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powinowactwo substancji z błonami biologicznymi, 
lepsza przenikalność, a co się z tym wiąże lepszy do-
stęp do miejsca działania w organizmie. Natomiast 
dalszy wzrost lipofilowości wywołuje zwiększenie po-
winowactwa do lipidów i utrudnienie transportu czą-
steczek związku przez fazę wodną, co powoduje jego 
wybiórczą absorpcję w błonach biologicznych. Dlate-
go w praktyce dąży się do wyboru substancji leczni-
czych o optymalnej liofilowości, czyli o optymalnych 
właściwościach hydrofobowo-hydrofilowych i współ-
czynniku podziału (logP) [1].

Wstęp

Lipofilowość stanowiąca miarę właściwości hydro-
fobowo-hydrofilowych danego związku chemicznego 
to ważny parametr fizykochemiczny wpływający na 
jego aktywność biologiczną. To jeden z deskryptorów, 
który wykorzystuje się obecnie w projektowaniu no-
wych leków oraz w ocenie aktywności substancji lecz-
niczych już istniejących na rynku farmaceutycznym. 
Okazuje się, że działanie farmakologiczne wielu sub-
stancji koreluje z ich lipofilowością, dzięki czemu ten 
parametr fizykochemiczny jest pomocny w projekto-
waniu nowych biologicznie czynnych struktur che-
micznych [1]. Lipofilowość pozwala przewidzieć nie 
tylko profil ADME – wchłanianie, dystrybucję, meta-
bolizm i wydalanie, czyli zachowanie się leku w orga-
nizmie pacjenta tuż po jego podaniu, ale także jego 
wiązanie się z odpowiednim receptorem. Poszukiwa-
nie korelacji pomiędzy strukturą chemiczną związku 
i właściwościami a aktywnością biologiczną są przed-
miotem badań typu: QSAR (Quantitative Structure – 
Activity Relationship) i QSPR (Quantitative Structure 
– Property Relationship) [2].

Ilościowo lipofilowość wyrażana jest jako współ-
czynnik podziału P lub jego logarytm logP, definiowa-
ny w następujący sposób: 

logP = logc0 – logcw

gdzie: 
c0 –  stężenie badanej substancji w fazie organicz-

nej (niepolarnej),
cw – stężenie badanej substancji w fazie wodnej 

(polarnej).
W  danej grupie związków chemicznych najczę-

ściej ze wzrostem lipofilowości wzrasta ich aktyw-
ność biologiczna ze względu na to, że lepsze jest 
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Metody wyznaczania parametrów 
lipofilowości

Lipofilowość można wyznaczyć doświadczalnie: 
–	� klasyczną metodą ekstrakcyjną w układzie okta-

nol – woda (shake – flask),
–	� metodą RP-TLC, czyli chromatografii cienkowar-

stwowej w odwróconym układzie faz,
–	� metodą RP-HPLC, czyli wysokosprawnej chroma-

tografii cieczowej w odwróconym układzie faz
oraz metodami teoretycznymi z  zastosowaniem 

odpowiednich programów obliczeniowych.
Spośród metod doświadczalnych największym 

uznaniem w przewidywaniu lipofilowości cieszą się 
metody chromatograficzne, ze względu na ich szyb-
kość, prostotę w wykonaniu i precyzję w porówna-
niu z  klasyczną metodą ekstrakcyjną [1]. Ponadto 
metody chromatograficzne pozwalają wyznaczyć 
logP w  szerokim zakresie wartości współczynnika 
podziału w  odróżnieniu od metody ekstrakcyjnej. 
Duże znaczenie w przewidywaniu lipofilowości i  in-

nych deskryptorów fizykochemicznych 
metodami teoretycznymi odgrywają 
programy komputerowe. Wśród nich 
bardzo przydatny do określania m.in. 
logP okazuje się ogólnodostępny ze-
staw oprogramowania zbudowany 
przez doktora Tetko [2, 3].

Celem powyższej pracy było wy-
znaczenie i  ocena lipofilowości kwa-
su dehydrocholowego przy użyciu 
chromatografii cienkowarstwowej 
w odwróconym układzie faz (RP-TLC 
i  RP-HPTLC) oraz metod obliczenio-
wych.

