af kapacitetsfaktorer skal mindst gentages to
gange for at mindske méleusikkerheden. Referencekurven skal
fremstilles daglig for at sikre, at forsegsbetingelserne er stabile.
Fremgangsmaden er noje beskrevet i den internationale standard-
metode OECD guideline nr. 117. Mélingerne ved RP-HPLC giver
reproducerbare resultater, der kan varierer ca. 0.05 log enheder pr.
maéling, jvnf. Braumann (1986).

Man skal vaere opmzrksom pé, at jo mere referencestofferne
strukturelt ligner prevestofferne, jo bedre en korrelation opnds
der, jvnf. Klein et al. (1988). Hvis man ikke kan finde reference-
stoffer, der ligner prevestofferne af struktur, s skal man i det
mindste sikre sig, at referencestofferne har log P,,-vardier, der
ligger pa hver side af provestoffernes. Det er meget bedre at
interpolere end at ekstrapolere. Ifglge OECD guideline nr. 117 skal
man anvende mindst 6 referencestoffer, hvis log P,,, skal dakke et
rimeligt stort interval.

Ifolge Eadsforth og Moser (1983) afviger log P,,-vardier fundet
ved RP-HPLC med op til 1 log enhed fra veerdier fundet vha.
ryste-kolbe metoden, og han pointerer, at afvigelsen kan blive
endnu mindre, hvis referencestoffernes struktur minder om prove-
stoffernes. Haky og Young (1964) og Harnisch et al. (1983) har
begge rapporteret log P,,,-verdier fundet ved RP-HPLC, der kun
afviger 0.2 log enheder fra ryste-kolbe resultaterne. Metoden er,
ifolge Klein et al. (1988), anvendelig til log P,,-veardier, der ligger
mellem 0 og 6.

Omvendt-fase hejtryksvaeskekromatografi (RP-HPLC) er en meget
hurtig metode til indirekte bestemmelse af oktanol-vand fordeling-
skoefficienter. Metoden er desuden forholdsvis ufelsom over for
urenheder i provestoffet. RP-HPLC har yderligere den fordel, at
metoden kan automatiseres. Det vil sige automatisk injektion af
provestoffer og automatisk opsamling af maledata vha. integrator
og computer.
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I litteraturen er det blevet diskuteret meget, hvilken stationzer fase,
der er bedst egnet til P, bestemmelser vha. RP-HPLC. Det er
blevet undersegt ved hvilken eluentsammenszetning, man opnar
de bedst korrelationer mellem log P,,, og log k’. Desuden har man
diskuteret, om man skal foretage en ekstrapolation af de malte
kapacitetsfaktor, ved en given eluentsammensaentning, til en
eluentsammenszaetning pa 100% vand.

Stationeer fase

Kommercielle kolonner hvor organisk stof, i form af Cis-kaeder, er
kemisk bundet til baerematerialet, der er en silica gel, er af mange
blevet anvendt til bestemmelse af log P,,-vaerdi. Kolonnerne
kaldes ODS-kolonner og er blandt andet beskrevet af Eadsforth og
Moser (1983), Klein et al. (1988), og Haky og Young (1984). Den
kemiske binding af det organiske stof til silica gelens overflade
foregdr ved en derivatisering af silanogrupperne, som beskrevet af
Hansen et al. (1987).

Man kan ikke vaere sikker p4 at derivatisere silicaens overflade
100%, og der vil derfor stadig vaere enkelte frie silanolgrupper. De
frie silanolgrupper, som er svagt sure, kan, som beskrevet af El
Tayar et al. (1988), Braumann (1986), Haky og Young (1984), og
Horvath and Melander (1977), danne hydrogenbindinger med
visse stoffer, bl.a aminer. Toppene p4 kromatogrammerne vil
isdfald ikke veere symmetriske.

Hydrogenbindingseffekten kan mindskes ved tilsattelse af et
additiv, som beskrevet af El Tayar et al. (1988). Additivet, som f.
eks. er en amin, vil selv binde sig til de frie silanolgrupper og
derved forhindre, at de injicerede pravestoffer danner hydrogen-
bindinger med disse.

Cis-keederne, i de kommercielle kolonner, minder mere om alkaner
end om alkoholer, og derfor er disse kolonner, ifolge Unger et al.
(1978) og Konemann et al. (1979), ikke s& gode modeller for oktan-
olfasen i oktanol-vand systemet. De har derfor istedet benyttet
kolonner, hvor baerematerialet er maettet med oktanol som den
stationer fase, hvilket, ifelge Unger et al. (1978), giver bedre
korrelationer mellem log k’ og log P,,,.

Det vanskeliggar mélingerne ved RP-HPLC at benytte oktanol
som stationzer fase. Kolonnen skal forst gennemstrommes med
oktanol i en vis tid for at sikre, at baerematerialet er maettet med
oktanol. HPLC-systemet bliver mere ustabilt, nar der benyttes
oktanol frem for C,z-keeder, da oktanol meget nemt vaskes ud af
kolonnen sammen med eluenten. Det betyder, at der er sveerere at
opretholde konstante forsegsbetingelser. Man er nedt til at maette



eluenten med oktanol for s& godt som muligt at forhindre udvask-
else af oktanolen, jvnf Unger et al. (1978).

Andre mener, at de kommercielle ODS-kolonner er at foretreekke.
Man opndr, ifelge Edasforth og Moser (1983), gode linezre korrel-
ationer mellem log P, og log k’, hvor de fundne log P,,-vardier
maksimalt afviger 1 log enhed fra veerdier bestemt ved ryste-kolbe
metoden. Det vil sige, at man godt kan benytte C,g-keeder som
model pa den hydrofobe oktanolfase. ODS-kolonner er mere
stabile end oktanolkolonner, hvilket sikrer mere ensartet forsegs-
betingelser ved brug af disse. Ydermere kan man, ifelge Kone-
mann et al. (1979), eluere mere hydrofobe stoffer med ODS-kolon-
ner, da C,g-kaederne ikke tilbageholder de hydrofobe stoffer, nzer
sd kraftigt som oktanol.

Braumann (1986) ger opmerksom p4, at forskellige stationzre

faser med kemiske bundet alkyler kan give forskellige kapacitets-

faktorer. Klein et al. (1988) mener derimod ikke, at det har nogen

vaesentlig betydning, om man benytter en silica gel coated med

enten Cy, eller C;. Man kan dog nok, ud fra Braumanns underso- I
gelse, konkludere, at eksperimenternes reproducerbarhed er storst,

hvis alle benytter C,g-kaeder som stationzer fase.

Ofte er det nedvendigt at benytte en eluent med buffer system for
at kunne 4 ioniserbare stoffer pd deres neutrale form. Man skal i
denne sammenhaeng vere opmaerksom pd, at silica gelen, hvorpa
den stationzre fase er coated, kun tdler pH-verdier, der ligger
mellem 2 og 8.

Der er blevet afpravet kolonner indeholdende andre stationzere
faser end C,;-kaeder eller oktanol. Bl.a beskriver Ascah and Fei-
bush (1990), en stationaer fase, hvor nucleofile grupper er kemisk
bundet taet ved silica overfladen sidan, at de konkurrerer med
prevestofferne om at lave hydrogenbindinger med silanolgrupper-
ne. Det vil sige, at det er en form for additiv, der er kemisk bun-
det til silica overfladen i stedet for, at man tilsztter additiver til
eluenten. Det viser sig, at denne stationzere fase laver feerre hydro-
genbindinger med prevestofferne end almindelige Cjg-kolonner,
men hydrogenbindingseffekten undertrykkes ikke helt, da man
stadig observerer asymmetriske kromatografiske toppe for visse
stoffer. En fordel ved denne kolonne er, at den taler pH-veerdier
helt op til 9. Andre mere specielle kolonner, som f.eks en kolonne
med polystyren-divinylbenzen som stationzer fase og en glyceryl-
coated porekolonne, er beskrevet af hhv. Lambert og Wright
(1989), og Miyake et al. (1988).

OECD guidelines nr. 117 anbefaler, at man bruger kommercielle

kolonner. De kommercielle kolonner er let tilgeengelige, og giver
gode korrelationer mellem log P,,, og log k'. RP-HPLC-metoden er
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mindre tidskraevende, ndr man bruger C,s-kolonner frem for
oktanol mzttede kolonner, og hvis alle benytter denne form for
kolonner, vil man opn4 en sterre ensartethed mellem de anvendte
forsegsbetingelser.

Eluentsammensxming

Hvis man skal have et system, der minder s& meget om oktanol-
vand systemet som muligt, s& skal man naturligvis benytte rent
vand som eluent. det er imidlertid ikke muligt i praksis, idet rent
vand giver meget lange retentionstider for hydrofobe stoffer.

For at omga problemet med de lange retentionstider, tilsattes en
sdkaldt modifier til eluenten. Modifier begrebet er forklaret af
Hansen et al. (1987), og gér i korthed ud pd, at man tilsaetter et
organisk stof til den polzre vandfase, hvorved eluentens polaritet
@ndres. Nar der sker en sndring i eluentens polaritet, vil det
betyde, at prevestoffet vil fordele sig anderledes mellem stationzer
og mobil fase. Konsekvensen er, at retentionstiden bliver mindre

- for de hydrofobe stoffer, nar en vandig eluent tilsaettes organisk

modifier.

Oftest er det methanol, der benyttes som modifier, nar P,, bestem-
mes vha. RP-HPLC, hvilket er beskrevet af Haky og Young (1984)
og Eadsforth og Moser (1983). Calvino et al. (1991) har desuden
provet at bruge acetonitril som modifier, hvilket ogsa giver line-
zre relationer mellem log k’ og log P,,.. Braumann (1986) gor
opmerksom p4, at methanol er den bedste modifier til bestem-
melse af log P,,,, da methanol er det solvent, hvis kemiske struktur
minder mest om vand. Tilsetning af methanol til vand zendrer
derfor ikke eluentens egenskaber s& meget, da methanols evne til
at danne hydrogenbindinger ligner vands. Tilszetning af acetonitril
medferer til gengzeld en storre endring af eluenten, da acetonitril
ikke danner nzer s§ kraftige hydrogenbindinger som vand.

Harnish et al. (1983) lavede en undersagelse, der viste, at eluenter,
bestdende af vand og methanol mindst skal indeholde 30% (v/v)
vand for at opnd linezre relationer mellem log P,,, og kapacitets-
faktoren, mens OECD guideline nr. 117 har fulgt Klein et al.’s
(1988) anbefalinger, der siger, at vandindholdet skal veere mindst
25%. Oftest benyttes en eluent med 70 til 75% (v/v) methanol, der
netop opfylder ovenstdende krav til vandindhold. Jo hgjere meth-
anolindhold i eluenten des kortere retentionstid opndr man for de
meget hydrofobe stoffer. Eadsforth og Moser (1983) har benyttet
en eluent med 75% methanol og finder, at stoffer, der har en log
P..-veerdi pd 6 og derunder, elueres pa under en time.

Ofte skal eluenterne vaere buffer oplesninger for at kunne holde
ioniserbare stoffer p4 deres neutrale form. Som regel skal elu-
entens pH-vzerdi, ifelge Klein et al. (1988), ligge mindst to enheder



under prevestoffets pKa-vardi (for en syre) for at sikre, at stoffet
forbliver neutralt. Hvis provestoffet er en base, skal eluentens pH
ligge mindst to enheder over den til stoffet korresponderende
syres pKa-veerdi. Det kan veere ogsd nedvendigt at tilszette et
additiv til eluenten for at undertrykke dannelse af hydrogenbin-
dinger mellem det injicerede pravestof og de frie silanolgrupper
pa silicagelens overflade.

Ekstrapolation af kapacitetsfaktoren

Mange mener, her i blandt Braumann (1986), at ndr mdlingerne er
foretaget med en eluent, der indeholder methanol, sd skal veerdien
for den opnédede kapacitetsfaktor, k’, ekstrapoleres til en vardi,
hvor eluenten ikke indeholder methanol. Argumentet er, at ved
ekstrapolation til en eluent bestiende af rent vand fdr man en
bedre gengivelse af vandfasen i oktanol-vand systemet.

Flere har fundet, her i blandt Hammers et al. (1982), at der er en
linezer sammenhzeng mellem log k’ og eluentens methanol ind-
hold, nir volumenbreken, ®, af methanol ligger mellem 0,3 og 0,9:

logk’, = logk/y + bd (3.5)

® er methanols volumenfraktion i eluenten og k’y, er kapacitets-
faktoren ved denne volumenbrek. k', er kapacitetsfaktoren for rent
vand, det vil sige for en volumenbrek af methanol, der er nul.

Man er nedt til at bestemme kapacitetsfaktoren ved flere forskelli-
ge eluentsammensztninger for at kunne bestemme den linezere
sammenhang mellem log k' og methanolindholdet. Braumann
(1986) mener, at der opnas bedre korrelationer, ndr man ekstrapo-
lerer K til K’,. Adskillige andre, som f.eks Harnish et al. (1983), og
Schantz og Matire (1987), har ogsd benyttet disse ekstrapolerede
vardier for kapacitetsfaktoren, og korreleret dem til log P,,,. Dels
fordi de finder bedre korrelationer mellem de to sterrelser, og dels
fordi de mener, at en kapacitetsfaktor, ekstrapoleret til rent vand,
giver bedre fysisk mening ved korrelation med P,

Lambert og Wright (1989) mener derimod ikke, at en ekstrapola-
tion er hensigtsmzessigt. De heaevder, at man skal bruge et kvadra-
tisk udtryk for ssmmenhzngen mellem log k' og methanolind-
holdet, hvis man vil deekke hele koncentrationsomradet, fordi,
som ogsa fundet af Harnish et al. (1983), der kun eksisterer en
linezer sammenhzaeng i et begrenset koncentrationsomrdde. Det er
derfor ikke korrekt at fremstille en ret linie for det forholdvis hoje
koncentrationsomrade og vha. denne ekstrapolere kapacitetsfak-
toren til rent vand.
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Desuden viser det sig, at vardien for k’y athzenger af hvilken
modifier man benytter i eluenten, og derfor kan k’, ikke vare den
sande vardi for kapacitetsfaktoren i rent vand. Et sidste, men
meget tungtvejende, argument for ikke at ekstrapolere er, at
antallet af malinger bliver mangedoblet, da man skal mdle kapaci-
tetsfaktorer for sdvel referencestoffer som for provestoffer ved
flere forskellige eluentsammensztning for at kunne ekstrapolere til
nul.

