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Apstrakt
Osobine `u~nih kiselina i njihove interakcije sa lekovima u velikoj meri odre|uje
geometrija molekula 5 β-holanske kiseline na ~ijem skeletu se razlikuje konveksna, β
strana, koja je nepolarna, i konkavna, α povr{ina koja je polarna. @u~ne kiseline imaju
sposobnost samoasocijacije u agregate micele, zna~ajne za formulisanje nanomedikame-
nata. Cilj rada je ispitivanje hidrofobnosti unutra{njeg domena micela `u~nih kiselina sol-
ubilizacijom probnim molekulom fenobarbitona, koji ima tendenciju ulaska u hidrofobnu
sredinu. Koncentracija fenobarbitona je odre|ivana visoko efikasnom te~nom hro-
matografijom prema validiranoj metodi. Efekat solubilizacije opada sa porastom broja
supstituisanih OH grupa sa okso grupama. Najefektivnija `u~na so u solubilizaciji feno-
barbitona je  natrijum deoksiholat ~iji je steroidni skelet ujedno i najhidrofobniji. Fenilna
grupa fenobarbitona inkorporira se  u hidrofobni domen micele. Pove}anjem broja okso
grupa opada hidrofobni domen micele, pa samim tim i sposobnost primanja hidrofobnog
gosta.
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UVOD
@u~ne kiseline su amfifilni molekuli. Spadaju u posebnu

grupu amfifilnih jedinjenja jer umesto uobi~ajene strukture
molekula povr{inski aktivnih materija, u molekulu `u~ne
kiseline ne postoji polarna glava i nepolarni rep, ve} umesto
toga postoji polarna i nepolarna strana molekula. One pored
dobro poznatih fiziolo{kih uloga kao {to je micelarna solu-
bilizacija lipida u toku varenja i regulacije biosinteze (home-
ostaze) holesterola u~estvuju i u velikom broju metaboli-
ti~kih puteva kao regulatori (modulatori) nuklearnih recep-
tora; membranskih receptora; jonskih kanala, itd., {to u no-
vije vreme daje sve ve}u primenu analoga `u~nih kiselina
kao terapeutika u metaboliti~kim poreme}ajima (dijabetes
tipa 2, gojaznost, hipertenzija itd.) [1-7]. @u~ne kiseline su u
fiziolo{kim uslovima jonizovane. Stepen vezivanja `u~nih
kiselina za receptore, jonske kanale, kao i njihova efikasnost
u  solubilizaciji lipida (hidrofobnih lekova) zna~ajno zavise
od odnosa njihove hidrofobne i hidrofilne povr{ine [8-11].
Membranotoksi~nost `u~nih kiselina odre|ena je njihovom
hidrofobno{}u [11,12]. Okso derivati `u~nih kiselina pokazu-
ju manju toksi~nost od njihovih hidroksi analoga [11,13], kao

i promotorno delovanje u transportu nekih lekova kroz
lipofilne barijere u organizmu (npr. krvna mo`dana barijera)
[14-21]. 

@u~ne kiseline poseduju skelet ciklopentanoperhidro-
fenantrena sa 17 atoma ugljenika. @u~ne kiseline enzimski
proizvedene u jetri ~oveka su primarne `u~ne kiseline (holna
i henodeoksiholna kiselina) iz kojih se u crevnoj flori kolona
bakterijskom transformacijom dobijaju sekundarne `u~ne
kiseline (deoksiholna kiselina, hiodeoksiholna kiselina i lito-
holna kiselina). Primarne i sekundarne `u~ne kiseline su
hidroksi derivati 5â-holanske kiseline  [1,6,22-24].  