Kwas dehydrocholowy to pochod-
na steroidowa stosowana jako lek 
żółciopędny w schorzeniach wątroby 
i dróg żółciowych w postaci takich pre-
paratów, jak: Raphacholin C (40 mg) 

i Raphacholin Forte (250 mg) [4, 5, 6]. Wyznaczenie li-
pofilowości kwasu dehydrocholowego doświadczal-
nie i teoretycznie może być pomocne do oceny jego 
właściwości farmakokinetycznych, wpływających na 
los kwasu dehydrocholowego w  organizmie ludz-
kim, po jego zażyciu przez pacjentów stosujących ten 
związek jako substancję czynną pod postacią różnych 
preparatów handlowych.

Materiały i odczynniki

W badaniach użyto kwas dehydrocholowy min. 
99% (Sigma – Aldrich, USA, nr serii D3750-25G). 
Składnikami faz ruchomych były: metanol (POCh, 
Gliwice), aceton (POCh, Gliwice), dioksan (POCh, Gli-
wice) oraz woda destylowana (Zakład Chemii Anali-
tycznej, Wydział Farmaceutyczny ŚUM, Sosnowiec). 

Lipofilowość stanowiąca 
miarę właściwości 

hydrofobowo-hydrofilowych 
danego związku 

chemicznego to ważny 
parametr fizykochemiczny 

wpływający na jego 
aktywność biologiczną. 

To jeden z deskryptorów, 
który wykorzystuje się 

obecnie w projektowaniu 
nowych leków oraz w ocenie 

aktywności substancji 
leczniczych już istniejących 

na rynku farmaceutycznym.

Do wizualizacji plamek kwasu dehydrocholowego 
zastosowano kwas siarkowy (VI) około 95% (POCh, 
Gliwice). W pracy zastosowano szklane płytki chro-
matograficzne do RP-HPTLC: RP-18WF254 (E. Merck, 
Art. 1.13124), RP-2F254 (E. Merck, Art. 1.13726) oraz 
płytki aluminiowe do RP-TLC tj. RP-18F254 (E. Merck, 
Art. 1.05559).

Metodyka badań

Warunki wyznaczania lipofilowości 
kwasu dehydrocholowego techniką RP-TLC 
i RP‑HPTLC
W  badaniach zastosowano płytki chromato-

graficzne o  wymiarach 4 cm × 10 cm. Na płytki 
nanoszono 2 µl standardowego roztworu kwasu de-
hydrocholowego o stężeniu 5 mg/ml i  rozwijano je 
na wysokość 8 cm w  komorze chromatograficznej 
firmy Camag, o wymiarach 20 cm × 20 cm, zawiera-
jącej 50 ml odpowiedniej fazy ruchomej o następu-
jącym składzie: 
a)	� metanol i woda, o zawartości metanolu zmienia-

jącej się od 50 do 95% (v/v)
b)	� aceton i woda, o zawartości acetonu zmieniającej 

się od 50 do 90% (v/v)
c)	� dioksan i woda, o zawartości dioksanu zmieniają-

cej się od 50 do 90% (v/v)
Po rozwinięciu i wysuszeniu płytek, położenie pla-

mek kwasu dehydrocholowego ustalono przez spry-
skanie 10% wodnym roztworem kwasu siarkowego 
(VI) i ogrzewanie w suszarce przez 15 minut w tem-
peraturze 120°C. Na podstawie otrzymanych chroma-
togramów obliczono wartości współczynnika retencji 
chromatograficznej RF, które następnie przeliczono na 
wartości RM w następujący sposób: 

	
RM = log ( )–1RF

1
	 (1)

Chromatograficzny parametr lipofilowości (RMW)
Miarą lipofilowości wyznaczanej drogą chroma-

tografii cienkowarstwowej w odwróconym układzie 
faz jest współczynnik RM obliczany zgodnie z  rów-
naniem (1). W celu otrzymania dokładnej wartości 
chromatograficznego parametru lipofilowości (RMW) 
wartości RM uzyskan e dla kwasu dehydrocholowe-
go na płytkach: RP-18WF254, RP-18F254 i RP-2F254 przy 
użyciu mieszanin metanol–woda, aceton–woda oraz 
dioksan–woda, w różnym stosunku objętościowym, 
ekstrapolowano do zerowego stężenia modyfikatora 
organicznego w fazie ruchomej, zgodnie ze wzorem 
Soczewińskiego-Wachtmeistera [1, 7]: 

	 R
M

 = R
MW 

– S · φ	 (2)
gdzie: 
RM – wartość RM badanego związku przy zawarto-

ści φ ułamka objętościowego modyfikatora organicz-
nego w fazie ruchomej,
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RMW –	 teoretyczna wartość RM analitu ekstrapolo-
wana do zerowej zawartości modyfikatora organicz-
nego w fazie ruchomej (RMW),

S –	 nachylenie krzywej regresji (jest to różnica RM 
w czystej wodzie lub buforze (φ=0) minus RM w czy-
stym modyfikatorze (φ=1)),

φ –	 ułamek objętościowy modyfikatora organicz-
nego w fazie ruchomej.