Klein et al. (1988) anbefaler, at man ikke benytter ekstrapolation af
kapacitetsfaktorer ved bestemmelse af log P,,, fordi det ger den
eksperimentelle procedure meget omfattende. Ideen med RP-
HPLC-metoden var netop, at den skulle vere et godt og hurtigt
alternativ til den traditionelle made at bestemme fordelingskoeffi-
cienter pd. Desuden mener Klein et al., at det virkelige kritiske
punkt for en god og preecis korrelation mellem log P, og log k" er
fastlaeggelsen af hvilke stoffer, der skal bruges til referencekurven,
mens kapacitetsfaktorens afhzengighed af methanolindholdet ikke
influerer seerlig meget pd korrelationens praecision. OECD guideli-
ne nr. 117 bygger pa Klein et al.’s undersegelser. Hvis man folger
de retningslinier, som OECD angiver, skal man derfor ikke eks-
trapolere.

3.24 TLC

Princippet i tyndtlagskromatografi (TLC), til bestemmelse af okta-
nol-vand fordelingskoefficienter, er det samme som i RP-HPLC-
metoden. Det kromatografiske system bestdr af en plade, der er
daekket med et tyndt lag kiselgel. Kiselgel partiklerne er coated
med f.eks. C;-kaeder. hvilket udger den stationzere fase. Som
mobil fase anvendes en vandig oplesning, f.eks. en bufferoples-
ning. Stationeer og mobil fase er derfor af samme type, som man
benytter i RP-HPLC til P, bestemmelse.

Analysen foregdr ved, at provestoffet oplases i et solvent, hvor-
efter en lille portion heraf pdsattes pladen som en lille plet. Den
kromatografiske plade anbringes i et lukket termostateret system,
hvor den mobile fase befinder sig. Den mobile fase vil herefter
bevaege sig op ad pladen, og prevestoffet vil under denne proces
fordele sig mellem den mobile fase og den stationzre fase. Stoffer-
ne, der er sat pd pladen, vil bevaege sig opad pladen med vari-
erende hastighed, alt efter hvor hydrofobe de er. Jo mere hydro-
fobt et stof er, des mere vil det blive tilbageholdt af den stationzere
fase.

Nér den mobile fase nzesten har niet toppen af pladen, méles hvor
langt pletterne med prevestoffer er vandret op ad pladen. Detekte-
ring af pletterne kan f.eks. ske vha. UV-lys. Ved TLC-metoden



registrerer man forholdet mellem den distance et stof har bevaeget
sig op af den kromatografiske plade, og den distance den mobile
fase har bevaeget sig. Dette forhold, R, beskriver hvordan et stof
fordeler sig i de to faser, ligesom retentionstiden ger det i HPLC-
metoden. I TLC benyttes faktoren, Ry givet ved:

R, = 1og(Ri-1) (3.6)
'F

Eadsforth og Moser (1983), Papp et al. (1982) og Kuchar et al.
(1983) har alle benyttet parameteren Ry, fra TLC til korrelation
med log P,,-data. De fandt, at der er en linezer sammenhzeng
mellem de undersggte stoffers log P,,-vardier og Ry-verdier.

Man kan derfor pd samme mdde, som i HPLC-metoden, fremstille
en referencekurve pa basis af stoffer, hvor log P,,-vardierne pd
forhdnd er kendt fra ryste-kolbe mdlinger. Referencestoffer kroma-
tograferes og Ryvaerdierne for disse bestemme. Man afbilder de
kendte log P,,-vardier som funktion af de milte Ry-veerdier.
Baggrunden for valg af referencestoffer er de samme for TLC som
for HPLC-proceduren (se afsnit 4.1.1).

Provestofferne kromatograferes samtidig med referencerne, og
deres log P, -vaerdier bestemmes ud fra de milte Ry-verdier. Her
geelder ogsd, at jo mere referencestoffer og prevestoffer minder om
hinanden i struktur, des bedre bliver den linezer korrelation. Ifelge
Eadsforth og Moser (1983) kan TLC-metoden anvendes til stoffer,
der har log P,,-vaerdier mellem 0 og 12.

Eadsforth og Moser (1983) ger opmerksom pd, at TLC metodens
reproducerbarhed ikke er s& god som for HPLC-metoden. Maling-
erne kan reproduceres med afvigelser pa ca. + 0.3 log enheder.
Grunden til, at denne metode ikke er lige sd reproducerbar, er, at
den ikke kan automatiseres pd samme mdade som HPLC-procedur-
en. Derudover kan der opstd problemer med at detektere pro-
vepletterne pd pladen.

Metoden er, som HPLC, forholdsvis ufelsom overfor urenheder i
provestoffet. Referencekurver er ogsd en nedvendighed, hvilket
betyder, at ogs& her opnds resultaterne indirekte. Metoden er ikke
lige s& god som HPLC, men der er meget billig og hurtig. TLC er
ikke anvendelig til meget flygtige stoffer, da disse vil fordampe fra
pladens overflade.
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4 Eksperimentel bestemmelse af log P, for
aniliner

4.1 HPLC-metoden

Bestemmelse af log P,, vardier for aniliner ved HPLC er blevet
udfert i overensstemmelse med de retningslinier, der er beskrevet
i OECD guideline nr. 117. De konkrete eksperimentelle betingelser
er beskrevet i det folgende.

4.11 De anvendte stoffer, referencestoffer og
aniliner

Alle de stoffer, der er blevet anvendt til bestemmelse af log P,
verdier, d.v.s. bdde reference- og prevestoffer, har veeret af renest
mulige kvalitet. For referencestoffernes vedkommende og for de
fleste af provestoffernes vedkommende indebar det renheder pa
min. 98 %, mens enkelte af provestofferne havde renheder pd min.
96 % og 97 %. Som tidligere omtalt betyder renheden af stofferne
imidlertid ikke sd meget, nar det drejer sig om HPLC-bestemmelse
af oktanol-vand fordelingskoefficienter, og alle stofferne er derfor
blevet anvendt til mlingerne uden yderligere oprensning. Samt-
lige stoffer er hjemkebt fra firmaerne Merck eller Aldrich.

Reterencestofter

Som tidligere omtalt er et hensigtsmaessigt valg af referencestoffer
afgerende for at opnd gode resultater ved HPLC-metoden. Valget
af referencestoffer tager udgangspunkt i to kriterier. Dels skal
referencestofferne valges s4 deres log P,,-vaerdier daekker hele det
interval, hvor man forventer, at provestoffernes fordelingskoeffi-
cient vil befinde sig. Dels skal man velge nogle referencestoffer,
der i struktur ligner provestofferne mest muligt, da der derved er
den bedste mulighed for at f4 en god korrelation mellem kapaci-
tetsfaktorer og log P,,. OECD guideline nr. 117 anbefaler, at man
benytter mellem 6 og 12 referencestoffer 0g angiver en liste over
stoffer, man kan benytte.

I dette projekt skulle malingerne foretages pa provestoffer, der
udelukkende bestod af anilinforbindelser med forskellige sub-
stituenter. Alle pravestofferne var siledes aromatiske, og alle
indeholdt en aminogruppe. Den omtalte liste over referencestoffer
i OECD guideline indeholder kun 3 aniliner, hvilket ikke var nok



til en fuldsteendig referencekurve. I stedet blev det valgt at benytte
benzenforbindelser som referencer.

Benzenerne er, ligesom anilinerne, aromatiske forbindelser, og de
anvendte referencestoffer indeholdt samme type af substituenter,
som forekom i prevestofferne. Det blev valgt kun at bruge ben-
zener med forskellige substituenter for at have en kemisk homo-
gen gruppe. Det kan vare, at referencekurven under disse be-
tingelser ligger lidt forskudt i forhold til, hvordan den ville se ud,
hvis det havde veeret muligt at fremstille en referencekurve ude-
lukkende af aniliner. Til gengeld ved man s4, at de afvigelser (i
de HPLC-bestemte log P,,, - vaerdier), der kan forekomme i for-
hold til ryste-kolbe veaerdier, sandsynligvis vil kunne forklares ud
fra forskelle i benzen- og anilin-forbindelsernes fysisk-kemiske
egenskaber. Stoffet anilin, var den eneste anilin blandt referencer-
ne, men den blev taget med, idet det er den eneste aromatiske
forbindelse, der kan betragtes som en benzen med en substituent,
der har s lav log P,,,, at hele det interval, vi kunne forvente at
skulle bruge, kunne blive daekket. I tabel 4.1 er angivet, hvilke
referencestoffer, der er blevet brugt til log P,,, - bestemmelser i
dette projekt.

I Referencestof I log P, |

anilin 0.9
|| phenol 1.5
| nitrobenzen 1.9
anisol 21
benzen 2.1
toluen 2.7
chlorbenzen 2.8
ethylbenzen 3.2
" 1,4-dichlorbenzen 3.4
Mrichlorbenzen 42

Tabel 4.1

Ovenstdende referencestoffer er anvendt til bestemmelse af aniliners log
Py vha. HPLC. Alle stofferne er anbefalet af OECD guideline nr. 117
som referencestoffer.

Der blev fremstillet to oplesninger, der indeholdt de nzaevnte re-
ferencer. Den ene oplesning bestod af anilin, nitrobenzen, benzen,
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chlorbenzen, 14-dichlorbenzen og 1,2 4-trichlorbenzen, mens de
resterende stoffer var i den anden oplesning. P4 denne made
kunne retentionstiden for flere stoffer bestemmes ved samme
injektion, hvilket var tidsbesparende, da enkelte af stofferne var
hhv. 18 og 38 minutter om at kromatografere gennem kolonnen
ved den givne eluentsammensztning. Referencerne blev oplost i et
solvent, der havde samme sammensztning som eluenten.

Aniliner

I alt 34 forskellige aniliner er blevet anvendt som provestoffer i
nzrverende projekt. En oversigt over de undersegte aniliner er
vist i Tabel 4.2.

Der blev lavet stamoplesninger af alle anilinforbindelserne i
methanol, og disse blev dernzest fortyndet med et solvent, der
havde samme sammenszetning som eluenten. Preveoplesningerne
blev fortyndet til en endelig koncentration pé ca. 0.05 mg pre-
vestof/ml preveoplesning.

anilin 4-methoxyanilin N-methylanilin
2-chloranilin 4-ethoxyanilin N-ethylanilin
3-chloranilin 2-methylanilin N,N-dimethylanilin
4-chloranilin 3-methylanilin N,N-diethylanilin
2,3-dichloranilin 4-methylanilin 3-hydroxyanilin
2,4-dichloranilin 2-ethylanilin 4-hydroxyanilin
2,5-dichloranilin 4-ethylanilin 2-hydroxy-5-methylanilin
2-bromanilin 2,3-dimethylanilin 4-hydroxy-2-methylanilin
2-nitroanilin 2,4-dimethylanilin S-chlor-2-hydroxyanilin
3-nitroanilin 3,4-dimethylanilin 4-chlor-2-nitroanilin
4-nitroanilin 2,6-diethylanilin 3-chlor-4-methylanilin

3-methoxyanilin

Tabel 4.2
Aniliner for hvilke, der er blevet bestemt log Py

4.1.2 Apparatur og prevebetingelser

Der er blevet benyttet standard apparatur til HPLC bestiende af
en pumpe (Waters), manuel injektor (Rheodyne), kolonnetermo-
stat, fast bolgeleengde UV-detektor (Waters) og integrator (Merck-
/Hitachi).

Som kolonne blev anvendt en 250 mm x 4,6 mm stalkolonne
pakket med materialet Hypersil ODS, 5pm partikler (Bischoff).
Kolonnen var termostateret ved 25 + 0.2°C. Mobil fase var en
blanding (60/40) af methanol og 0.05 M NaH,PO, ,der inden var
justeret til pH 7,0 med NaOH. Til kromatografering af de mest
poleere aniliner var blandingsforholdet methanol/buffer dog
endret til 40/60 for at undgd nogle meget korte retentionstider.
Flowhastighed af mobil fase var 1,0 ml/min. Detektoren var
indstillet il at male ved en belgeleengde pa 254 nm. Injektion af



pravevolumen (20 yl) foregik under anvendelse af en fast loop
med denne starrelse. Loop’en blev fyldt ved injektion (engangs-
sprojte) af ca. 0,5 ml prove.

Til bestemmelse af dedtiden for det kromatografiske system, er
der blevet anvendt en oplesning af ca. 100 mg NaNO, i 25 ml
eluent. Et stofs retentionstid skal korrigeres for denne dedtid for
at f4 den sande tid, som stoffet er blevet tilbageholdt af den
stationzere fase.

4.1.3 Maleprocedure

Efter ved gentagen injektion af en anilin standardoplesning at
have sikret sig, at HPLC systemet var stabilt udfertes kromatogra-
feringen af reference- og preveoplesninger. Forst udfertes ma-
lingerne pd de to referencestofoplasninger. Ved den pageldende
eluentsammenszatning (60 % methanol og 40 % vandig 0.05 M
NaH,PO,-buffer, pH 7,0) var den ene oplesning ca. 40 minutter og
den anden oplesning ca. 20 minutter om at kromatografere alle
stoffer gennem kolonnen. Proveoplesningerne af aniliner injicere-
des herefter. De fleste aniliner kromatograferede gennem kolonnen
p4 under 10 minutter. Kun 2,6-diethylanilin og N,N-diethylanilin
tog leengere tid, nemlig hhv. 10.48 min. og 22,36 minutter. Efter
der blev malt p4 preveoplesninger, méltes referenceoplesningerne
igen.

4.2 Ryste-kolbemetode

Ved udferelse af bestemmelsen af K,,, for anilin med ryste-kolbe
metoden er retningslinierne i OECD guideline nr. 107 blevet fulgt.

4.2.1 Solventer

Forste trin i processen var at matte hhv. oktanol og vandfaser
med hinanden. Dette geres for at undgd volumenzendringer, nar
de to solventer skal blandes i forseget. Der blev benyttet demi-
neraliseret vand renset gennem MilliQ system og 99 % rent n-
oktanol (Merck). 350 ml vand og 350 ml oktanol blev blandet i en
1 liter skilletragt, og denne rystedes grundigt i et par timer vha. en
mekanisk ryste-maskine. Efter henstand blev portioner af de to
meettede solventer udtaget til ryste-kolbe proceduren.
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4.2.2 Maleprocedure

Der blev lavet en stamoplesning med anilin oplest i oktanol, hvor
koncentrationen var 2.5 mg anilin/ml. Vha. denne stamoplesning
fremstilledes 6 blandinger, hvor af de to og to havde samme
blandingsforhold. Der er sdledes lavet blandinger med tre for-
skellige forhold af vand og oktanol. I appendix A kan man se en
beskrivelse af blandingsforholdene.

