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Wstep

Lipofilowo$¢ stanowiaca miare wtasciwosci hydro-
fobowo-hydrofilowych danego zwiazku chemicznego
to wazny parametr fizykochemiczny wptywajacy na
jego aktywnos¢ biologiczna. To jeden z deskryptoréw,
ktory wykorzystuje sie obecnie w projektowaniu no-
wych lekoéw oraz w ocenie aktywnosci substancji lecz-
niczych juz istniejgcych na rynku farmaceutycznym.
Okazuje sie, ze dziatanie farmakologiczne wielu sub-
stancji koreluje z ich lipofilowoscig, dzieki czemu ten
parametr fizykochemiczny jest pomocny w projekto-
waniu nowych biologicznie czynnych struktur che-
micznych [1]. Lipofilowos¢ pozwala przewidzie¢ nie
tylko profil ADME — wchtanianie, dystrybucje, meta-
bolizm i wydalanie, czyli zachowanie sie leku w orga-
nizmie pacjenta tuz po jego podaniu, ale takze jego
wigzanie si¢ z odpowiednim receptorem. Poszukiwa-
nie korelacji pomiedzy struktura chemiczna zwiazku
i wtasciwosciami a aktywnoscia biologiczng sa przed-
miotem badan typu: QSAR (Quantitative Structure —
Activity Relationship) i QSPR (Quantitative Structure
— Property Relationship) [2].

llosciowo lipofilowos¢ wyrazana jest jako wspot-
czynnik podziatu P lub jego logarytm logP, definiowa-
ny w nastepujacy sposob:

logP = logc,— logc,,

gdzie:

¢c,— stezenie badanej substancji w fazie organicz-
nej (niepolarnej),

¢, — stezenie badanej substancji w fazie wodnej
(polarnej).

W danej grupie zwiazkéw chemicznych najcze-
Sciej ze wzrostem lipofilowosci wzrasta ich aktyw-
nos¢ biologiczna ze wzgledu na to, ze lepsze jest

Determination of lipophilicity of dehydrocholic acid with the use
of different methods In presented work the lipophilicity of
dehydrocholic acid with the use of experimental and theoretical
methods was determined. Dehydrocholic acid is one of the bioactive
compounds usually used in medicine in form of commercial samples
such as: Raphacholin C and Raphacholin Forte. A reversed-phase
system of thin—layer chromatography (RP-TLC and RP-HPTLC)
was applied to find the chromatographic lipophilicity parameter
R, Of this compound. The R, values were measured in various
chromatographic conditions, by using the mobile phases such
as: methanol-water, acetone-water and dioxane—water (mixed

in respective volume compositions) and on different kind of

chromatographic plates: RP-18WF ., RP-2F,, and RP-18F,,,. All

experimentally determined values of lipophilicity (R,,,) were

compared with partition coefficients (logP), which were computational

calculated like: AlogPs, logP, . Xl0gP2, xlogP3, milogP, AlogP and
MlogP. On the basis of obtained results it can be concluded, that

experimental and computational calculated lipophilicity parameter is

useful to estimate the lipophilic properties of dehydrocholic acid.
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powinowactwo substancji z btonami biologicznymi,
lepsza przenikalno$¢, a co sie z tym wigze lepszy do-
step do miejsca dziatania w organizmie. Natomiast
dalszy wzrost lipofilowosci wywotuje zwiekszenie po-
winowactwa do lipidéw i utrudnienie transportu cza-
steczek zwiazku przez faze wodng, co powoduje jego
wybidrcza absorpcje w btonach biologicznych. Dlate-
go w praktyce dazy sie do wyboru substancji leczni-
czych o optymalnej liofilowosci, czyli o optymalnych
wtasciwosciach hydrofobowo-hydrofilowych i wspét-
czynniku podziatu (logP) [1].
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Metody wyznaczania parametrow
lipofilowosci

Lipofilowos¢ mozna wyznaczy¢ doswiadczalnie:
— klasyczna metoda ekstrakcyjng w uktadzie okta-

nol —woda (shake — flask),

— metoda RP-TLC, czyli chromatografii cienkowar-
stwowej w odwréconym uktadzie faz,

— metodg RP-HPLC, czyli wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz
oraz metodami teoretycznymi z zastosowaniem

odpowiednich programéw obliczeniowych.

