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(54)  Zpisob mikroextrakce pro stanoveni frakei 17-ketosteroidl & derivdtld

progesteronu z mode

1

Vynélez se tyké zplsobu mikroextrakce pro stanoveni frakei 17-ketosteroidd & deri-
vétd progesteronu z mode pomoci ohromatografické nebo fotometrické snalyzy. Vynédlez umo¥nu-
je zisket Eistf extrakt uvedenych steroidnich hormond, pF¥idemZ se cely extrakdni a 515'&191
proces provdd{ v jediné zkumevce & to bez ndrokd ne -specidlni technické zaibizeni. Pod poj=-
mem frakcel17-ketosteroid& a derivdty progesteronu se rogumi tyso ldiky: endrosteron,
etiocholanolon, dehydroepiandrosteron, ll-keto-endrostercw, ll-keto-etichelanolon,
11¥hydroxy-androsteron, 11-hydroxy-eticholanolon, pregnandiol, pernentriol & pregnantriolon.

Dosud znémé zplisoby extrakce jsou vicpnéeobné extrukos, p#ifem¥ wvyochfzeJi ze vzorku
mo¥e o objemu 4 ef 100 ml, jsou pracné a vyZeduji zna¥né mnoZstvi chemickfch Sinidel a
ndkolik leboratornich nddob. Tyto zplisoby nelze pouZit jeko mikrometodu, nebo¥ neumoZiujf
dosdhnout dostateéného'mnoiatvi a Sistoty vytdZku pro del¥{ enaljsu. Znedné efektivni Je
postup podle ¥lénku "Evaluation of a gaes~liquid chromatographic method for the determina-
tion of urinery steroids using high-resolution open~tubuler glees capillary columns",
Bailey E. - Fenoughty M. ~ Chepmen J. R., Journal of Chromatography, 96/1974, str. 33=46,
Elsevier, Amsterdeam, Citoveny postup je dvojndeobnd extrakce, kierd se provddi takio:
K vzorku mo¥i o objemu 4 ml se p#idd 0,8 ml acetdtového pufru a 0,04 ml extraktu Helix
pomatis, poté se dvakrdt extrshuje s 20 ml dietyleteru. PFitom se pouZiveji t¥i d&liod
nélevky o objemu v8zSim neZ 25 ml.
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Po promyti sodnym louhem & vodou se extrakt odpa¥i v rotadni vekuové odparce. Potom

se suchy extrakt derivatizuje a déle se zpracuje pro chrometografickou enalyzu.

Postupem podle vyndlezu se uvedené nedostatky gndmych postupd odstranuji. Podstetou
vjnélezu Je jednondsobnd extrakce, kterd se provddi, vietnd Sisténi a promyvéni, jen
v jediné zkumevce s uzdvdrem, kterd mi objem 1 a¥% 3 ml. Diky tomu, Ze se pou¥ivd Jen jedi-
né zkumevky, eni¥i se znedisténi e ztrdty vytéiku, ¥imZ se zZvysi ddinnost extrekce.
Postupuje se takto:s Vzorek moSe o objemu 0,5 8% 2 ml se vloZi do zkumévky o objemu 1 af .
3 ml. Jeko rozpoudtddlo se p¥idd 0,35 a% 1,4 ml dichiormetanu. Pak se tato extrakdini
smds vyt¥epe na rotsdng-vibradni t¥epadce. Vodni vrstve se od dichlormetanové 0dd¥li odstie-
dénim. Vodn{ vretve je lehd{ ne¥ dichlormetanovd a proto vystoupi neshoru, odkud se shore
odsaje. Poté se dichlormetsnovéd vrstve promyvd louhem sodnym & pak vodou, p¥ifemZ se po
'vytiepéni & odstPeddni vodni vretve odsaje op&t shora, Zbytky vodni vrstvy .se odstreni
pPidénim siranu sodného, vytiepdnim a odst¥eddnim. Teprve potom se extrekt pFenese do
jiné zkumavky k odpefeni a k nédsledné anslyze,

Vynélezem se dosehuje t&chto U8inkd: extrekci lze provést ne vzorcich mode o objemu
0,5 a% 2 ml, zvys{ se distote vytdZku, usnedni se manipulsace, zkréti se das ne provedeni

a sni¥{ se spot¥eba chemickych &inidel a nddobi.