Vand og oktanol blev blandet i de enskede forhold, s man i alt
havde 8 ml blanding i et 10 ml centrifugeglas med slib. Efter
blanding af de to faser rystedes hver af de 6 glas i 7 minutter ved
hdndkraft. De 6 proveblandinger stod natten over og blev centrifu-
geret i 10 minutter dagen efter for at sikre en ordentlig faseadskil-
lelse.

Derefter blev udtaget en prove af hhv. vandfase og oktanolfase fra
hver blanding til analyse ved HPLC. Analysebetingelserne var
identiske med de HPLC betingelser, der blev benyttet til bestem-
melse af K,,, verdier for anilinerne (afsnit 4.1.2). De udtagne
prover blev fortyndet hhv. 10 gange for vandfasens vedkommende
og 25 gange for oktanolfasens vedkommende, idet det p4 forh&nd
var blevet checket, hvilke koncentrationer af anilin man kunne
detektere vha. HPLC. Fortyndingerne blev foretaget med solvent,
der havde samme sammensatning som eluenten, d.v.s. 60 %
methanol og 40 % NaH,PO,-buffer, pH 7,0.

4.3 Resultater

4.3.1 HPLC-metoden

Retentionstiderne for referencerne blev milt to gange dagligt og
ud fra et gennemsnit af disse mdlte vaerdier kunne referencekur-
ven optegnes. I figur 4.2 er en afbildning af referencekurven vist.
Regressionslinien man far ud fra denne afbildning er:

logP,, = (2.043:0.013)logk’ + (1.653+0.018); r2 = 0969 (4.1)

Som det ses af referencekurven betyder hydroxygruppen i phenol,
at stoffet tilsyneladende kromatograferer for hurtigt igennem
kolonnen i forhold til forventet ud fra den linezere sammenhzng.
Det kan skyldes, at stoffet ved pH = 7.0 er delvist ioniseret sale-
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Figur 4.2
Referencekurve til bestemmelse af aniliners log Poy,.

des, at det er mere polert end det ellers ville vaere pd den neutrale
form. At punktet (som er punktet ud for log Py = 1.5) pa referen-
cekurven ligger sa forholdsvis langt over selve regressionslig-
ningen ger, at kurven bliver rykket lidt opad i det omrdde, hvor
man har de lave log Pgy - vardier. Det betyder, som det fremgar
af naeste afsnit, at log Pq,y, for anilin bestemmes for hgj i forhold til
ryste-kolbe vaerdierne for dette stof.

Som beskrevet i afsnit 4.1.2, er retentionstiden for hydroxyaniliner-
ne og 4-nitroanilin blevet malt ved andre betingelser end resten af
anilinerne. For at opnd en tilpas lang retentionstid for disse stoffer,
blev der skiftet til en eluent, der havde sammensatningen 40 %
methanol og 60 % 0.05 M vandig NaH,PO, buffer. Desuden blev
der kun benyttet 7 af de 10 referencestoffer (de tre referencestoffer
med de storste k’-veerdier blev udeladt, p.g.a. for lange retentions-
tider), hvilket gav regresssionsligningen i (4.2).

logP,=1.430logk’ + 0.989; r*=0.961 (4.2)
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Ovenstdende regressionsligning er ikke angivet med standardaf-
vigelse, da der kun er blevet milt med denne eluentsammensaet-

ning 1 dag.
stofnavn gennemsnitlig
retentionstid
(min.)
anilin 3.69 - 0.305 1.01
2-chloranilin 5.15 0.035 1.72 "
3<hloranilin 494 0.000 1.65
4-chloranilin 4.94 0.000 1.63
2,3-dichloranilin 8.01 0.350 2.34 "
2,4-dichloranilin 9.03 0.424 252 “
2,5-dichloranilin 8.39 0.380 242
2-bromanilin 5.73 0.121 1.87
2-nitroanilin 4.69 - 0.046 1.54
3-nitroanilin 4.02 -0.202 1.22
4-nitroanilin® 6.19 - 0.310 1.02
2-methylanilin 4.37 -0.114 142
3-methylanilin 4.46 - 0.094 1.44
4-methylanilin 4.52 - 0.081 1.47
N-methylanilin 5.08 0.024 1.69
3-methoxyanilin 3.61 - 0.338 0.96
4-methoxyanilin 3.46 -0.397 0.84
2-ethylanilin 5.41 0.077 1.82
4-ethylanilin 5.85 0.136 192
N-ethylanilin 6.39 0.201 208
2,3-dimethylanilin 5.27 0.054 1.79
2,4-dimethylanilin 5.63 0.108 1.90
3 4-dimethylanilin 5.41 0.076 1.83
N,N-dimethylanilin 9.10 0.430 254
| I R
Tabel 4.3

Tabellen viser retentionstiden i minutter, den logaritmerede kapacitets-

faktor og den HPLC-bestemte log Poy, - verdi, for 34 forskellige aniliner.

For de stoffer, der er markeret med * , er regressionsligning (4.2) an-
vendt. (4.1) er anvendt til de ovrige.



stofnavn gennemsnitlig
retentionstid
(min.)

2,6-diethylanilin 10.48 0,511 2,67
N,N-diethylanilin 22.36 0.906 3.49
4-ethoxyanilin 397 -0.217 1.23
2-amino-m-kresol 3.55 -0.359 091
2-amino-p-kresol 3.55 -0.359 091
4-chlor-2-nitroanilin 8.11 0.359 237
5-chlor-2-hydroxyanilin 3.87 -0.247 1.14
3-chlor-4-methylanilin 6.46 0.210 209
3-hydroxyanilin’ 3.32 -0.493 0.28
4-hydroxyanilin’ 3.05 -0.670 0.03

Tabel 4.3 (fortsat)

Tabellen viser retentionstiden i minutter, den logaritmerede kapacitets-
faktor og den HPLC-bestemte log P - vaerdi, for 34 forskellige aniliner.
For de stoffer, der er markeret med * , er regressionsligning (4.2) an-
vendt. (4.1) er anvendt til de ovrige.

Retentionstiderne er blevet bestemt for 34 forskellige aniliner.
Tiderne er korrigeret for dedtiden og kapacitetsfaktoren er ud-
regnet. Dernzest er log Py, fundet vha. de beregnede regressions-

ligninger.

I tabel 4.3 er samtlige aniliners retentionstid, kapacitetsfaktor og
log Py, - veerdi angivet. Dedtiden, der er brugt til beregning af
kapacitetsfaktoren, sammen med de enkelte stoffers retentions-
tider, var bestemt til at vere t, = 2.47 min for stoffer, der folger
regressionsligning (4.1) og t, = 2.51 min for stoffer, der felger (4.2).

4.3.2 Ryste-kolbemetoden
Koncentrationsindholdet af anilin i hhv. oktanol og vandfase er
givet i appendix A. Som det samlede resultat blev det fundet, at
oktanol-vand fordelingskoefficienten for anilin er :

log Pow = 0.86 + 0.01 4.3)

Resultatet har en absolut afvigelse fra den HPLC-bestemte vaerdi
pa 0.15 log enheder og en relativ afvigelse pd 14.8 %. En afvigelse
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pa under 0.2 log enheder m4 siges at veere tilfredstillende. En af
drsagerne til, at anilin har s4 stor relativ afvigelse, kan, som tid-
ligere beskrevet, formentlig forklares ud fra referencekurven, idet
phenol referencestoffet ligger en del over regressionslinien, og
derfor flytter linien opad i forhold til anilin.

4.4 Diskussion og konklusion

De fundne log P, - verdier, er blevet sammenlignet med data fra
litteraturen. Det er log Py, - vaerdier, der dels er bestemt ved
ryste-kolbe forseg og dels ved andre HPLC-mélinger. Tabel 4.4
viser en sammenligning af de her opndede resultater med oktanol-
vand fordelingskoefficienter, der er fundet vha. ryste-kolbe meto-
den. Ryste-kolbe data er samlet og udgivet af Leo et al.(1971).

Da den relative afvigelse er meget stor p4 hydroxyanilinerne, fordi
log Py, - veerdierne er meget sma, er disse ikke medtaget i be-
regningen af den gennemsnitlige afvigelse af egne resultater fra
litteraturveerdier. Som det ses i tabellen, er der kun en gennem-
snitlig afvigelse pd 9.2%. Hvis man kigger p4 afvigelserne mellem
de to szt af data i log enheder, gelder der, at oktanol-vand for-
delingskoefficienterne, der er fundet ved HPLC, ikke afviger mere
end 0.2 log enheder fra ryste-kolbe vardierne for de fleste stoffer.

Eadsforth (1983) beretter, at man kan opnd resultater, der afviger
max. 1 log enhed fra ryste kolbe vaerdier, mens hhv. Haky (1987)
og Harnisch (1983) beskriver, at de ved at benytte referencestoffer,
der er strukturelt beslegtet med provestofferne, opndr, at afvigel-
serne er pd max. 0.2 log enheder, hvilket man anser for godt.

Log Pow, mdlt i dette projekt, afviger for de fleste stoffers ved-
kommende med under 0.2 log enheder. Der er kun 4 aniliner, hvor
afvigelsen er sterre.

Hvis man ser pd afvigelsernes fortegn i tabel 4.4, er der en tydelig
tendens, idet fortegnet athanger af, hvilken substituent der sidder
pa anilinmolekylet. Ved HPLC-malingerne, med den givne re-
ferencekurve, bestemmes log Poy for lave for de chlorerede anili-
ner i forhold til ryste-kolbe veaerdierne. Det samme gaelder for
nitroanilinerne, mens log P, for methylanilinerne, bestemmes for
hoje.

De omtalte afvigelser viser, at anilinforbindelsernes egenskaber
varierer med hvilken substituent, der er p4 grundmolekylet. De
chlorerede aniliner er f.eks mere fedtopleselige end forventet udfra
regressionsligningen, mens de methylerede aniliner er mindre



Stofnavn log Pow* log Pow™ | afvigelse i afvigelse*
log enheder (%) f

anilin 1.01 0.94 007 - +74
2-chloranilin 1.72 191 0.19 -99
3chloranilin 1.65 1.89 0.24 -127
4-chloranilin 1.63 1.83 0.20 -109
2,3-dichloranilin 234 2.78 044 -158
2-bromanilin 1.87 2.29 0.42 -183
2-nitroanilin 1.54 1.81 0.27 - 149 ||
3-nitroanilin 1.22 137 0.15 -109 “
4-nitroanilin 1.23 1.39 0.16 -115
2-methylanilin 142 1.31 0.11 + 8.3

[| 3-methytanilin 1.44 142 0.02 +14
4-methylanilin 147 1.40 0.07 +5.0 '
N-methylanilin 1.69 1.74 0.05 -29
3-methoxyanilin 0.96 0.93 0.03 +3.2
4-methoxyanilin 0.84 095 0.11 -116
N-ethylanilin 2.08 226 0.18 -80
N,N-dimethylanilin 254 2.46 0.08 +3.3
3-hydroxyanilin 0.28 0.16 0.12 + 750
4-hydroxyanilin 0.03 0.04 0.01 - 250 j'

gennemsnitlig afvigelse (uden hydroxyanilinerne) 9.2 JI

Tabel 4.4

Sammenligning mellem egne resultater og rystekolbe-resultater, der er
givet af Leo et al. (1971). Hydroxyanilinerne er ikke medtaget i det
samlede gennemsnit, da deres fordelingskoefficienter er sd smd, at den
relative afvigelse bliver meget stor, selvom den absolutte afvigelse er lille.

* egne resultater
** Ryste-kolbe verdier fra Leo et al. (1971).
Log P,,-vaerdierne er et gennemsnit af de veerdier, der er angivet i referencen.
# De procentiske afvigelser er givet som log P,,"s
afvigelse fra log P,,,".

39



40

fedtopleselige, idet disse stoffers log Pgyy, bestemt ved ryste-kolbe
forseg, hhv. ligger over og under de vardier, der forudsiges vha.
benzenreferencekurven. Benzenreferencekurven kan derfor ikke
gengive log Py, lige godt for alle typer af anilinforbindelser. Det
ville derfor vaere optimalt med en referencekurve for hver type
anilin, en til chlorerede aniliner, en til methylerede aniliner, etc.
Det er imidlertid ikke praktisk muligt at finde s4 mange forskelli-
ge referencestoffer, at alle anilinforbindelserne bliver beskrevet lige
godt. Det nyttige ved sammenligningen i tabel 4.4 er, at man kan
se, at anilinforbindelsernes egenskaber andres med substituenten.
Desuden er det en fordel, ndr man skal anvende de malte log Pow -
vaerdier, at man ved for hvilke typer af anilinforbindelser, man
kan forvente de sterste afvigelser.

Der er flere i litteraturen, der vha. HPLC har bestemt log Pg,, for
nogle af de her undersggte aniliner. De nzeste 3 tabeller viser en
sammenligning af egne resultater med andres HPLC-bestemte log
Pow - veerdier. Da de opnéede resultater kan afhange af de an-
vendte HPLC-betingelser og iser af den anvendte referencekurve,
er der specificeret, under hvilke betingelser malingerne er fore-
taget.

Tabel 4.5 viser oktanol-vand fordelingskoefficienter for 11 aniliner,
der er bestemt ved HPLC. De data der sammenlignes med stam-
mer fra Carlson (1975), og de er bestemt under anvendelse af en
Cig-kolonne med eluentsammensatninger, der har haft et varieren-
de forhold af vand og acetone. Carlson har ekstrapoleret de fund-
ne kapacitetsfaktorer til rent vand, jvnf. afsnit 4.1.3. Der er be-
nyttet ryste-kolbe veerdier for samtlige de undersggte aniliner til at
fremstille regressionsligningen for korrelation mellem k’ og log
P, De malte kapacitetsfaktorer er forst blevet benyttet til at
fremstille regressionsligningen, og der efter er de igen blevet
indsat i denne ligning, hvorved man s4 har reestimeret deres log
Pow. Der er ikke blevet bestemt log P, for andre stoffer end dem
der selv optraeder i reggresionsligningen. De anvendte stoffer er
ikke angivet som referencestoffer i OECD guideline nr. 117.