Sposréd metod doswiadczalnych najwiekszym
uznaniem w przewidywaniu lipofilowosci cieszg sie
metody chromatograficzne, ze wzgledu na ich szyb-
kos¢, prostote w wykonaniu i precyzje w poréwna-
niu z klasyczna metoda ekstrakcyjna [1]. Ponadto
metody chromatograficzne pozwalaja wyznaczy¢
logP w szerokim zakresie wartosci wspétczynnika
podziatu w odréznieniu od metody ekstrakcyjnej.
Duze znaczenie w przewidywaniu lipofilowosci i in-
nych deskryptoréw fizykochemicznych
metodami teoretycznymi odgrywaja
programy komputerowe. Wsrod nich
bardzo przydatny do okreslania m.in.
logP okazuje sie ogélnodostepny ze-
staw oprogramowania zbudowany
przez doktora Tetko [2, 3].

Celem powyzszej pracy byto wy-
znaczenie i ocena lipofilowosci kwa-
su dehydrocholowego przy uzyciu
chromatografii cienkowarstwowe;j
w odwrdconym uktadzie faz (RP-TLC
i RP-HPTLC) oraz metod obliczenio-
wych.

Kwas dehydrocholowy to pochod-
na steroidowa stosowana jako lek
z6tciopedny w schorzeniach watroby
i drog zotciowych w postaci takich pre-
paratéw, jak: Raphacholin C (40 mg)
i Raphacholin Forte (250 mg) [4, 5, 6]. Wyznaczenie li-
pofilowosci kwasu dehydrocholowego doswiadczal-
nie i teoretycznie moze by¢ pomocne do oceny jego
wtasciwosci farmakokinetycznych, wptywajacych na
los kwasu dehydrocholowego w organizmie ludz-
kim, po jego zazyciu przez pacjentéw stosujgcych ten
zwiazek jako substancje czynna pod postacia réznych
preparatow handlowych.

Materiaty i odczynniki

W badaniach uzyto kwas dehydrocholowy min.
99% (Sigma — Aldrich, USA, nr serii D3750-25G).
Sktadnikami faz ruchomych byty: metanol (POCh,
Gliwice), aceton (POCh, Gliwice), dioksan (POCh, Gli-
wice) oraz woda destylowana (Zaktad Chemii Anali-
tycznej, Wydziat Farmaceutyczny SUM, Sosnowiec).
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Do wizualizacji plamek kwasu dehydrocholowego
zastosowano kwas siarkowy (VI) okoto 95% (POCh,
Gliwice). W pracy zastosowano szklane ptytki chro-
matograficzne do RP-HPTLC: RP-18WF,,, (E. Merck,
Art. 1.13124), RP-2F,,, (E. Merck, Art. 1.13726) oraz
ptytki aluminiowe do RP-TLC tj. RP-18F,,, (E. Merck,
Art. 1.05559).

Metodyka badan

Warunki wyznaczania lipofilowosci

kwasu dehydrocholowego technika RP-TLC

i RP-HPTLC

W badaniach zastosowano ptytki chromato-
graficzne o wymiarach 4 cm x 10 cm. Na ptytki
nanoszono 2 pl standardowego roztworu kwasu de-
hydrocholowego o stezeniu 5 mg/ml i rozwijano je
na wysokos¢ 8 cm w komorze chromatograficznej
firmy Camag, o wymiarach 20 cm x 20 cm, zawiera-
jacej 50 ml odpowiedniej fazy ruchomej o nastepu-
jacym sktadzie:

a) metanol i woda, o zawartosci metanolu zmienia-

jacej sie od 50 do 95% (v/v)

b) acetoniwoda, o zawartosci acetonu zmieniajacej

sie od 50 do 90% (v/v)

c) dioksaniwoda, o zawartosci dioksanu zmieniaja-

cej sie od 50 do 90% (v/v)

Po rozwinieciu i wysuszeniu ptytek, potozenie 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-
togramdw obliczono wartosci wspétczynnika retencji
chromatograficznej R,, ktére nastepnie przeliczono na
wartosci R,, w nastepujgcy sposob:

R, = log (;—F—ﬂ (1)

Chromatograficzny parametr lipofilowosci (R, )

Miara lipofilowosci wyznaczanej droga chroma-
tografii cienkowarstwowej w odwréconym uktadzie
faz jest wspotczynnik R, obliczany zgodnie z row-
naniem (1). W celu otrzymania doktadnej wartosci
chromatograficznego parametru lipofilowosci (R,,,)
wartosci R, uzyskan e dla kwasu dehydrocholowe-
go na ptytkach: RP-18WF,,, RP-18F ., i RP-2F,, przy
uzyciu mieszanin metanol-woda, aceton-woda oraz
dioksan—woda, w réznym stosunku objetosciowym,
ekstrapolowano do zerowego stezenia modyfikatora
organicznego w fazie ruchomej, zgodnie ze wzorem
Soczewinskiego-Wachtmeistera [1, 7]:

R,=R,.,~S ¢ @)
gdzie:
R, —warto$¢ R, badanego zwigzku przy zawarto-
$ci @ utamka objetosciowego modyfikatora organicz-
nego w fazie ruchomej,
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Tabela 1. Wsp6tczynniki (+SD) réwnan R,,=R,,,,—S-¢ dla kwasu dehydrocholowego badanego na ptytkach: RP-18WF,, ,, RP-18F,, i RP-2F,,,

rozwijanych przy uzyciu fazy ruchomej: metanol-woda, aceton-woda oraz dioksan—woda?