Razli~ita istra`ivanja pokazala su da je konkavna
povr{ina (α) steroidnog skeleta `u~nih kiselina polarna
(hidrofilna), a konveksna povr{ina (β) nepolarna (hidrofob-
na). Ovo se obja{njava time {to su hidroksilne grupe `u~nih
kiselina naj~e{}e orijentisane prema α strani steroidnog
skeleta, a pri tom angularne aksijalne metil grupe sa C10 i
C13 imaju β orijentaciju. Prisustvo i hidrofobne i hidrofilne
regije u molekulu `u~nih kiselina ozna~ava se kao amfifil-
nost. Karboksilna grupa je pri fiziolo{kim uslovima jonizo-
vana, pa `u~ne kiseline u biohemijskim sistemima spadaju u
jonske amfifile [1,7,12,25]. Kod holne kiseline je najpotpunije
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me|usobno razdvajanje hidrofobne (β strana) i hidrofilne
povr{ine (α strana), {to se ozna~ava kao biplanarnost.

Primenom konformacione analize kod `u~nih kiselina
pri oksidaciji steroidnih hidroksi grupa, dolazi se do slede}ih
stereohemijskih zapa`anja: pri oksidaciji bilo koje α aksi-
jalne (a) OH grupe holne kiseline (OH grupe sa C7 i C12
metilenskih grupa steroidnog skeleta) nastaju okso grupe ~iji
atomi kiseonika imaju α ekvatorijalne (e) polo`aje. Atomi
kiseonika C7 i C12 okso grupa pomeraju se  za 60° u odno-
su na polo`aj α(a)-OH grupa (Newman-ova projekciona for-
mula), pa sa srednjom ravni steroidnog sistema prstenova
(SSMP- steroid sceleton main plane) zaklapaju ugao od -
30°. Oksidacijom α ekvatorijalne (e) OH grupe (C3 OH
grupa) nastaje okso grupa ~iji atom kiseonika ima β(e) ori-
jentaciju, to jest zaklapa ugao sa SSMP od 30°. Pri supstitu-
ciji OH grupa holne kiseline okso grupama nastaju derivati
kod kojih je atom kiseonika pomeren ka β strani steroidnog
skeleta, {to uti~e na promenu polarne povr{ine nastalih okso
derivata [13,26]. 

Kod amfifilnih molekula karakteristi~no je da u vodenim
rastvorima formiraju agregate – micele. Pri sobnim temper-
aturama razlog nastajanja miceli je entropijski. U toku
pove}avanja koli~ine amfila u rastvoru sve vi{e molekula
vode  u~estvuje u hidrataciji hidrofobne povr{ine amfifila
{to je entropijski nepovoljno. Pri nastajanju agregata veliki
broj molekula vode se vra}a u rastvor daju}i pozitivan
entropijski doprinos sistemu (formiranju micele). Koncen-
tracija amfifila pri kojoj po~inje formiranje micela se naziva
kriti~na micelarna koncentracija (CMC). Uglavnom u litera-
turi postoji svatanje da se koncentracija monomera ne menja
iznad CMC, dok dodatkom novih molekula amfifila raste
koncentracija miceli. Postoje i pogledi prema kome formi-
ranje agregata po~inje ve} ispod CMC, a da CMC odgovara
ta~ki ukupne koncentracije amfifila pri kojem se naglo men-
jaju fizi~ko hemijski parametri rastvora [1,33-36].  

Za odre|ivanje CMC vrednosti `u~nih soli postoje
mnoge eksperimentalne tehnike koje su dobro opisane u lit-
eraturi. Eksperimentalne metode se mogu podeliti u takoz-
vane neinvazivne metode gde se prate direktne osobine
micela ili fizi~ko hemijskih parametara rastvora kao celine,
odnosno invazivne metode gde se koristi probni molekul
(rhodamin G, azulen, piren itd) ~ije osobine se menjaju u
zavisnosti od njegovog stepena inkorporacije u micelu.
Me|utim u literaturi vlada mi{ljenje da invazivne metode
remete pravu strukturu micele, po{to nastaju me{ovite
micele. Stoga je CMC me{ovitih micela obi~no ni`a od
prave vrednosti [33,37,38]. Pored toga osobine rastvora kao
{to su koncentracija elektrolita, pH, temperatura tako|e
uti~u na vrednosti CMC, pa je dosta te{ko u literaturi
upore|ivati CMC vrednosti soli `u~nih kiselina po{to od lit-
erature do literatura menjaju se metode kao i osobine rastvo-
ra [33,36].  