Som det ses er der bedre overensstemmelse mellem Carlsons
HPLC-bestemte oktanol-vand fordelingskoefficienter og ryste-
kolbe-vaerdierne fra Leo et al. (1971), ndr det gelder de chlorerede
aniliner og til dels ogs nitroanilinerne, end det er tilfzldet for de
log Poy, der fundet i dette projekt. Det skyldes formodentlig, at
deres referencekurve bestar af anilinerne selv, hvilket betyder at
regressionsligningen bliver god for netop disse stoffer. Dette
projekts resultater stemmer bedre overens med ryste-kolbe veerdi-
erne, end Carlsons, nr det geelder aniliner, der indeholder met-

hyl- og methoxygrupper.



Stofnavn logeow | 1ogPow | logPow || afvi- afvigel- | afv-

™ *9 +) gelse | seaf* igelse
af * fra af **
fra + (%) fra +
e (%)
(%)
r—_——-—-——-—_— {

anilin 1.01 095 094 + 6.3 +74 + 1.1

2-chloranilin 1.72 191 191 -99 -99 0.0

4-chloranilin 1.63 1.85 1.83 -119 -10.9 + 2.1

2,4-dichloranilin 252 2.75 - -84

3-methoxyanilin 0.96 1.11 093 -135 +32 |+194

4-methoxyanilin 0.84 0.72 0.95 +167 | -11.6 -242

2-methylanilin 1.42 143 1.31 -07 +83 +9.2
3-methylanilin 1.44 1.45 142 -07 +14 + 2.1

J

' —i
4-methylanilin 1.47 148 1.40 -07 +5.0 + 5.7
2-nitroanilin 1.54 1.62 1.81 -49 -149 |-105

fl
3-nitroanilin 1.22 1.50 1.37 -18.7 -10.9 + 9.5

gennemsnitlig afvigelse i (%) 84 84 84
Tabel 4.5

De tre forste kolonner er log Poy, - data fundet ved hhv. HPLC og ryste-
kolbe forsag.Indeks til de tre kolonner er forklaret i det nedenstdende. De

sidste tre kolonner er sammenligninger mellem resultaterne i de forste tre
kolonner.

* Egne resultater

** De eksperimentelle data er fremkommet pa basis af en referencekurve, der er
lavet ud fra ryste-kolbe litteraturdata for samtlige aniliner i undersegelsen. De
HPLC bestemte veerdier stammer fra: Carlson (1975).

+ Ryste-kolbe resultater fra Leo et al. (1971), som ogsd er givet i tabel 4.4.

Overensstemmelsen mellem egne og Carlsons resultater er rimelig
god. Her ses de sterste afvigelse for de chlorerede aniliner og de
aniliner, der indeholder methoxygrupper. Log Poy, fundet ud fra
kendskab til ryste-kolbe vaerdier for samtlige aniliner i under-
sogelsen, kan for visse anilinforbindelser gengives bedre end det
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er tilfeldet med log Py, fundet vha. benzenreferencer. Til gen-
geld forudsiges der bedre log P, - vardier for methylaniliner
vha. benzenreferencestofferne, hvilket formodentlig skyldes, at
deres lipofile egenskaber minder mere om benzenernes.

Den gennemsnitlige afvigelse mellem de to forsags HPLC-be-
stemte resultater er pd 8.4 %, hvilket generelt m4 tilskrives brug af
de to forskellige referencekurver. Til gengaeld afviger begge typer
resultater ogsd med 8.4 % fra ryste-kolbe vzerdierne, hvorfor man
ikke kan sige, at den ene HPLC-metode generelt er bedre end den
anden, men at de er gode til at forudsige log Py for forskellige
anilintyper.

Stofnavn | logPoy | logPgy | logPoy afvigel- | afvigel- | afvi-
® 9 +) seaf * | seaf* gelse
fra ** fra + af **
(%) (%) fra +
L (%)
anilin 1.01 0.90 0.94 +12.2 +74 -4.3
2-chloranilin 1.72 1.99 191 -125 -99 +4.2
3-chloranilin 1.65 2.00 1.89 -17.5 -127 +58
4~chloranilin 1.63 2.02 1.83 -193 -109 +10.4
2,3-dichlorani- 234 271 2.78 -137 -15.8 +25
lin
2,4-dichlorani- 252 278 - -94 - -
lin
2,5-dichlorani- 242 275 - -120 - -
lin
gennemsnitlig afvigelse i (%) 13.8 11.3 5.4
Tabel 4.6

Sammenligning mellem egne og Hammers (1982) HPLC-bestemte
oktanol-vand fordelingskoefficienter, og sammenligning af begge disse
med ryste-kolbe veerdier.

* 4-chlorphenol er ikke med i benzen-referencekurven.
** HPLC bestemte log P,,-vaerdier fra: Hammers (1982).
+ Ryste-kolbe veerdier fra Leo et al. (1971).



I tabel 4.6 er vist en sammenligning mellem vore resultater og
oktanol-vand fordelingskoefficienter bestemt af Hammers (1982).
De log Py -vaerdier, der sammenlignes med, er ogsé bestemt vha.
HPLC, og i dette tilfelde har man benyttet referencekurven til at
bestemme log Py for stoffer, der ikke selv indgdr mellem referen-
cestofferne. Det vil sige, at de har anvendt referencekurven pd
samme mdade, som det er gjort i dette projekt.

Hammers har udfert mélingerne pa en C;g-kolonne, og har be-
nyttet eluenter med varierende sammenszetning af methanol og
vand, idet kapacitetsfaktorerne er blevet ekstrapoleret til rent
vand. Som referencestoffer er benyttet et stort antal aromatiske
forbindelser, her i blandt findes chloraniliner, chlorbenzener og
chlorphenoler.

Som det ses i tabel 4.6 er der ikke s& god overensstemmelse
mellem egne og Hammers resultater, og Hammers resultater
stemmer bedre overens med ryste-kolbe veerdierne. Det skyldes
formodentlig, at Hammers har haft mange chlorholdige stoffer i
referencekurven, der ialt bestdr af 38 stoffer. Det er et bedre
grundlag end vore ni referencestoffer, hvoraf kun er tre er chlore-
rede forbindelser og ingen er aniliner. De stoffer Hammers be-
nytter som referencestoffer er ikke p4 listen over anbefalede stoffer
i OECD guideline nr. 117. Det er et eksempel pd, at man kan opnd
bedre resultater for log Poy - bestemmelsen for anilinerne, hvis
man koncentrerer sig om en enkelt type substituent, nemlig chlor.

Den neeste tabel, tabel 4.7, er interessant ud fra det synspunkt, at
Konemann (1979), har bestemt log P, for aniliner med naesten de
samme forspgsbetingelser som i dette projekt. Konemann har malt
pa en C;;-kolonne, og der er benyttet en eluent med 70 % metha-
nol og 30 % vand. Han har ikke anvendt buffer. Ligesom ved
disse malinger er kapacitetsfaktoren, ikke ekstrapoleret til rent
vand. Som referencer er benyttet chlorbenzener, som han selv har
bestemt ryste-kolbe vaerdier for. 54 referencestofferne minder om
dem, der er brugt til mdlingerne i dette projekt.

Som det fremgdr af tabel 4.7, er der en meget god overensstem-
melse mellem Kénemanns og vore resultater. Disse er opndet
under nasten identiske betingelser, og kan derfor betragtes som et
udtryk for, at HPLC-metoden har en rimelig god reproducer-
barhed.

Der er kun en gennemsnitlig afvigelse mellem de to forsegs
resultater pd 4.7 %, hvor afvigelserne er bade positive og negative,
selvom det udelukkende drejer sig om aniliner med chlorsubstitu-
enter. Det vil sige, at der er ikke en systematisk afvigelse pa
resultaterne. Afvigelserne, der er givet i tabel 4.7, ma skyldes
usikkerhed p4 selve malingerne og stammer ikke fra forskelle i
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referencekurven. Begge forsegsrakker afviger med ca. 10.5 % fra
ryste-kolbe veerdierne og har begge bestemt for lave log Pow
veerdier i forhold til disse.

I de to forskellige forseg har man brugt lidt forskellige eluentsam-
mensztninger, og alligevel stemmer resultaterne godt overens. Det
kan man tage som udtryk for, at det ikke er nedvendigt at eks-
trapolere kapacitetsfaktorerne til rent vand.

—_ |
Stofnavn afvigelse | afvigel- | afvig-
af * fra se af * else af
b fra + ** fra +
(%) (%)
|
DT RV U RS v_ﬁ_—ﬁ
anilin 1.01 091 0.94 +11.0 +74 -3.2
2-chloranilin 1.72 1.74 191 -1.1 -99 -89
3-chloranilin 1.65 1.57 1.89 +5.1 -127 -169
4-chloranilin 1.63 157 1.83 + 3.8 -109 -14.2
2,4-dichlorani- 252 2.64 - -45 - -
lin
2,5-dichlorani- 242 249 - -28 - -
lin
gennemsnitlig afvigelse i (%) 4.7 10.2 10.8
Tabel 4.7

Sammenligning af egne og Kenemanns HPLC opndede resultater. Begge
resultatreekker sammenlignes med ryste-kolbe veerdier fra tabel 4.4.

* egne resultater
** HPLC bestemte log P, -veaerdier fra: KSnemann (1979).
+ Ryste-kolbe veerdier fra Leo et al. (1971).

Anilins oktanol-vand fordelingskoefficient blev ved ryste-kolbe
forseget fundet til log Py = 0.86, mens det ved HPLC-metoden
blev fundet, at log Poy = 1.01. Det er en relativ afvigelse pa 14.8 %
og en absolut afvigelse p& 0.15 log enheder. En afvigelse, der er
mindre end 0.2 log enheder kan anses for godt, og desuden kan
man, i hvertfald delvis, forklare afvigelsen ud fra to aspekter. Dels
sd vi, at referencekurven (fig 4.2) blev forskubbet opad for de lave
log Pow p-g-a phenol. Det vil sige, at man ved HPLC-metoden
kommer til at bestemme vardien noget hajere end den er opgivet
til i OECD guideline nr. 117, nemlig 0.9. Desuden kan den store
afvigelse ogsa skyldes den store variation, som man observerer i
log Poy, - veerdierne ved ryste-kolbe forsag. Saledes fandtes ved en



laboratoriesammenligningstest udfert af Harnish (1983), at resulta-
terne fra bestemmelse af log Pqy for anilin varierede indenfor et
interval pa 0.58 log enheder, nemlig fra 0.87 til 1.45 og med et
gennemsnit pd 1,01. Resultatet af den i dette projekt udferte ryste-
kolbe bestemmelse ligger derfor lige udenfor dette interval.

I dette projekt er HPLC-metoden valgt til bestemmelse af log Pow
for 34 forskellige anilinforbindelser, idet denne metode forekom-
mer hurtig, let tilgeengelig og giver mulighed for en god reprodu-
cerbarhed, men det er ogsd blevet afprevet hvordan ryste-kolbe
metoden virker i praksis.

Bestemmelse af et enkelt stofs oktanol-vand fordelingskoefficient
vha. ryste-kolbe metoden tager meget lang tid, idet iseer analyser-
ne af hhv. oktanol og vandfasen er tidskreevende. Man kan be-
stemme log Poy for en anilinforbindelse pa 1-2 dage ved ryste-
kolbe metoden, mens man ved anvendelse af HPLC kan bestemme
7-9 aniliners log Poy pa én dag.

Man bruger til gengeeld forholdsvis lang tid pa at finde passende
forsagsbetingelser ved HPLC-mdlingerne, nemlig fastleeggelse af
eluentsammenszatning samt af hvilke referencestoffer, der skal
anvendes. Ved ryste-kolbe metoden skal man bruge tid pa at finde
en passende analysemetode, hvilket kan vere tidskraevende. I
dette projekt blev der ikke brugt meget tid pa at finde en analyse-
metode til ryste-kolbe metoden, da det pa forhdnd var kendt fra
de forudgdende log Poy-bestemmelser pd HPLC, at anilin kunne
kromatograferes vha. HPLC. Der kan derfor veare lange forbe-
redelser til begge metoder, men hvis man kun skal analysere
ganske f4 stoffer, kan man overveje at bruge den traditionelle
ryste-kolbe metode. Jo flere stoffer man har, jo bedre kan det
betale sig at benytte HPLC.

Med hensyn til de opndede log Py for de 34 aniliner ma man
sige, at en gennemsnitlig relativ afvigelse p& 9.2 % er godt, men
man skal veere opmaerksom p4, at storrelsen og fortegnet for
afvigelsen afhaenger af hvilken substituenter, der er pa anilin-
molekylet. Iszr for chlorforbindelsernes blev det observeret, at
oktanol-vand fordelingskoefficienter systematisk bestemmes for
lave.

Der blev ligeledes observeret systematiske afvigelse for aniliner
med nitro- og methylgrupper. Det er en indikation af, at forskelli-
ge substituenter pd anilinmolekylet zendrer anilinforbindelsens
egenskaber, hvilket man skal tage med i overvejelserne, ndr de
fundne log Py, beregnes i hhv. UNIFAC og QSAR-modeller. Ndr
man har disse variationer i anilinforbindelsernes egenskaber, og
samtlige log Poy er bestemt ud fra den samme referencekurve, er
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en gennemsnitlig afvigelse fra ryste-kolbe veerdierne pd 9.2 % et
rimeligt resultat.

Ved sammenligning af egne resultater med HPLC-bestemte log
Pow for anilinforbindelser har man kunnet f4 et indtryk af, i hvor
hoj grad de fundne resultater afhzenger af den valgte referencekur-
ve. OECD guideline nr. 117 angiver siledes ogs4, at valget af
referencestofferne er det vigtigste i HPLC-metoden.

Der er god mulighed for at reproducere log P,,-vaerdier fundet
ved HPLC-mélinger ved, at man anvender samme kolonne, eluent
og referencestoffer. Dette er verificeret i denne undersagelse, da
der er meget god overensstemmelse mellem oktanol-vand forde-
lingskoefficienter bestemt i to forskellige projekter, men med nz-
sten samme forsegsbetingelser.

5 Eksperimentelle log P, for aniliner an-
vendt til estimering af UNIFAC-parametre

5.1 UNIFAC-modellen

UNIFAC er en gruppebidragsmodel (Fredenslund et al., 1977). de-
en med gruppebidragsmodeller er, at man reducerer mange tusin-
de kemiske stoffer til ca. hundrede funktionelle grupper, som
samtlige stoffer er sammensat af. F.eks. har man, at linezre alka-
ner er opbygget af grupper som -CH3 og -CH2, mens aromatiske
forbindelser indeholder grupper som ACH, hvor A betyder, at
CH-gruppen indgdr i den aromatiske ring.