P¥Pikled

“r

K mikroextrekel se piistupuje af po pFedohozi enzymatické hydroly¥ze. Enzymetickd
hydrolyze a celd extrakce se provddi v jediné uszevirstelné zkumavce 8 konickym zdZenim

0 objemu 1,5 ml. Vychézi se z 1 nl mode okyselené ne pH 4,6 pomoci 1 mol/l HCl, ke

- kterému se piidd 50 ul 2 mol/l acetdtového p(xfru s pH 4,6 , ddle 5 ul ﬁglukuronidézy

(arylsulfatdzy z Helix pometia 5,2 U) 2,6 U na 1 ml, dédle 5 ul chloroformu p. &. & dédle
2 ug androstendionu jako vanit¥n{ stendard. Zkumevke se uzvaie, promichd, pak se otevie
a nechd se inkubovat 48 hodin p¥i 37 O¢. Inkubac{ se danf objem samovoln¥ zshusti{ na 0,35 ml,

(Za¥dtek postupu podle vyndlezu.) K 0,35 ml zehu¥tné mode se_pfidé 0,7 ml dichlormete-
nu p. 8., poté se zkumevke uzavie a tfape ge 5 minut na rotaind-vibraini t¥epadce, pak se
odstiq&ujg 1 minutu, Hornf vodni vrstve se odseje shore. Ke zbylé dolni dichlormetenové
vretvé se p¥idd 0,2 ml 0,1 mol/l NeOH. Pek se op&t 2 minuty p¥epe & 1 minutu odst¥eduje
p#1 12 000 ot/min., na5§§ se horni vodni vrstve opét odssje shora. Tento Sistici proces
se 6paku3e Je&t& jednou. Pek se p¥idd 0,4 ml demineralizovené vody, 2 minuty se tiepe, 1
minutu se odst¥eduje & pek se horni vodni vrstva odsaje shora, Tento promyveci proces se
provede t¥ikrdt - a¥ do vymizeni alkalické reakce, Zbytky vodni vrsivy se odstrant p¥idénim
0,2 g bezvodého siranu sodného p. A.. 2 minuty se t¥epe a 1 minutu odst¥eduje. (Konec postupu

‘ podle vyndlezu,) . ) .

Stanoveni frakoi steroidnich hormoni, se provede pomooi plynové chromatografie. Extrakt |
se prenese do zkumavky s k6niokjm ziZenim & kompletn& se odpafi, Pak se provede derivatizaoe‘
hormond pomoci 10 ul smési siiylaéniho ginidle, tj. 1 dil trimetylohlorsilanu, 3 dfly

‘hexametyldigilazanu ‘& 9 d{l8 dimetylformemidu, po dobu 2 hodin p#i teplotd 60 %. Do plynového
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chrometografu se eplikuje 2 ul této smései.

pPXEDMET VYNLKLEZU

Zpisob mikroextrakce pro stanoveni frekei 17-ketosteroidl a derivéiid progesteronu
z mode,; vyznelujici{ se tim, Ze se do vzorku mo¥e o objemu 0,5 8% 2 ml, ckyseleného ne pH
4,6 a zahusténého né jednu t¥etinu svého objemu, pPidéd 0,35 ef 1,4 ml dichlormetanu,
odstreddnim vzniklé kapalné vrstvy se odd&li, vodni vrstve se odsévé shora, zbyld dichlor-
metenové vrstve se promyvd louhem sodnym & vodou, pFidemZ se pracuje v jedné zkumevce do
objemu 3 ml, s vyhodou od 1 do 2 ml, vznikly extrakt.se vyhodnocuje chromatogreficky nebo
fotometricky.
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