Obliczanie parametrów lipofilowości
Teoretyczne współczynniki podziału
Teoretyczne wartości współczynników podziału: 

AlogPs, logPKOWIN, xlogP2, xlogP3, milogP, AlogP oraz 
MlogP uzyskano z internetowej bazy danych [3].

Analiza korelacyjna i analiza podobieństwa
Analizę korelacyjną oraz analizę podobieństwa 

(tzw. analizę skupień) przeprowadzono przy użyciu 
programu komputerowego Statistica 7.1.

Wyniki

Chromatograficzny parametr lipofilowości RMW, 

wyznaczony na podstawie wartości RM kwasu de-
hydrocholowego, zmierzonych w  różnych warun-
kach chromatograficznych, tj. na płytkach do RP-TLC 
i  RP-HPTLC: RP-18F254, RP-18WF254 i  RP-2F254, roz-
wijanych przy użyciu mieszanin: metanol–woda, 
aceton–woda oraz dioksan–woda zestawiono w ta-
beli 1. Ponadto w  tabeli 1 zaprezentowano para-
metry statystyczne liniowych korelacji RM = f(φ), 
takie jak: s – błąd standardowy, p – poziom istotno-
ści, F – wartość wg testu Fishera, n – liczba pomia-
rów, r – współczynnik korelacji, które posłużyły do 
określenia wartości RMW kwasu dehydrocholowego 
dla wszystkich zastosowanych warunków chroma-
tograficznych.

Natomiast w tabeli 2 przedstawiono wartości teo-
retyczne współczynnika podziału (logP), wyrażonego 

jako AlogPs, logPKOWIN, xlogP2, xlogP3, milogP, AlogP, 
oraz MlogP. Dane te otrzymano z internetowej bazy 
danych [3].

Omówienie wyników

Celem powyższych badań było wyznaczenie 
lipofilowości kwasu dehydrocholowego przy użyciu 
chromatografii cienkowarstwowej z  odwróconym 
układem faz (RP-TLC i  RP-HPTLC) oraz metod obli-
czeniowych. Uzyskane, na podstawie otrzymanych 
w różnych warunkach chromatograficznych, wartoś
ci RM ekstrapolowano do zerowego stężenia modyfi-
katora organicznego w fazie ruchomej (φ) otrzymując 
równania korelacyjne (3–11) typu: R

M
 = R

MW
 – S·φ. 

Wartość chromatograficznego parametru lipofilo-
wości (RMW) stanowi wyraz wolny w tym równaniu. 
Wszystkie otrzymane równania liniowe charakteryzu-
ją się wysokimi współczynnikami korelacji tzn. r>0,9. 
Korzystne są również pozostałe parametry staty-
styczne tych równań, takie jak: poziom istotności (p) 
czy błąd standardowy (s).

Płytki 
chromatograficzne

Faza ruchoma RMW S r s F n 
Numer

równania

RP-18WF254 metanol–woda 1,9474 (±0,0709) 2,9119 (±0,0965) 0,9967 0,03 909,63 8 3

RP-18F254 metanol–woda 2,2514 (±0,1496) 3,2357 (±0,1856) 0,9919 0,05 304,01 7 4

RP-2F254 metanol–woda 2,4167 (±0,0866) 4,02 (±0,1216) 0,9968 0,05 1091,92 9 5

RP-18WF254 aceton–woda 2,4924 (±0,2065) 3,9619 (±0,2813) 0,9852 0,09 198,38 8 6

RP-18F254 aceton–woda 1,9021 (±0,0736) 2,8967 (±0,1034) 0,9956 0,04 785,18 9 7

RP-2F254 aceton–woda 2,7824 (±0,6884) 4,7102 (±0,9856) 0,9058 0,34 22,84 7 8

RP-18WF254 dioksan–woda 2,5314 (±0,3403) 4,2192 (±0,4975) 0,9669 0,17 71,91 7 9

RP-18F254 dioksan–woda 2,2665 (±0,575) 3,6632 (±0,3695) 0,9802 0,12 98,31 6 10

RP-2F254 dioksan–woda 2,2562 (±0,1469) 3,9497 (±0,2147) 0,9927 0,07 338,36 7 11

s – błąd standardowy, p – poziom istotności, F – wartość wg  testu Fishera, n – liczba  pomiarów,  r – współczynnik korelacji
a  dla wszystkich równań p<0,01