UNIFAC benyttes til at beregne aktivitetskoefficienter. I UNIFAC
modellen er aktivitetskoefficienten opdelt i to bidrag, et kombi-
natorialt bidrag, der afhznger af molekylernes storrelse og form,
og et residualt bidrag, der stammer fra de energimaessige inter-
aktioner mellem molekylerne (grupperne).

lny, = 1ny§ + 1ny% (5.1)



Det er i den residuale del af aktivitetskoefficienten, at de sdkaldte
gruppe interaktionsparametre, a,,, indgdr. Disse parametre er
estimeret ud fra faseligevaegts data for binzre systemer. En mere
detaljeret gennemgang af UNIFAC modellen er givet af Fredens-
lund et al. (1977). I appendix B gives der en kort beskrivelse af
modellen.

5.2 Log Py beregning vha. UNIFAC-modellen

Gennem aktivitetskoefficienterne kan UNIFAC benyttes til at be-
regne fysisk-kemisk parametre af betydning for miljeet (Chen et
al. 1993). Ved hjelp af UNIFAC kan man f.eks. forudsige oktanol-
vand fordelingskoefficienter, som beskrevet af Chen og Holten-
Andersen (1992).

P, = 0.151 JYw.OMIFAC (5.2)
Yo, unrrac

Indeks UNIFAC referer til, at aktivitetskoefficienterne er bestemt
vha. UNIFAC modellen, mens indeks o og w referer til, at aktivi-
tetskoefficienten for stoffet er bestemt i hhv. oktanol og vand.
Betegnelsen o referer til, at aktivitetskoefficienterne er beregnet
ved uendelig fortynding.

UNIFAC-modellens evne til at gengive fordelingskoefficienter for
anilinforbindelser undersgges ved at sammenligne de log Poy -
veerdier, man beregner med UNIFAC, med de log Py -veerdier,
der kendes fra de eksperimentelle mélinger, der er udfert i pro-
jektet. Som man kan se i tabel 5.4, kan UNIFAC, med de nuveeren-
de interaktionsparametre, ikke gengive oktanol-vand fordelings-
koefficienter lige godt for alle anilinforbindelserne.

For at opnd en bedre overensstemmelse mellem log Py, beregnet
med UNIFAC, og de eksperimentelt bestemte log Pqy - veerdier,
blev der estimeret nye veerdier for seks af gruppe interaktions-
parametrene i UNIFAC-modellen.
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5.3 Parameterestimering

5.3.1 Program til parameterestimering

Til at estimere nye veerdier for gruppe interaktionsparametrene i
UNIFAC-modellen benyttes et Fortran program, der hedder P-
RAK.FOR (Institut for Kemiteknik, DTH, 1988).

For at kunne estimere parametre til UNIFAC, vha. PRAK.FOR
programmet, skal der, vha. en inddatafil, indlzeses eksperimentelle
ligeveaegsdata for binzere systemer. I datasattene indgdr eksperi-
mentelt bestemte vaerdier for aktivitetskoefficienterne, v, for stoffer
i binzere blandinger. Desuden skal den temperatur og sammen-
seetning, hvorved y er fundet, angives.

Hvis man skal estimere parametre ud fra anilinforbindelser i uen-
delig fortynding i vand, behever man kun to eksperimentelt be-
stemte storrelser, nemlig aktivitetskoefficienten for anilin i uende-
lig fortynding i vand, v,,~, og den temperatur den er bestemt ved.
De andre storrelser er pa forhdnd fastlagt, nir det geelder uendelig
fortynding. Det vides nemlig, at molbreken for vand er 1.0, mens
molbreken for anilinforbindelsen er 0.0 og aktivitetskoefficienten
for vand er 1.0.

I PRAK.FOR programmet skal man selv indlase alle de nedvendi-
ge parametre og konstanter til UNIFAC-modellen for de stoffer,
der optraeder i de anvendte dataszt. I inddatafilen skal man desu-
den angive, hvilke gruppe interaktionsparametre man ensker at
estimere, ligesom det angives, hvor mange dataszet man anvender
til parameter estimeringen. Hvis man er interesseret i yderligere
information om inddatafilen til PRAK.FOR henvises til appendix
B.

PRAK.FOR programmet finder, ved gentagne iterationer, de veer-
dier for gruppe interaktionsparametrene, hvor modellen beregner
aktivtetskoefficienter, der stemmer s godt overens med de ind-
leeste, eksperimentelle, veerdier som muligt. Til at minimere for-
skellen mellem den, vha. UNIFAC, beregnede aktivitetskoefficient
og den eksperimentelt bestemte, benyttes objektfunktion, F, vist i
(5-3). Yunmac er aktivitetskoefficienten beregnet vha. UNIFAC-mo-
dellen, mens Ygsp, er den eksperimentelle vaerdi.

F= E (Y owrrac™Y gxsp. ) 2 (5.3)



Efter at have minimeret forskellen mest muligt giver programmet,
i en uddatafil de nye vaerdier for interaktionsparametrene. For-
uden disse parametre, angiver programmet de beregnede aktivi-
tetskoefficienter. Til sidst skal det naevnes, at PRAK.FOR program-
met udelukkende kan benyttes til beregning af aktivitetskoefficien-
ter, hvilket benyttes senere.

5.3.2 v,,~ til estimering af interaktionsparametre

Som beskrevet i foregdende afsnit, skal man kende den eksperi-
mentelle veerdi for v,,” for anilinforbindelserne for at kunne ud-
fore parameterestimering med PRAK.FOR. I de her tilfeelde kender
man kun de eksperimentelle log P, for anilinforbindelserne, s&
derfor m4 y,,” bestemmes ud fra denne sterrelse for at parame-
terestimeringen kan udferes.

Ved kendskab til den eksperimentelle vardi for log Pq, for et stof
kender man forholdet mellem aktivitetskoefficienterne for et stof i
uendelig fortynding i hhv. vand og oktanol, jvnf. formel 2.1. Man
kender altsd ikke direkte de eksperimentelle veerdier for hhv. ¥,,”
og Y,~. Hvis man beregner den ene af disse aktivitetskoefficienter
vha. UNIFAC-modellen og antager, at den veerdier er i god over-
ensstemmelse med den eksperimentelle vaerdi, som man ikke ken-
der, sd kan man, vha. formel (5.2), beregne den anden aktivitets-
koefficient.

Fordelingskoefficienter bestemt vha. af udtrykket i (5.2) giver de
mest trovaerdige veerdier, hvis UNIFAC-modellen med de eksi-
sterende interaktionsparametre, kun bruges til at beregne stoffets
aktivitetskoefficient i oktanolfasen, y,, og man bruger en eksperi-
mentel verdi for stoffets aktivitetskoefficient i vand, hvilket er
beskrevet af Campell (1985). Man kan, pd denne baggrund, antage,
at UNIFAC-modellen er god til at forudsige stoffers aktivitetskoef-
ficienter i uendelig fortynding oktanol, men ikke lige sd godt i
vand.

Ved udferelsen af parameterestimeringen i dette projekt, er det
derfor antaget, at ¥, , beregnet vha. af UNIFAC, stemmer godt
overens med de virkelige veerdier, selvom man ikke har kendskab
til disse for de undersogte anilinforbindelser.

Efter ovenstiende antagelse kender man hhv. log Pgy 0g v, for
anilinerne, hvorved man vha. (5.2) kan bestemme ¥,,”. Det er
denne v,,~-verdi, der indleses som den eksperimentelle veerdi i
PRAK.FOR programmet.
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Nedenstdende er en skitsering af, punkt for punkt, hvordan Yo
findes til parameterestimeringen.

1. Den eksperimentelle log Py er kendt for anilinerne.

2. Det antages, at UNIFAC beregner y,>, tilfredsstillende, s& man
kan anse den for en god tilnaermelse til den eksperimentelle
veerdi, som man ikke kender.

3. Yw beregnes ud fra nedenstiende formel

YoPou (5.4)

Yw= 9151

4. Nér v,,” er fundet vha. ovenstiende formel og ovenstiende
antagelser, kan vardien indlzeses sammen med den eksperi-
mentelle maletemperatur. ( i dette projekt altid T = 298.0 K)

Herefter kan programmet keres og de enskede gruppe interak-
tionsparametre estimeres.

5.4 Opnédede resultater

5.4.1 Interaktionsparametre

Som man vil kunne se i tabel 5.4 og 5.5 er UNIFAC, med de ek-
sisterende gruppe interaktionsparametre, iszer darlig til at forud-
sige log Poy for chlorholdige aniliner, og aniliner der indeholder
nitrogrupper. Derfor er der estimeret nye verdier for interaktions-
parametrene mellem vand og hhv. ACCl og ACNO,. A beskriver,
som fer, at den funktionelle gruppe er bundet til et kulstofatom,
den indgdr i en aromatisk ring. Der er siledes estimeret nye var-
dier for interaktionsparametrene a, 1o 300. ACCl @ACNO2-H20

08 a20-ACNO2:

Da mange af de anilinforbindelser, der er undersagt tidligere i |
projektet, indeholder methylgrupper bundet til aromatisk kulstof,
blev der ligeledes estimeret nye veerdier for parametrene a ACCH3-

H20 O8 a20-ACCH3: '



Stofnavn Yoo log Pow Yo I
2-methylanilin 1.2624 1.42 219.90
3-methylanilin 1.2624 1.44 230.26
4-methylanilin 1.2624 1.47 246.73
2-chloranilin 1.4993 1.72 521.09
3-chloranilin 1.4993 1.65 44352
4-chloranilin 1.4993 1.63 409.43
3-nitroanilin 11.2115 1.22 1232.22
4-nitroanilin 11.2115 1.02 777 .48 “

Tabel 5.1

Tabellen viser aktivitetskoefficienter for aniliner i uendelig fortynding i
oktanol beregnet vha. UNIFAC-modellen, hvor PRAK.FOR er benyttet
til at udfare beregningerne. Desuden vises de eksperimentelle Log Poy 08
aktivitetskoefficienter for anilinerne i uendelig fortynding i vand beregnet
udfra vy, og log Poy (junf. afsnit 5.3.2). De viste stoffer er alle benyitet
til estimering af interaktionsparametre til UNIFAC-modellen.

Der er benyttet 3 monosubstituerede chloraniliner til bestemmelse
af interaktionsparametrene mellem ACCl-gruppen og H,0, og der
er benyttet 3 monosubstituerede methylaniliner til bestemmelse af
ACCH, - H,O interaktionerne, mens der kun er benyttet to ud af
tre mulige monosubstituerede nitroaniliner ved estimeringen af

a4 CNO2-H20 08 3p0-AcNo2- | tabel 5.1 er det angivet hvilke stoffer,
der er benyttet til parameterestimeringen.

UNIFAC-modellen skelner ikke mellem hvilken position, den
funktionelle gruppe har pa den aromatiske ring. Det vil sige, at
den beregnede fordelingskoefficient, for hhv. ortho-, meta- og
paraforbindelsen af et givent stof, vil veere den samme.
2-nitroanilin (ortho-nitroanilin) er ikke medtaget i estimeringen af
aACNO2-H20 ©8 3m0-AcNo2- idet denne anilinforbindelse har en
vaesentlig storre fordelingskoefficient end hhv. 3- og 4-nitroanilin.

Forbindelser, der har en substituent placeret i orthopositionen pd
den aromatiske ring har ofte lidt anderledes egenskaber end for-
bindelser, hvor substituenten er placeret i meta- eller parapositio-
nen. Det skyldes, at der i orthopositionen er mulighed for intra-
molekyleere interaktioner med gruppen, der sidder pd kulstoffet
ved siden af, jvnf Campell (1985). Ortho-forbindelsen af nitroanilin
er derfor udeladt af parameterestimeringen for, at de fremkomne
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parametrene, i det mindste, skulle blive i stand til at gengive log
Pow for meta- og paraforbindelsen rimeligt.

For bdde de monosubstituerede chloraniliner og methylaniliners
vedkommende gzlder, at fordelingskoefficienternes vardi, for alle
tre positioner af den funktionelle gruppe, ligger tet p4 hinanden,
og derfor er alle stofferne medtaget i estimeringen. Tabel 5.1,

Parameter a,,, || Gammel veerdi til Ny veerdi til
UNIFAC UNIFAC

AACCLIDO -274.5 3482 '
a120.ACCl 1339 514.5
'I 24 CNO2-H20 360.7 | 408. 9
l A1190.ACNO2 399.5 " 642.3 |
| A CCHA-HO " 5695.0 | 228 0 ,
l A120-ACCH3 H 377.6 " 302 5

Tabel 5.2

Oversigt over de eksisterende interaktionsparametre, a,,,,, i UNIFAC-
modellen og de ny parametre, der er blevet estimeret vha. PRAK.FOR
programmet.

forrige side, angiver hvilke stoffer der er benyttet til parameteresti-
meringen, samt den ¥,,, der ligger til grund for disse estimerin-

ger.

Ved hjelp af data fra tabel 5.1 og estimeringsprogrammet PRAK .-
FOR er de ny interaktionsparameter fremkommet. Disse er, tillige
med de eksisterende (de gamle) UNIFAC interaktionsparametre,
angivet i tabel 5.2. Man skal veere opmaerksom p4, at det er et
meget begraenset antal data, der er benyttet til estimeringerne.

Jo flere dataszet, med de relevante funktionelle grupper, man be-
nytter til estimering af interaktionsparametrene, des bedre forud-
sigelser kan man forvente af modellen. N&r der er brugt s& f&
datasaet som i det her tilfaelde, kan man blive udsat for, at de
estimerede parametre kun giver gode resultater for netop de stof-
fer, der ligger til grund for estimeringen. Som vi skal se senere er
dette muligvis tilfzeldet mht. ACNO,-H,O interaktionsparametre-
ne, men ikke mht. de ovrige reestimerede vaerdier.



De nye interaktionsparametre benyttes til at beregne log Pow -
veerdier for 33 anilinforbindelser, som der, tidligere i projektet, er
fundet eksperimentelle veerdier for. Overensstemmelsen mellem de
beregnede og de eksperimentelle vaerdier bliver meget bedre, ndr
disse nye parametre anvendes, hvilket kan ses i tabel 5.4 og tabel
5.5 i naeste afsnit.