Izme|u CMC vrednosti soli `u~nih kiselina i vrednosti
retencionih parametara u hromatografiji (RPHPLC) postoji
dobra korelacija, {to upu}uje na zna~aj hidrofobnosti
(naro~ito hidrofobnosti β strane steroidnog jezgra.) amfifila
pri njihovoj samoasocijaciji [29,30]. 

CMC raste ako opada hidrofobnost (uglavnom β strane
steroidnog skeleta) `u~ne kiseline, odnosno smanjuje se nji-
hova te`nja ka samoasocijaciji. Vrednost CMC raste u
slede}em nizu Na soli `u~nih kiselina: deoksiholna kiselina

(konfiguracija OH grupa: 3α,12α) < henodeoksiholna
kiselina (3α,7α) < holna kiselina (3α,7α,12α) < hiodeoksi-
holna kiselina (3α,6α) < hioholna kiselina (3α,6α,7α) <
ursodeoksiholna kiselina (3α,7β) < ursoholna kiselina (7)
(3α,7β,12α). 

Pri supstituciji OH grupa kod holne kiseline okso grupa-
ma, kod dobijenih Na soli okso derivata raste vrednost
CMC. Sa pove}anjem broja okso grupa u kongeneri~noj
grupi sa tri O atoma vezanih za steroidni skelet opada bipla-
narna osobina u pogledu razdvojenosti hidrofobne i hidro-
filne strane steroidnog nukleosa. To se de{ava zato {to se C7
i C12 okso grupe pomeraju ka srednjoj ravni steroidnog
skeleta (SSMP), odnosno C3 okso grupa prelazi na konvek-
snu stranu steroidnog skelta. Pove}anjem broja okso grupa u
molekulu opada hidrofobnost β strane dok β strani raste u
odnosu na holnu kiselinu, ipak i dalje β strana ostaje hidro-
fobnija. Sli~no je i u kongeneri~noj grupi okso derivata
deoksiholne i henodeoksiholne kiseline. Kod obe kon-
generi~ne grupe okso derivata, pri sobnoj temperaturi,
entropija formiranja micele opada sa pove}anjem broja okso
grupe u steroidnom jezgru, po{to opada broj nestabilisanih
molekula vode (NSWM) u hidratacionom sloju sa β strane
steroidnog sistema prstenova [11,27,28,31,32,39,40]. 

Pri supstituciji OH grupe sa okso grupom rastre koli~ina
stabilizavanih molekula vode (SMV) u hidratacionom sloju
molekula `u~ne kiseline, tj. okso derivati `u~nih kiselina su
manje hidrofobni od njihovih OH analoga. Ovo odstupanje
okso derivata `u~nih kiselina iz kongeneri~ne grupe okso
derivata holne kiseline se mo`e objasniti postojanjem
vodoni~nih veza izme|u gradivnih jedinica micele. Kod pri-
marnih micela u fjordu („pukotina“ na povr{ini micele na
mestu „spajanja“ `u~nih kiselina preko β strana steroidnog
nukleusa) molekul vode (ili 2 do 3 molekula vode) mo`e
graditi vodoni~nu vezu sa okso grupom jednog i sa okso
grupom drugog molekula `u~ne kiseline, {to onda dodatno
stabilizuje micelu i to utoliko vi{e ukoliko ima vi{e okso
grupa [27,28,40]. Stabilizacija pomo}u vodoni~nih veza u
fjordu mogu}a je samo ukoliko molekul `u~ne kiseline ima
okso grupu (ili ekvatorijalnu OH grupu), me|utim ja~i dipol
keto grupe verovatno u~estvuje u pravilnoj orijentaciji
molekula vode u fjordu) koja je orijentisana ka â strani
steroidnog jezgra, {to onda rezultuje njenu sternu lokalizaci-
ju prema fjordu (pukotini). Ukoliko je za steroidni skelet
vezana á aksijalna OH grupa, onda iz sternih (prostornih)
razloga ne nastaje vodoni~na veza (OH grupe se ne nalaze u
fjordu). Postojanje fjordova i mogu}nost gra|enja vodo-
ni~nih veza u njemu ima naro~it zna~aj kod me{ovitih miceli
okso derivata [40,41]. [to vi{e vodoni~nih veza postoji u fjor-
dovima, iako je jezgro micele hidrofobno (sama micela jeste
stabilnija), to je prihvatanje hidrofobnog molekula gosta
te`e [13,40].