Współczynnik podziału
Wartość  

współczynnika podziału

logPexp –

AlogPs 3,37

logPKOWIN 2,28

xlogP2 2,66

 xlogP3 2,56

milogP 2,78

AlogP 2,34

MlogP 2,98

Tabela 1. Współczynniki (±SD) równań RM=RMW–S·φ dla kwasu dehydrocholowego badanego na płytkach: RP-18WF254, RP-18F254 i RP-2F254, 

rozwijanych przy użyciu fazy ruchomej: metanol–woda, aceton–woda oraz dioksan–wodaa

Tabela 2. Wartości współczynników podziału 

kwasu dehydrocholowego wyznaczone metodami 

obliczeniowymi [3]
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W celu porównania chromatograficznego para-
metru lipofilowści (RMW) kwasu dehydrocholowego 
wyznaczonego w zastosowanych warunkach chroma-
tograficznych, tj. przy użyciu fazy ruchomej: metanol–
woda (RMW(m)), aceton–woda (RMW(a)) oraz dioksan–woda 
(RMW(d)) wykorzystano analizę skupień (rycina 1).

Przedstawiony na rycinie 1 dendrogram podo-
bieństwa wartości RMW wskazuje na fakt, że najbar-
dziej zbliżone do siebie wartości RMW otrzymano przy 
użyciu mieszaniny: dioksan–woda oraz metanol–
woda, jako fazy ruchomej (tworzą one jedno skupie-
nie). Natomiast parametr lipofilowości RMW uzyskany 
w układzie aceton–woda jest podobny do nich.

Rycina 1. Dendrogram podobieństwa wartości RMW kwasu dehydrocholowego 

otrzymanych przy użyciu różnych faz ruchomych

Rycina 2. Porównanie eksperymentalnych i teoretycznych parametrów lipofilowości kwasu dehydrocholowego
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Otrzymane eksperymentalnie wartości RMW po-
równano również z teoretycznymi wartościami współ-
czynnika podziału, obliczonymi za pomocą programów 
komputerowych: AlogPs, logPKOWIN, xlogP2, xlogP3, mi-
logP, AlogP, oraz MlogP (rycina 2). Wartości teore-
tycznych współczynników podziału różnią się między 
sobą. Najniższą wartość posiada współczynnik po-
działu logPKOWIN, a najwyższą spośród teoretycznych 
współczynników podziału wykazuje AlogPS. Niestety 
brak jest danych dotyczących wartości eksperymen-
talnego logP tj. logPexp dla kwasu dehydrocholowego.

Analiza wykresu zamieszczonego na rycinie  2 
pozwala stwierdzić, że teoretyczny współczynnik 
podziału, wyrażony jako logPKOWIN jest zbliżony do 
chromatograficznego parametru lipofilowości RMW 
wyznaczonego przy użyciu płytek RP-18F254 i fazy ru-
chomej metanol–woda oraz do RMW uzyskanego na 
płytkach RP-18F254 oraz RP-2F254 przy fazie ruchomej 
dioksan–woda. Natomiast teoretyczny współczynnik 
podziału milogP jest zbliżony do wartości RMW wyzna-
czonej na płytkach RP-2F254 przy użyciu fazy rucho-
mej aceton–woda.

Wnioski

Przeprowadzone w powyższej pracy badania lipo-
filowości kwasu dehydrocholowego pozwoliły na wy-
odrębnienie następujących wniosków: 
1.	� Chromatografia cienkowarstwowa z odwróconym 

układem faz i komercyjne programy komputero-
we są użytecznym narzędziem w wyznaczaniu li-
pofilowości związków biologicznie aktywnych, do 
których należy kwas dehydrocholowy.
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2.	� Otrzymany w  różnych warunkach chromatogra-
ficznych parametr lipofilowości RMW dla kwasu 
dehydrocholowego jest porównywalny z  teore-
tycznymi współczynnikami podziału, obliczonymi 
dla tego związku za pomocą komercyjnych progra-
mów komputerowych.

3.	� Techniki chemometryczne są pomocne w ocenie li-
pofilowości kwasu dehydrocholowego wyznaczo-
nej różnymi metodami.

Otrzymano: 2009.08.01  ·  Zaakceptowano: 2009.08.20
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