5.4.2 Log Py beregnet vha, UNIFAC-modellen

Aktivitetskoefficienterne for anilinerne i uendelig fortynding i hhv.
oktanol og vand er beregnet med UNIFAC-modellen vha. PRAK.-
FOR-programmet. ¥,,~ er bestem hhv. med de eksisterende para-
metre og med de nye reestimerede parametre, der er givet i tabel
5.2. Log P,y beregnes bdde ud fra aktivitetskoefficienterne bereg-
net med de gamle gruppe interaktionsparametre, og ud fra aktivi-
tetskoefficienterne beregnet vha. de nye parametre. ¥, sndres
ikke ved indferelse af de nye parametre i UNIFAC og benyttes
derfor til beregning af begge log Poy - vaerdier (se tabel 5.3 og
5.4).

Tabel 5.3 giver en oversigt over de beregnede aktivitetskoefficien-
ter, ¥,,~ 0Z Yo~ Y beregnet med de eksisterende, det vil sige de
gamle, parametre betegnes herefter v,,~(gammel), ligesom forde-
lingskoefficienten beregnet ud fra denne aktivitetskoefficient be-
tegnes log Pqy(gammel). For beregninger udfert med de ny para-
meter-veerdier er betegnelsen hhv. y,,”(ny) og log Pow(ny). Som
det kan ses i tabel 5.3 kan aktivitetskoefficienterne, for 2-bromani-
lin, ikke beregnes vha. UNIFAC-modellen, da der ikke eksisterer
vaerdier for alle de nedvendige interaktionsparametre. 2-bromani-
lin er den eneste anilinforbindelse fra den eksperimentelle under-
sogelse, hvor UNIFAC ikke har tilstraekkeligt med gruppe inter-
aktionsparametre til at beregne ¥,,”. Log Pow kan derfor heller
ikke beregnes for 2-bromanilin vha. UNIFAC.

I Tabel 5.4 og 5.5 sammenlignes de, vha. UNIFAC, beregnede
oktanol-vand fordelingskoefficienter, log Poy(gammel) og log Pow
(ny), med de eksperimentelle veerdier for 33 anilinforbindelser. De
beregnede log P, - vardier er, som for nzvnt, beregnet vha.
formel (5.2).

Tabel 5.4 viser den relative afvigelse, mens tabel 5.5 viser den
absolutte afvigelse mellem de beregnede veerdier og de eksperi-
mentelle verdier. Man kan se, at log Py beregnet vha. de nye
gruppe interaktionsparametre stemmer meget bedre overens med
de eksperimentelle fordelingskoefficienter end det var tilfaeldet for
log Poy(gammel).
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I tabel 5.4 og 5.5 ser man, at UNIFAC er vaesentlig bedre til at
forudsige oktanol-vand fordelingskoeffcienter for de undersagte
anilinforbindelser, ndr de nye interaktionsparametre indg4r i mo-
dellen, end det er tilfeldet, ndr man benytter de gamle parameter-
verdier. I tabel 5.4 kan man se, at den relative gennemsnitlige
afvigelse af de beregnede log P, fra de eksperimentelt bestemte
log Py 2endres fra 44.8 % til 14.4 % ved at anvende de nye para-
metre i UNIFAC-modellen. Hydroxyanilinerne er ikke medtaget i
den gennemsnitlige afvigelse, da deres fordelingskoefficienter er sa
smd, at selv en meget lille absolut afvigelse giver en stor relativ
afvigelse.

Tabel 5.5 viser, at den gennemsnitlige absolutte afvigelse mellem
beregnede og eksperimentelle verdier reduceres fra 0.76 log en-
heder til 0.2 log enheder ved at anvende de nye estimerede veerdi-
er for interaktionsparametre i beregningerne.



Stofnavn Yo Yo Ve Yo
(eksp.) (gammel) (ny)
anilin 1.4578 98.79 123.74 123.74
2-chloranilin 1.4993 521.09 24.56 462.67
3-chloranilin 1.4993 443.52 24.56 462.67
4-chloranilin 1.4993 409.43 24.56 462.67
2,3-dichloranilin 1.7005 2463.77 5.38 1907.89
2,4-dichloranilin 1.7005 3729.06 5.38 1907.89
2,5-dichloranilin 1.7005 2962.10 5.38 1907.89
2-nitroanilin 11.2115 2574.46 379.21 990.16
3-nitroanilin 11.2115 1232.22 379.21 990.16
4-nitroanilin 11.2115 777.48 379.21 990.16
2-methylanilin 1.2624 219.90 465.16 232.30
3-methylanilin 1.2624 230.26 465.16 232.30
4-methylanilin 1.2624 246.73 465.16 232.30
N-methylanilin 1.1857 384.59 353.81 353.81
2-ethylanilin 1.2220 534.68 1115.25 694.66
4-ethylanilin 1.2220 673.12 1115.25 694.66
N-ethylanilin 1.1556 920.09 965.05 965.05
2,3-dimethylanilin 1.2663 517.08 1802.17 449.46
2,4-dimethylanilin 1.2663 666.13 1802.17 449 46
3,4-dimethylanilin 1.2663 566.97 1802.17 449.46
N,N-dimethylanilin 1.0780 247538 1130.81 1130.81
2,6-diethylanilin 1.1506 3564.08 11290.29 4380.03
N,N-diethylanilin 1.0870 22246.03 8931.22 8931.22
Tabel 5.3

Tabellen viser de eksperimentelle ,", der er fundet ud fra formel (5.4).

Desuden vises de beregnede aktivitetskoefficienter for aniliner i uendelig
fortyndigi hhv. oktanol og vand. Aktivitetskoefficienterne er beregnet vha.
UNIFAC-modellen, hvor y,”(sammel) er beregnet med de eksisterende
interaktionsparametre i UNIFAC, mens ¥, (ny) er beregnet vha. af de
nye estimerede vaerdier for parametrene. Beregning af aktivitetskoefficien-

terne er udfort vha. programmet PRAK.FOR.
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Stofnavn ‘Yo- Yw. 'Yw- ,YW- I,
(eksp.) | (gammel) (ny)

3-methoxyanilin 16217 97.95 39.91 39.91
4-methoxyanilin 1.6217 74.30 39.91 3991 L
4-ethoxyanilin 1.2348 138.87 181.08 181.08 1
4-chlor-2-nitroanilin 15.0311 23335.32 98.14 4826.46

3-chlor-4-methylanilin 1.4073 1146.59 100.09 941.54

5-chlor-2-hydroxyanilin 0.1942 17.75 0.23 4.34
3-hydroxyanilin 0.2683 3.39 1.65 1.65
4-hydroxyanilin 0.2683 1.90 1.65 1.65
2-amino-p-kresol 0.1783 9.60 4.76 2.38
2-amino-m-kresol 0.1783 9.60 4.76 2.38
2-bromanilin Kan ikke beregens vha. af UNIFAC-modellen

Tabel 5.3 (fortsat)

Tabellen viser de eksperimentelle v, der er fundet ud fra formel (5.4).
Desuden vises de beregnede aktivitetskoefficienter for aniliner i uendelig
fortyndigi hhv. oktanol og vand. Aktivitetskoefficienterne er beregnet vha.
UNIFAC-modellen, hvor v,,"(gammel) er beregnet med de eksisterende
interaktionsparametre i UNIFAC, mens ¥, (ny) er beregnet vha. af de
nye estimerede vardier for parametrene. Beregning af aktivitetskoefficien-
terne er udfort vha. programmet PRAK.FOR.

I tabel 5.4 og 5.5 kan det ses, at der for visse anilinforbindelser,
f.eks N-methylanilin, ikke er forskel i de beregnede log Poy - veer-
dier, hvilket skyldes, at disse stoffer ikke indeholder nogen af de
tre grupper, der er blevet estimeret nye parametre for.



Stofnav:l logPow logPow logPow | afvigel- [ afvi-
(eksp.) (gam- (ny) se i gelse i
mel) (%) (%)™
gammel
anilin 1.01 1.11 1.11 9.9 9.9
2-chloranilin 1.72 0.39 1.67 773 29
3-chloranilin 1.65 0.39 1.67 76.4 1.2
4-chloranilin 1.63 0.39 1.67 76.1 25
2,3-dichloranilin 234 -0.32 223 113.7 4.7
2,4-dichloranilin 252 -0.32 223 1127 115
2,5-dichloranilin 242 -0.32 2.23 113.2 7.9
2-nitroanilin 1.54 0.71 1.13 539 26.6
3-nitroanilin 1.22 0.71 113 41.8 7.4
4-nitroanilin 1.02 0.71 1.13 304 108
2-methylanilin 1.42 1.75 1.44 232 1.4
3-methylanilin 1.44 1.75 1.44 215 0.0
4-methylanilin 1.47 1.75 144 19.0 2.0
N-methylanilin 1.69 1.65 1.65 24 24
2-ethylanilin 1.82 2.14 193 176 6.0
4-ethylanilin 1.92 214 193 115 0.5
N-ethylanilin 2.08 2.10 2.10 1.0 1.0
2,3-dimethylanilin 1.79 2.33 1.73 30.2 34
2,4-dimethylanilin 1.90 233 1.73 226 SLII
3,4-dimethylanilin 1.83 233 173 273 5.5
N,N-dimethylanilin 2.54 223 223 12.2 12.2
2,6-diethylanilin 267 317 2.76 18.7 34
N,N-diethylanilin 3.49 3.09 3.09 115 115
== —_ —|
Tabel 5.4

Sammenligning af eksperimentelt bestemte log Py med beregnede log p
ow fra UNIFAC-modellen. (gammmel) henviser til, at UNIFAC-modellen
med eksisterende interaktionsparametre er benyttet til beregningen, mens
(ny) henviser til at beregningerne er udfort med de ny interaktionspara-
metre. De procentiske afvigelse er i forhold til den eksperimentelle for-
delingskoefficient, log Poy (eksp.).
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Stofnavn log Pow log Poy log Pow | afvigelsei | afvigelse i
(eksp.) (gammel) (ny) (%) &= | (%) ™
3-methoxyanilin 0.96 0.57 0.57 40.6 406
4-methoxyanilin 0.84 0.57 0.57 321 32.1
4-ethoxyanilin 1.23 1.35 0.57 9.8 9.8
4-chlor-2-nitroanilin 237 -0.01 1.69 100.4 28.7
3-chlor-4-methylanilin 2.09 1.03 2.00 50.7 4.3
5-chlor-2-hydroxyani- 1.14 -0.75 0.53 165.8 53.5
lin
3-hydroxyanilin 0.28 -0.03 -0.03 110.7 110.7
4-hydroxyanilin 0.03 -0.03 -0.03 200.0 200.0
2-amino-p-kresol 091 0.61 0.30 33.0 67.0
2-amino-m-kresol 0.91 0.61 0.30 33.0 67.0
gennemsnitlig afvigelse i (%) 448 144

Tabel 5.4 (fortsat)

Sammenligning af eksperimentelt bestemte log Po,, med beregnede log

Poy fra UNIFAC-modellen. (gammmel) henviser til, at UNIFAC-model-

len med eksisterende interaktionsparametre er benyttet til beregningen,
mens (ny) henviser til at beregningerne er udfort med de ny interak-

tionsparametre. De procentiske afvigelse er i forhold til den eksperimen-
telle fordelingskoefficient, log P,y (eksp.).

#: hydroxyanilinerne er ikke medtaget i den gennemsnitlige procentvise afvigelse.




Stofnavn logl_’ow logPow logPow absolut absolut
(eksp.) | (gammel) | (ny) afvigel- | afvi-
sesummel gelse™
anilin 1.01 111 111 0.10 010 | J
2-chloranilin 1.72 0.39 1.67 1.33 0.05 ||
3-chloranilin 1.65 0.39 1.67 1.26 0.02 |
4-chloranilin 1.63 0.39 1.67 1.24 0.02
2,3-dichloranilin 2.34 -0.32 223 2.66 0.11
2,4-dichloranilin 252 -0.32 223 284 0.29
2,5-dichloranilin 242 -0.32 223 274 0.19
2-nitroanilin 1.54 0.71 1.13 0.83 0.41
3-nitroanilin 1.22 0.71 113 0.51 0.09
| 4-nitroanilin 1.02 0.71 113 0.42 0.11
2-methylanilin 142 1.75 1.4 0.33 0.02
3-methylanilin 1.44 1.75 144 0.31 0.00
4-methylanilin 1.47 1.75 1.44 0.28 0.03
N-methylanilin 1.69 1.65 165 0.04 0.04 ||
2-ethylanilin 1.82 214 193 0.32 0.11 |
4-ethylanilin 1.92 214 193 0.22 0.01
N-ethylanilin 2.08 210 2.10 0.02 0.02
2,3-dimethylanilin 1.79 2.33 1.73 0.54 0.06
2,4-dimethylanilin 1.90 2.33 1.73 043 0.17
3 4-dimethylanilin 1.83 2.33 1.73 0.50 0.10
N,N-dimethylanilin 2.54 2.23 223 0.31 0.31
2 6-diethylanilin 2,67 3.17 2.76 0.50 0.09
N,N-diethylanilin 3.49 3.09 3.09 0.40 0.40
Tabel 5.5

Sammenligning af log Poy, der er beregnet vha. UNIFAC, med de eks-
perimentelle veerdier for log Poy. (gammel) henviser til, at UNIFAC-

modellen er benyttet med de oprindelige gruppe interaktionsparametre,
mens (ny) henviser il at beregningerne er udfort med de nye verdier for
interaktionsparametrene.
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Stofnavn logPow logPow logPow absolut absolut l
(eksp.) | (gammel) (ny) afvigel- afvi-
sesmmel | oolse
3-methoxyanilin 0.96 0.57 0.57 0.39 0.39
4-methoxyanilin 0.84 057 057 0.27 0.27
4-ethoxyanilin 1.23 135 135 0.12 0.12
4~chlor-2-nitroanilin 237 -0.01 1.69 238 0.68
3-chlor-4-methylanilin 2.09 1.03 2.00 1.06 0.09
5-chlor-2-hydroxyani- 1.14 -0.75 0.53 1.89 0.61
lin
3-hydroxyanilin 0.28 -0.03 -0.03 0.06 0.06
4-hydroxyanilin 0.03 -0.03 -0.03 0.31 0.31
2-amino-p-kresol 0.91 0.61 0.30 0.30 0.61
2-amino-m-kresol 0.91 0.61 0.30 0.30 0.61
gennemsnitlig absolut afvigelse 0.76 0.20

Tabel 5.5 (fortsat)

Sammenligning af log Py, der er beregnet vha. UNIFAC, med de eks-
perimentelle veerdier for log Po,,. (gammel) henviser til, at UNIFAC-
modellen er benyttet med de oprindelige gruppe interaktionsparametre,
mens (ny) henviser til at beregningerne er udfart med de nye veerdier for
interaktionsparametrene.