CILJ RADA
Cilj rada je ispitivanje hidrofobnosti unutra{njeg domena

micela `u~nih kiselina pomo}u solubilizacije probnim
molekulom, fenobarbitonom, koji ima tendenciju ulaska u
hidrofobnu sredinu zbog slabe rastvorljivosti u vodi i pris-
ustva fenilnog prstena.
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MATERIJAL I METODE
Ispitivane `u~ne kiseline

Deoksiholna kiselina(1);  holna kiselina(2); hioholna kiselina(3);     
7-okso deoksiholna kiselina(4); 12-okso henodeoksiholna kiseli-
na(5);                                    
12α-hidroksi-3,7-dioksoholanska kiselina(6);  7,12-dioksolitohol-
na kiselina(7);                             
7 α-hidroksi-3,12-dioksoholanska kiselina(8);   3,7,12-triokso-
holanska kiselina(9) (dehidroholna kiselina).

Molekul fenobarbitona kao probni molekul
Pored bromida, fenobarbiton spada u najstarije antiepi-

lepti~ke lekove. Osnovne elemente njegove strukture ~ine
heterocikli~ni prsten sa laktamskim okso grupama i fenilna
grupa. Molekul fenobarbitona ima hidrofobna svojstva i u
ovom radu se koristi kao probni molekul, ~ijom se inkorpo-
racijom (tj. solubilizacijom) u micele `u~nih kiselina mo`e
odrediti i hidrofobnost njihovog unutra{njeg domena.

Postupak solubilizacije
Rastvori soli ispitivanih `u~nih kiselina pripremani su u

koncentracijama 0.2CMC,  0.4 CMC, 0.6 CMC, 0.8 CMC, 1
CMC, 1.2 CMC  i 1.4 CMC za svaku pojedina~nu `u~nu
kiselinu.

Po 2 mL od svakog rastvora odmereno je u ~a{e kao i po
12 mg fenobarbitona. Ravnomernim me{anjem uz pomo}
magnetne me{alice tokom 4h omogu}ena je solubilizacija
fenobarbitona u micele odgovaraju}e `u~ne kiseline.
Izvr{eno je filtriranje rastvora. Koncentracija fenobarbitona
je odre|ivana visokoefikasnom te~nom hromatografijom
prema validiranoj metodi [42]. Podaci su obra|ivani u pro-
gramskom paketu Statistica 7.

Reverzno fazna visoko efikasna
te~na hromatografija (RP HPLC)

Kori{}en je Agilentov HPLC sis-
tem, serije 1100 sa degaserom, bina-
rnom pumpom, automatskim injek-
torom, DAD detektorom i softver sis-

temom za analizu podataka AgilentChem Station. Analiza je
izvr{ena na C-18 koloni Eclipse Plus C18 (250 mm x 3 mm,
5 um, 250 A°), Zorbax SD. Mobilna faza je bila sme{a
0,01M fosfatnog pufera i metanola u odnosu 70: 130 (v/v)
odr`avana na pH 7 sa injekconim od 10 µL. Detekcija je
vr{ena na 210 nm.

REZULTATI
Na Slici 3. je predstavljen efekat solubilizacije fenobar-

bitona (probni molekul) pomo}u natrijumovih soli ispiti-
vanih `u~nih kiselina (Slika 3.). Na apscisi su predstavljene
koncentracije soli `u~nih kiselina u odnosu na vrednost nji-
hove kriti~ne micelarne koncentracije a na ordinati procenat
izvr{ene solubilizacije. 