RP-18WF,,, metanol-woda 1,9474 (£0,0709) 2,9119 (£0,0965) 0,9967 0,03 909,63 8 3
RP-18F,,, metanol-woda 2,2514 (+0,1496) 3,2357 (+0,1856) 0,9919 0,05 304,01 7 4
RP-2F,,, metanol-woda 2,4167 (+0,0866) 4,02 (0,1216) 0,9968 0,05 1091,92 9 5
RP-18WF,,, aceton-woda 2,4924 (+0,2065) 3,9619 (+0,2813) 0,9852 0,09 198,38 8 6
RP-18F,, aceton-woda 1,9021 (+0,0736) 2,8967 (+0,1034) 0,9956 0,04 785,18 9 7
RP-2F,, aceton—-woda 2,7824 (+0,6884) 4,7102 (+0,9856) 0,9058 0,34 22,84 7 8
RP-18WF, dioksan—-woda 2,5314 (+0,3403) 4,2192 (+0,4975) 0,9669 0,17 71,91 7 9
RP-18F,, dioksan-woda 2,2665 (+0,575) 3,6632 (+0,3695) 0,9802 0,12 98,31 6 10
RP-2F ., dioksan-woda 2,2562 (+0,1469) 3,9497 (+0,2147) 0,9927 0,07 338,36 7 11

s—btad standardowy, p — poziom istotnosci, F—wartos¢ wg testu Fishera, n—liczba pomiaréw, r—wspétczynnik korelacji

2 dla wszystkich réwnan p<0,01

R, — teoretyczna wartos¢ R, analitu ekstrapolo-
wana do zerowej zawartosci modyfikatora organicz-
nego w fazie ruchomej (R,,,,),

S— nachylenie krzywej regresji (jest to réznica R,,
w czystej wodzie lub buforze (p=0) minus R,, w czy-
stym modyfikatorze (p=1)),

¢ — utamek objetosciowy modyfikatora organicz-
nego w fazie ruchome;j.

Obliczanie parametréw lipofilowosci

Teoretyczne wspoétczynniki podziatu

Teoretyczne wartosci wspotczynnikéw podziatu:
AlogPs, 08P, o X10gP2, xlogP3, milogP, AlogP oraz
MlogP uzyskano z internetowej bazy danych [3].

Analiza korelacyjna i analiza podobienstwa

Analize korelacyjng oraz analize podobiefstwa
(tzw. analize skupien) przeprowadzono przy uzyciu
programu komputerowego Statistica 7.1.

Wyniki

Chromatograficzny parametr lipofilowosci R,
wyznaczony na podstawie wartosci R,, kwasu de-
hydrocholowego, zmierzonych w réznych warun-
kach chromatograficznych, tj. na ptytkach do RP-TLC
i RP-HPTLC: RP-18F,,, RP-18WF,, i RP-2F,,, roz-
wijanych przy uzyciu mieszanin: metanol-woda,
aceton—-woda oraz dioksan—-woda zestawiono w ta-
beli 1. Ponadto w tabeli 1 zaprezentowano para-
metry statystyczne liniowych korelacji R,, = f(¢),
takie jak: s —btad standardowy, p — poziom istotno-
Sci, F —wartos¢ wg testu Fishera, n — liczba pomia-
row, r —wspotczynnik korelacji, ktére postuzyty do
okreslenia wartosci R, kwasu dehydrocholowego
dla wszystkich zastosowanych warunkéw chroma-
tograficznych.

Natomiast w tabeli 2 przedstawiono wartosci teo-

retyczne wspotczynnika podziatu (logP), wyrazonego

Tabela 2. Wartosci wspétczynnikéw podziatu
kwasu dehydrocholowego wyznaczone metodami
obliczeniowymi [3]

logPexp -

AlogPs 3,37
108 omm 2,28
xlogP2 2,66
xlogP3 2,56
milogP 2,78
AlogP 2,34
MlogP 2,98

jako AlogPs, logP, ., Xl08P2, xlogP3, milogP, AlogP,
oraz MlogP. Dane te otrzymano z internetowej bazy
danych [3].