5.5 Diskussion og konklusion

Tabellerne 5.4 og 5.5 i forrige afsnit viser tydeligt, at UNIFAC-
modellens evne til at forudsige oktanol-vand fordelingskoeffici-
enter for anilinforbindelser bliver vasentlig bedre, nir de nye
veerdier for interaktionsparametrene, asccy.ror 2o. ACCl AACNO2-

H20/ H20-ACNO2r @ACCH3-H20 98 8H20-AccH3 benyttes i stedet for
de eksisterende vardier.

Ved at bruge de nye veerdier for interaktionsparametrene i UNI-
FAC-modellen istedet for de eksisterende, opndr man en reduktion
i den gennemsnitlige relative afvigelse, mellem beregnede og eks-
perimentelle log Py for de 33 aniliner i tabel 5.4, fra 44.8 % for



log Pow(gammel) til 14.4% for log Poy(ny) og en reduktion i den
gennemsnitlige absolutte afvigelse fra 0.76 til 0.20 log enheder.
Undersgger man de enkelte anilinforbindelser nzermere i tabel 5.4
og tabel 5.5, ser man, at iser for chloranilinernes vedkommende,
opnar man en forbedring i UNIFAC-modellens forudsigelsen af
log Pow. Ved brug af UNIFAC-modellen, med de eksisterende
interaktionsparametre, beregnes log Poy-veerdier, der afviger fra
de eksperimentelle data med 76-77 % for de monosubstituerede
chloraniliners vedkommende og med 112-113 %, nér det geelder
dichloranilinerne. Dette skyldes formently den sdkaldte "protimity
effect" (Fredenslund et al. 1977). Ved at indfere de nye parameter-
verdier i UNIFAC-modellen reduceres disse afvigelser til hhv. 1.2-
2.9 % for de monosubstituerede chloraniliner og til 4.7-11.6 % for
dichloranilinerne.

Fer indfering at nye verdier for parametre er UNIFAC-modellen,
som sagt, dérligst til at beregne log Py for de anilinforbindelser,
der indeholder chlor. I tabel 5.5 ser man, at log Poy-veerdierne
beregnes alt for sm4, for chloranilinerne, med de gamle UNIFAC
parametre. Man fér endda negative vardier for dichlor-anilinerne.
Man kan se, at de beregnede log Pow(gammel) har en absolut af-
vigelse til de eksperimentelle verdier, der er sterre end 1.0 log
enhed for de monosubstituerede chloraniliner og sterre end 2.0 log
enheder for dichloranilinernes vedkommende. Med de nye para-
metre er disse afvigelser reduceret til at ligge mellem hhv. 0.02-
0.05 log enheder og 0.11-0.29 log enheder. Man opndr derfor en en
stor forbedring af UNIFAC-modellens evne til at beregne oktanol-
vand fordelingskoeffcienter for chlorholdige aniliner, ved at ind-
fore de nye veerdier for a,ccio 08 H20-Acc i modellen.

Nér det gzelder nitroanilinerne er UNIFAC, med de gamle para-
metre, heller ikke s4 god til at bestemme log Pg, -veerdier, sd dis-
se er i overensstemmelse med de eksperimentelle veerdier. UNI-
FAC beregner oktanol-vand fordelingskoefficienter for nitroanili-
ner, der afviger med mellem 30.4 % for 4-nitroanilins vedkommen-
de og 53.9 % for 2-nitroanilin. Ved indfering af de reestimerede
veerdier for a,cnoz-i20 ©8 aH20-ACNO2- €F afvigelserne mellem de
beregnede og de eksperimentelle log Poy beliggende mellem 7.4 %
og 26.6 %, hvor afvigelsen er sterst for 2-nitroanilin. Det er for-
ventet, at afvigelsen er sterst for det pdgeeldende stof, idet 2-nitro-
anilin ikke er blevet anvendt til parameterestimeringen (jvnf. afsnit
5.4.1).
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Den sidste gruppe, der er blevet estimeret nye parametervzerdier
for, er methylgruppen bundet til et kulstof atom i den aromatiske
ring, ACCH,.

Som det er tilfeeldet ved reestimering af de to evrige parameter-
par, sker der ogsd her en forbedring af UNIFAC-modellens evne
til at forudsige oktanol-vand fordelingskoefficienter. For dimethy-
lanilinerne geelder, at afvigelserne mellem beregnede og eksperi-
mentelt bestemte log Py reduceres fra 22.6 - 30.4 % til 3.4 - 8.9 %
ved at indfere de nye veerdier for asccpstno 98 2mo.accys i
UNIFAC-modellen. For methyl- og ethylaniliner gzlder, at de
beregnede log Poy(ny) afviger mellem 0.0 % og 6.0 % fra de eks-
perimentelle data, mens log Pyy(gammel) afviger mellem 11.5 %
0g 30.4 %. Arsagen til at ethylanilinernes log P, ogsd forbedres
er, at man i UNIFAC modellen har, at accps 10 = asccHz-mo-

Man observerer sdledes en vaesentlig forbedring i bestemmelsen af
log Poy, for de anilinforbindelser, der indeholder hhv. -CH,, -Cl
eller -NO, bundet til et kulstofatom i den aromatiske ring, ligesom
der ogsd sker forbedring for aniliner, der indeholder to af de neev-
nte grupper. Det galder f.eks 3-chlor-4-methylanilin, hvor afvigel-
sen mellem den beregnede og den eksperimentelle log Py -veerdi
aendres fra 50.7 % til 4.3 % ved indfering af de nye parametre,
jvnf. tabel 5.4.

De eneste stoffer, hvor UNIFAC, med de nye parametervzrdier,
giver en darligere bestemmelse af oktanol-vand fordelingskoeffici-
enten i forhold til de eksperimentelle vardier, er for 2-amino-p-
kresol og 2-amino-m-kresol. Det er forbindelser, der indeholder
bdde en methylgruppe og en hydroxygruppe bundet til kulstof i
den aromatiske ring. At der ikke opnds en bedre forudsigelse af
log Poy for disse stoffer, skyldes mdske at veerdierne for interak-
tionparametrene mellem vand og hydroxygruppen ikke er blevet
reestimeret.

Som det ses i tabel 5.4, bergrer indferelsen af de nye parameter-
veerdier ikke beregningen af 1og p o for alle anilinforbindelserne.
UNIFAC-modellen er, med de eksisterende parametre, i stand til
at gengive oktanol-vand fordelingskoefficienter tilfredesstillende
for aniliner, hvor methyl og ethylgrupper er bundet til aminogrup-
pen, idet afvigelserne mellem eksperimentelle og beregnede log
Pow ligger mellem 1.0 % og 12.2 %. Andre anilinforbindelser, der
ikke er berert af de nye parametre til UNIFAC-modellen, er met-
hoxy og ethoxyanilin samt hydroxyanilinerne.



Hvis man betragter de absolutte afvigelser mellem beregnede log
Pow og eksperimentelle vaerdier, jvnf. tabel 5.5, ser man en reduk-
tion i den gennemsnitlige absolutte afvigelse fra 0.76 for log Pow(-
gammel)’s vedkommende til 0.20 log enheder for log Pow(ny),
hvilket er en virkelig stor forbedring. En reducering i den absolut-
te afvigelse til 0.20 log enheder md anses for meget tilfredstillende,
iszer da man i de eksperimentelle bestemmelser, af oktanol-vand
fordelingskoefficienter, anser 0.20 log enheder for at veere en ac-
ceptabel afvigelse mellem log Py bestem ved hhv. ryste-kolbe
metoden og HPLC-metoden.

Hvis man i stedet for at betragte gennemsnitlige afvigelser fore-
tager en afbildning af beregnede log Poy - veerdier mod den eks-
perimentelle, finder man naturligvis, at der, med de nye para-
metre, opnds en meget bedre linezer korrelation mellem den eks-
perimentelle og den beregnede vzrdi, end ndr man benytter UNI-
FAC med de gamle parametre.

log Pow (unifac-gam)
o
|

4 05 0 05 1 15 2 25 3 3,5

Figur 5.1
Afbildning af log Poy beregnet vha. eksisterende (3amle) UNIFAC para-
metre mod den eksperimentelt bestemte log Poy for aniliner. Linien har
folgende ligning:

log Pow (UNIFAC) = 0580 log Poy + 0.154 1~ 0.158
Der er 33 datapunkter i overensstemmelse med tabel 5.4.
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Figur 5.2
Afbildning af log Py beregnet vha. af de nye UNIFAC parametre mod
den eksperimentelt bestemte log P, for aniliner. Linien har folgende
ligning:

log Poy (unifac) = 1.0041 log P,,, - 0.1654; # = 0.905
Der er 33 datapunkter i overensstemmelse med tabel 5.4.

Figur 5.1 og 5.2 viser de beregnede log Py, for 33 aniliner, afbil-
det som funktion af de eksperimentelle fordelingskoefficienter. I
figur 5.1 er log P, beregnet vha. UNIFAC-modellen, med de
oprindelige parameterveerdier, mens i figur 5.2 er log Py beregnet
vha. UNIFAC, hvor de seks nye vaerdier for interaktionsparame-
trene er indfert i modellen.

Hvis de eksperimentelle og de beregnede fordelingskoefficienter
stemte fuldsteendig overens, vil det betyde, at en afbildning af log
Pow (beregnet) mod log Pg,, (eksperimentel) vil give en ret linie
gennem 0.0 med en haeldningskoefficient pd 1.0. Det vil sige, at jo



taettere haeldningen og skeeringen er pd hhv. 1.0 og 0.0, des storre
overensstemmelse er der mellem de beregnede og de eksperimen-
telt bestemte veerdier.

Med de nye parametre opnds en linie, hvis haeldningskoefficient er
meget tattere p& 1.0, end det er tilfeeldet, ndr UNIFAC-modellen
med de gamle parametre bliver anvendt, jvnf. de to figurer samt
de to korrelationsudtryk, der er angivet i hhv. (5.5) og (5.6).

logP,, (UNI-gam.)=0.58010gP,,*+0.154; r2=0.154
(5.5)

logP,,(UNI-ny) =1.00411l0gP,,~0.1654; r?=0.905
(5.6)

Hvor log Poy, uden indeks, er den eksperimentelle veerdi. Hvis
man sammenligner korrelationerne (5.5) og (5.6) kan det ses, at
den linezere korrelation i (5.6), hvor log P, er beregnet vha. UNI-
FAC med nye parametervaerdier, har en meget storre r? - verdi.
Det betyder, at datapunkterne meget bedre beskrives af en ret linie
i (5.6).

Ud fra de viste tabeller og figurer ser man, at estimeringen af nye
veerdier for de seks interaktionsparametre, a,ccl.H20- 8H20-ACCl
aACNO2-H20» 3H20-ACNOZ @ACCH3-H20 O8 p20-AccHy har betydet
en vasentlig forbedring af UNIFAC-modellens evne til at forud-
sige oktanol-vand fordelingskoefficienter for anilinforbindelser.

Det er vaesentligt at vide om de estimerede veerdier for interak-
tionsparametrene kan bruges til beskrive andre stoffer end netop
dem de er estimeret ud fra. For a,ccymor @H20-Accr 8ACCH3-H20
0g aipo.accys vedkommende, kan man, ved at se i tabel 5.4,
konstatere, at disse parametre kan gengive log Poy bedre end de
gamle parametre for andre anilinforbindelser end dem, hvorfra de
er estimeret. Desuden er det blevet undersegt om UNIFAC-model-
len med de nye parametervaerdier, ogsa er blevet bedre til at be-
regne oktanol-vand fordelingskoefficienter for andre aromatiske
forbindelser, hvor grupperne ACCHj;, ACCl og ACNO, indgdr.
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I tabel 5.6 er v, og 7,,~ givet for seks aromatiske stoffer. Yo €
beregnet vha. UNIFAC med hhv. gamle og nye parametre. De
seks stoffer er anbefalet, af OECD Guideline nr. 117, som referen-
cestoffer til log Py, - bestemmelse vha. HPLC-metoden. Stofferne
er anbefalet som referencestoffer, idet deres eksperimentelle log
Pow kan antages at veere meget trovaerdige.

Stofnavn %" T Y ﬁ;w‘ log Pow logPow
(gammel) (ny) (gammel) | (ny)
toluen 1.8459 12096.40 6040.95 3.00 2,69
ethylbenzen 2.0958 34016.97 21188.13 3.39 3.18
nitrobenzen 5.5486 3337.75 8618.76 1.96 237 |
chlorbenzen 1.7750 517.21 9742.87 1.64 292
dichlorbenzen 2.1004 118.14 41921.20 0.93 348
trichlorbenzen 25361 27.53 184043.92 0.21 4.04
Tabel 5.6

Tabellen viser de beregnede aktivitetskoefficienter for aromatiske forbin-
delser i uendelig fortyndig i hhv. oktanol og vand. Aktivitetskoefficien-
terne er fundet vha. UNIFAC-modellen, hvor beregningerne er udfort
vha. PRAK.FOR. ¥, (gammel) er beregnet med de eksisterende inter-
aktionsparametre i UNIFAC, mens v,” (ny) er beregnet vha. af de nye
estimerede veerdier for interaktionsparametrene til UNIFAC.

I tabel 5.7 ses en sammenligning af beregnede log P, med de
eksperimentelle vaerdier, som man kan finde i OECD guideline nr.
117 for disse stoffer. Som det ses stemmer log Poy(ny), der er be-
regnet vha. UNIFAC-modellen med de nye parametre, meget
bedre overens med de eksperimentelle vaerdier end log Poy(gam-
mel) for de fem ud af seks stoffer. Igen gaelder det, at iser for de
chlorholdige forbindelser forbedres UNIFAC-modellens evne til at
beregne log Poy.

UNIFAC beregner med de nye parametre log Py, - veerdier, der er
i virkelig god overensstemmelse med de eksperimentelle vardier
(OECD guideline nr. 117), for hhv. toluen, ethylbenzen og de tre
chloraniliner. Der er naesten ingen afvigelse mellem beregnede og
eksperimentelle vaerdier for hhv. toluen og ethylbenzen. For de tre
chlorbenzenernes vedkommende ses ogs4 en klar forbedring i log
Pow - bestemmelsen, idet log Poy(gammel) afviger mellem 41.4 -



95.2 % fra de eksperimentelle veerdier, mens log Pow(ny), er af-
vigelserne kun mellem 2.4 - 4.3 %.