Slika (2). Molekul fenobarbitona

Slika (3). Rezultati:solubizacija probnog molekula (fenobarbiton) sa
natrijumovim solima `u~nih kiselina

Slika (1). Ispitivane `u~ne kiseline

Slika (4). Grupisanje `u~nih kiselina u ravni glavnih
kompon enti 
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Abstract
Bile acids’ properties and interactions with drugs are determined with the structure of

5 β cholanic acid that posses convex α surface that is unpolar, and concave β surface that
is polar. Bile acids form aggregates known as micelles, important for formulation of
nanopreparations. The goal of the paper is to examine the hydrophobicity of the inner
domain of bile acid micelle by solubilization of the probe molecule, phenobarbitone,
which tends to enter the hydrophobic environment. Concentrations of phenobarbitone
were determined using validated high pressure liquid chromatography method. The effect
of solubilisation decreases with the increasing in the number of hydroxil groups being sub-
stituted with oxo groups. The most effective bile salt in solubilization of phenobarbitone
is sodium deoxycholate, whose steroid form is also the most hydrophobic one. Phenyl
groups of the phenobarbitone get incorporated in the hydrophobic domains of micelles.
Increasment in the number of oxo group decreases the hydrophobic domain of micelles,
and thus their ability to host a hydrophobic agent.
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Primenom metode glavnih komponenti [43] na matricu
solubilizacije fenobarbitona mogu}e je 7 razli~itih normali-
zovanih koncenetracija (normalizovanih sa CMC vrednosti-
ma) `u~nih soli predstaviti u 2D prostoru pomo}u vrednosti
glavnih komponenti (t, score) i pomo}u kojeg se mo`e
odrediti me|usobna sli~nost ispitivanih natrijumovih soli
`u~nih kiselina [44]. (Slika 4.)

DISKUSIJA
Na osnovu dobijenih rezulatata mo`e se videti da do sol-

ubilizacije probnog molekula dolazi i ispod kriti~ne mice-
larne koncentracije (CMC) svakog anjona `u~ne kiseline tj.
u submicelarnoj oblasti, {to zna~i da nastaju stabilne
me{ovite micele koji onda imaju efekat sni`avanja kriti~ne
micelarne koncentracije.

Kako molekul fenobarbitona u svojoj strukturi ima fenil-
nu grupu i heterocikli~ni prsten sa laktamskim okso grupa-
ma, u hidrofobni domen micele mogu} je ili ulazak fenilne
grupe ili heterocikli~nog prstena. Ukoliko bi se u hidrofobni
domen micele inkorporirao heterocikli~ni prsten fenobarbi-
tona, onda bi posredstvom molekula vode do{lo do formi-
ranja vodoni~nih mostova u fjordovima micele izme|u lak-
tamskih okso grupa i OH/okso grupa gradivnih jedinica.
Hioholna kiselina sa C6 α ekvatorijalnom grupom pokazi-
vala bi najizra`eniji efekat u solubilizaciji posmatranog
probnog molekula. Me|utim efekat solubilizacije opada sa
porastom supstituisanih OH grupa sa okso grupama, a  naje-
fektivnija `u~na so u solubilizaciji fenobarbitona je natrijum
deoksiholat,  ~iji je steroidni skelet ujedno i najhidrofobniji

izme|u ispitivanih `u~nih kiselina. Ovu upu}uje na
zaklju~ak da se fenilna grupa fenobarbitona inkorporira u
hidrofobni domen micele, to jest da fenobarbiton mo`e da
poslu`i kao indikator hidrofobnosti unutra{njeg domena
micela.

U ravni glavnih komponenti vidi se da `u~ne kiseline se
grupi{u po okso grupama u steroidnom jezgru. Naime, sup-
stitucijom OH grupa sa okso grupoma polo`aj kiseonika se
pomera ka srednjoj ravni steroidnog jezgra, {to onda
omogu}uje stabilizaciju molekula voda iz hidratacionog
sloja i sa β strane steroidnog skeleta, {to zna~i da se smanju-
je te`nja ka samoasocijaciji anjona `u~ne kiseline, odnosno
smanjuje se hidrofobni domen micele, pa samim tim i njena
sposobnost ka inkorporaciji fenilne grupe probnog moleku-
la. 

ZAKLJU^AK
Fenobarbiton se inkorpori{e sa fenilnom grupom u

hidrofobni domen micele. Pove}anjem broja okso grupa
opada hidrofobni domen micele, pa samim tim i sposobnost
ka primanju hidrofobnog gosta.
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