Omoéwienie wynikow

Celem powyzszych badan byto wyznaczenie
lipofilowosci kwasu dehydrocholowego przy uzyciu
chromatografii cienkowarstwowej z odwrdéconym
uktadem faz (RP-TLC i RP-HPTLC) oraz metod obli-
czeniowych. Uzyskane, na podstawie otrzymanych
w réznych warunkach chromatograficznych, wartos-
ci R, ekstrapolowano do zerowego stezenia modyfi-
katora organicznego w fazie ruchomej (p) otrzymujac
réwnania korelacyjne (3-11) typu: R, = R,,, — S'.
Wartos¢ chromatograficznego parametru lipofilo-
wosci (R,,,) stanowi wyraz wolny w tym réwnaniu.
Wszystkie otrzymane réwnania liniowe charakteryzu-
ja sie wysokimi wspdtczynnikami korelacji tzn. r>0,9.
Korzystne sa réwniez pozostate parametry staty-
styczne tych réwnan, takie jak: poziom istotnosci (p)
czy btad standardowy (s).
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W celu poréwnania chromatograficznego para-
metru lipofilowsci (R,,,) kwasu dehydrocholowego
wyznaczonego w zastosowanych warunkach chroma-
tograficznych, tj. przy uzyciu fazy ruchomej: metanol-
woda (RMW(m]), aceton-woda (RMW@) oraz dioksan—-woda
(R ) Wykorzystano analizg skupien (rycina 1).

Przedstawiony na rycinie 1 dendrogram podo-
biefistwa wartosci R,,, wskazuje na fakt, ze najbar-
dziej zblizone do siebie wartosci R, otrzymano przy
uzyciu mieszaniny: dioksan—woda oraz metanol-
woda, jako fazy ruchomej (tworza one jedno skupie-
nie). Natomiast parametr lipofilowosci R, uzyskany
w uktadzie aceton—woda jest podobny do nich.

Odlegtos¢ wiaz.

0,65

0,64

o
o))
w

0,62

0,61

0,60

R

MW(a)

R R

MW(d) MW (m)

Rycina 1. Dendrogram podobienstwa wartosci R,,, kwasu dehydrocholowego

otrzymanych przy uzyciu réznych faz ruchomych

Otrzymane eksperymentalnie wartosci R,,, po-
rownano réwniez z teoretycznymi wartosciami wspot-
czynnika podziatu, obliczonymi za pomoca programéw
komputerowych: AlogPs, logP, ;. Xl08P2, xlogP3, mi-
logP, AlogP, oraz MlogP (rycina 2). Wartosci teore-
tycznych wspétczynnikéw podziatu réznig sie miedzy
soba. Najnizsza wartos¢ posiada wspétczynnik po-
dziatu logP, . @ Najwyzszg sposrod teoretycznych
wspbtczynnikéw podziatu wykazuje AlogP,. Niestety
brak jest danych dotyczacych wartosci eksperymen-
talnego logP t]. logPexp dla kwasu dehydrocholowego.

Analiza wykresu zamieszczonego na rycinie 2
pozwala stwierdzi¢, ze teoretyczny wspdtczynnik
podziatu, wyrazony jako logP,g,, jest zblizony do
chromatograficznego parametru lipofilowosci R,,,
wyznaczonego przy uzyciu ptytek RP-18F , ifazy ru-
chomej metanol-woda oraz do R,,, uzyskanego na
ptytkach RP-18F,, oraz RP-2F,., przy fazie ruchomej
dioksan—woda. Natomiast teoretyczny wspétczynnik
podziatu milogP jest zblizony do wartosci R,,, wyzna-
czonej na ptytkach RP-2F,., przy uzyciu fazy rucho-
mej aceton-woda.

Whioski

Przeprowadzone w powyzszej pracy badania lipo-
filowosci kwasu dehydrocholowego pozwolity na wy-
odrebnienie nastepujacych wnioskow:

1. Chromatografia cienkowarstwowa z odwréconym
uktadem faz i komercyjne programy komputero-
we s3 uzytecznym narzedziem w wyznaczaniu li-
pofilowosci zwiazkéw biologicznie aktywnych, do
ktérych nalezy kwas dehydrocholowy.

8¢

Lipofilowo

3,4
3,2

2,8
2,6
2,4
2,2

1,8
1,6

N
\3’\6
&

Rycina 2.
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Poréwnanie eksperymentalnych i teoretycznych parametréw lipofilowosci kwasu dehydrocholowego
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Otrzymany w réznych warunkach chromatogra-
ficznych parametr lipofilowosci R, dla kwasu
dehydrocholowego jest poréwnywalny z teore-
tycznymi wspétczynnikami podziatu, obliczonymi
dla tego zwigzku za pomoca komercyjnych progra-
mow komputerowych.

. Techniki chemometryczne s3 pomocne w ocenie li-

pofilowosci kwasu dehydrocholowego wyznaczo-
nej réznymi metodami.
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