Stofnavn logPow ) logPow logPow | afvigelsei | afvigelse

(eksp) | (gammel) my) | (%= | i (%)™
toluen 27 3.00 2,69 111 0.4
ethylbenzen 3.2 3.39 3.18 59 0.6
nitrobenzen 19 1.96 2.37 32 247
chlorbenzen 2.8 1.64 292 414 43
dichlorbenzen 34 0.93 348 72,6 24
trichlorbenzen 42 0.21 4.04 95.2 38

Tabel 5.7

Sammenligning af eksperimentelt bestemte log Py med beregnede log
Py fra UNIFAC-modellen. (gammel) henviser til, at UNIFAC-modellen
med eksisterende interaktionsparametre er benyttet til beregningen, mens
(ny) henviser til at beregningerne er udfort med de ny interaktionspara-
metre. De procentiske afvigelse er i forhold til den eksperimentelle for-
delingskoefficient, log Poy (eksp.).

Man observerer sdledes en vasentlig forbedring af forudsigelsen
af oktanol-vand fordelingskoefficienten for chlor- og methylholdi-
ge aromatiske forbindelser vha. UNIFAC. Kun for nitrobenzen ser
man, at den beregnede vardi fundet vha. de gamle parametre har
bedre overensstemmelse med den eksperimentelle veerdi.

For interaktionsparameterparret, a,cc.Ho0 08 apzo-accy 08 parret
A ccHa-H20 08 apo-acchs gelder, at estimeringen, af nye veerdier
for disse, har fort til veesentlig forbedringe af UNIFAC-modellens
evne til at beregne oktanol-vand fordelingskoefficienter for sdvel
aniliner, som andre aromatiske forbindelser, der indeholder chlor-
og methylgrupper bundet til et kulstof i den aromatiske ring. Man
kan derfor antage, at UNIFAC, med de nye veerdier for disse 4
interaktionsparametre, kan gengive logPyy-veerdier bedre, end
UNIFACmodellen med de gamle parametre, for vilkdrlige aroma-
tisk forbindelse, der indeholder en eller flere chlor- og/eller met-

hylgrupper.
Hvad angdr parametrene, a,cno2-H20 ©8 @H20-ACNO2 € der no-

gen tvivl om hvorvidt disse parametrene er anvendelige til at
beskrive andre aromatiske forbindelser, end netop de aniliner, der
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er anvendt til parameterestimeringen, idet antallet af stoffer er for
lille et grundlag til at drage en entydig konklusion.

UNIFAC-modellens evne til at forudsige oktanol-vand fordelings-
koefficienter for anilinforbindelser er blevet undersagt. Dels er der
beregnet log Py, for 33 aniliner, vha. UNIFAC-modellen med de
eksisterende gruppe interaktionsparametre, og dels er der beregnet
log Py vha. UNIFAC, hvor der er estimerede nye vardier for
seks gruppe interaktionsparametre. De 6 parametre, der, ud fra
kendskab til 8 aniliners eksperimentelle log Py, er estimeret ver-

dier til er, a5ccl 0, 3H20-ACCK AACNO2-H20r 3H20-ACNO AACCH3-
H20 ©8 aH20-ACCH3

I det store hele kan man konstatere, at det har veret succesfuldt at
estimere nye vaerdier for gruppe interaktionsparametrene og ind-
fore disse i UNIFAC-modellen, da modellens evne til at forudsige
oktanol-vand fordelingskoefficenter er blevet veesentlig forbedret.
Man kan fastsld, at parametrene for ACCI-H,O og ACCHj,vand
interaktionerne giver troveerdige log Py, - vaerdier for sivel anili-
ner som for andre aromatiske forbindelser. Interaktionsparametre-
ne for ACNO,-H,0 krzaver derimod en ekstra undersogelse for
trovaerdigheden af disse kan anerkendes.

4

3,51

3
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2" ~a
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log Pow (exp.)

Figur 5.3
Afbildning af log Poy beregnet vha. af ClogP-metoden mod den eksperi-
mentelt bestemte log Poy, for aniliner. Linien har falgende ligning:
log Py, (ClogP) = 1.0019 log Py, + 0.1671; #= 0.915
Der er 33 datapunkter i overensstemmelse med tabel 5.4.



Figur 5.3 viser en sammenligning mellem eksperimentelle og be-
regnede verdier for log Pow, for 33 aniliner, beregnet vha. ClogP-
metoden (Leo og Weininger, 1984). Man kan se fra figur 5.2 og 5.3,
at UNIFAC-modellen med de nye parametre og ClogP-metoden
giver stort set lige gode resultater. Dette er specielt interessant
fordi UNIFAC er en generaliseret metode til beregning af en rakke
forskellige fysiske-kemiske egenskaber, medens ClogP-metoden er
specielt skreeddersyet til dette szrlige formdl. UNIFAC-modellen
med de her bestemte parametre vil i neer fremtid blive benyttet til
at beregne andre egenskaber sdsom vandopleselighed.
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Appendix A.

Log P,y for anilin bestemt ved ryste-kolbe metoden

DATA TIL STANDARDKURVE

Der fremstilles en standardkurve, ud fra prover med kendt anilin-
koncentration, der viser sammenhzengen mellem kromatogram-
toppenes arealer og prevernes koncentration af anilin.

Provenr. Koncentration Areal ll
(mg/ml)

Anilin-1 0.00496 62474

Anilin-2 0.01241 162983

Anilin-3 0.02482 313419 Il

Anilin-4 0.06205 821832

Anilin-5 0.00248 30947

Tabel A.1

Tabellen viser sammenhangen mellem provernes anilin koncentration og
de detekterede toppe’sarealer. Arealerne for toppene er fundet ved integra-
tionen, der er udfort af integratoren. Vha. ovenstdende resultater frem-
stilles standardkurven.

Standardkurven er beskrevet ved ligningen:

Cpriin = 1-54x10 xAreal + 3.69x10™ (A1)

Der er fremstillet en stamoplesning med anilin, og vha. denne
fremstilles de 6 blandinger til ryste-kolbe forseget.

Stamoplesning: 124.10 mg anilin i 50.0 ml methanol
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Cniin = 2482 mg/ml

Der fremstilles seks oktanol-vand blandinger, der hver indeholder
0.5 ml af anilin-stamoplesningen, hvilket svarer til 1.241 mg anilin.

Blandingerne er sammensat pé felgende mide:

Nr.1: 0.5 ml anilin stamoplesning
0.5 ml oktanol
7.0 ml vand

Nr.2: 0.5 ml anilin stamoplesning
0.5 ml oktanol
7.0 ml vand

Nr.3: 0.5 ml anilin stamoplesning
1.5 ml oktanol
6.0 ml vand

Nr.4: 0.5 ml anilin stamoplesning
1.5 ml oktanol
6.0 ml vand

Nr.5: 0.5 ml anilin stamoplesning
3.5 ml oktanol
4.0 ml vand

Nr.6: 0.5 ml anilin stamoplesning
3.5 ml oktanol
4.0 ml vand

Blandingerne rystes grundigt og centrifugeres. Derefter analyseres
det, vha. HPLC, hvor stor anilin koncentrationen er i de to faser.

Proverne vand-1 til vand-6 er udtag fra vandfasen, der er for-
tyndet 10 gange. Proverne oktanol-1 og oktanol-2 er udtag fra
oktanolfasen, der er fortyndet 20 gange mens oktanol-3 til oktanol-
6 er udtag, der er fortyndet 25 gange.

Tabellen, nzeste side, viser prevernes anilin indhold.

Toppene pd kromatogrammerne er blevet integreret vha. integra-
toren til at give arealerne i kolonne 2. Ud fra resultaterne i denne
kolonne og standardkurvens ligning, finder man anilin indholdet i
de fortyndede prever for hhv. oktanol- og vandfasen. Disse er
angivet i kolonne 3, mens kolonne 4 angiver hvor stor anilin
koncentrationen er i de ufortyndede oktanol- og vandfaser i de 6
blandinger.

Alle prover er blevet analyseret to gange, og forskellen i de fund-
ne arealer, ved dobbelt bestemmelse, overstiger ikke 0.8 % for
nogen af proverne.



fortynd.
Prevenr. Areal Cnilin CAnilin

(mg/ml) (mg/ml)
vand-1 109281 0.00860 0.0860
vand-2 110214 0.00867 0.0867
vand-3 72050 0.00580 0.0580
vand-4 74078 0.00595 0.0595
vand-5 45901 0.00383 0.0383
vand-6 45146 0.00377 0.0377

l
oktanol-1 400061 0.03052 0.610 |
oktanol-2 435475 0.03319 0.664
oktanol-3 214858 0.01656 0.414
oktanol-4 | 226595 | 0.01744 0436 |
oktanol-5 142124 0.01108 0.277
oktanol-6 140192 0.01093 0.273
Tabel A.2

Tabellen viser arealerne fundet vha. analyse med HPLC samt anilin
koncentrationen i hhv. de fortyndet og de ufortyndede vand- og oktanol-
faser. Anilin indholdet i faserne er bestemt pd basis af standardkurven og
de mdlte arealer.

Oktanol-vand fordelingskoefficienten er defineret ved nedenstden-
de formel:
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p = Cuo (A.2)
CA,w

ow

Hvor C, referer til anilin koncentrationen og indeks o og w referer
til hhv. oktanolfasen og vandfasen.

Ved hjelp af resultaterne i tabellen p4 foregdende side, hvor vand-
1 herer sammen med oktanol-1 osv., beregnes Pg,:

Blanding nr. Pow log Poy
1 7.09 0.85
2 7.66 0.88
3 7.14 0.85
4 7.33 0.86
5 7.23 0.86
6 7.24 0.86
Tabel A.3

Tabellen viser fordelingskoefficienten bestemt for hver af de 6 blandinger.



Appendix B.
UNIFAC-MODELLEN

Som det kort er beskrevet i afsnit 5.1, i denne rapport, er UNIFAC
en gruppebidragsmodel, der kan benyttes til at beregne fysisk-
kemiske parametre, som f.eks log Poy. Log Poy beregnes vha. et
stofs aktivitetskoefficienter i uendelig fortynding i hhv. oktanol og
vand. Aktivitetskoefficienterne beregnes vha. UNIFAC-modellen. I
UNIFAC-modellen opdeles aktivitetskoefficienten i et kombinatori-
alt og et residualt bidrag, hvilket ogsd er neevnt i rapporten.

Iny, = lny; + Iny; (B.1)

1; er aktivitetskoefficienten for stof i, og % og ¥~ er hhv. de komb-
inatoriale og residuale bidrag til aktivitetskoefficienten. Det kombi-
natoriale bidrag afhaenger af molekylernes sterrelse og form, og
man benytter van der Waals volumener, R, og overflade arealer,
Q, til beregning af dette bidrag. R- og Q-veerdierne for de for-
skellige grupper kan findes i original litteraturen (Fredenslund et
al. 1977).

Den residuale del stammer fra energimaessige interaktioner mel-
lem de forskellige grupper i molekylerne i det undersegte system.
I den residuale del indgdr gruppe interaktionsparametrene a,,, 0g
a_.. De eksisterende interaktionsparametre til modellen er angivet
af Hansen et al. (1992). De nedenstdende formler er en praesenta-
tion af UNIFAC-modellen.

Det kombinatoriale bidrag til aktivitetskoefficienten i (B.1) er, for
de to stoffer i en binzer blanding, givet ved de to folgende udtryk

0,
Iy = ln-?—l+—qlln—+l ——(xll +x,1,) (B.2)
x) X ‘
P 0,
lnc=ln—2—ln—l——— I.+x.1 (B.3)
Y2 x, 2% %‘” z(xl 1+%h)

z er en konstant, der beskriver, hvor mange naermeste nabogrup-
per en givet gruppe har. I UNIFAC-modellen har z vardien 10. x;
er molbroken for stof i, mens @; og 6, er hhv. volumenbreken og
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overflade areal broken for stof i. Disse to sterrelser er givet ved
udtrykkene (B4) og (B.5).

7% a.%
@ =——— 0 =—"_ (B.4)
I X, 4%, 9% +9,%, )
. % R )
*1172%; 4% 9%

Hvor det gzelder at ¢, + ¢, =1and 6, + 6, = 1. 1; og q; er hhv. van
der Waals volumen og van der Waals overflade areal for stof i.
Hvordan r; og q; beregnes er angivet i formel (B.6).

- (Dp s (2)
H= Ek Vi Ry ; T2 Zk v, R, (B.6)

- n . _ (2)
q = ngk Qs 9 ‘Zk"k Q

R, er van der Waals volumen for gruppe k, mens Q, er van der

Waals overflade areal for gruppe k. R, og Q, er givet i tabel B.1

for de forskellige grupper i UNIFAC-modellen. v,® er antallet af
grupper k i stof i.

Sterrelserne 1, og 1, i det kombinatoriale bidrag i (B.2) og (B.3) er
givet ved

I, = g(r,-ql)-(rl-l); z =10 (B.7)

I, = -;-(rz-qz)—(rz—l)

Det residuale bidrag til aktivitetskoefficienten for stofferne i en
binzr blanding er beskrevet ved de to nedenstiende udtryk.



Iny} = Y, v O r,-Inr{ ) (B.8)

nys = Y, v{¥(n T,-1nr{ %) (B.9)
hvor

Wl = Q(1-In(}" 8,4,)-Y. 6,4,/ 6,1,))

©_, er overflade areal breken for gruppe m. Denne sterrelse er
defineret ved (B.10), hvor m og n referer til de forskellige grupper
i stof i, mens j er antallet af komponenter i blandingen.

L D Yt

em -7 7 - =
PINH & )IH M v, (B.10)

V. €r den storrelse, hvori gruppe interaktionsparametrene a,,
indgdr. Det er for 6 af disse parametre, at der er estimeret nye
vaerdier i dette projekt. De eksisterende interaktionsparametre til
modellen er angivet af Hansen et al. (1992). Desuden indgdr den
absolutte temperatur, T, ogsa i udtrykket for v, ..

= exp(- Jmm (B.11)

Lignende relationer gelder for InI[3" og InI,®, i (B.8), hvor disse
blot beskriver de rene stoffer.

Hvis man ensker yderligere kendskab til UNIFAC-modellen

henvises til originallitteraturen, som f.eks Fredenslund et al.
(1977).
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