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Vynilez sa tyka sposobu vysokotcinnej izo-
lacie lipofilnych latok z biologickych rozto-
kov, ako z krvi, motu a pod., pomocou ex-
trakcie v koldne za vyu21t1a polysacharidove]j
naplne.

- Izolacia lipofilnych latok z biologickych
roztokov je dolez1tym stupriom tak z hlladiska
analytlckeho ako aj preparatlvneho Klazsmky
sposob izolacie lipofilnych latok spotiva v nie-
kolkondsobnej .extrakcii vytrepavanim biolo-
gickych roztokov do organickych rozpustadiel
v deliacom lieviku. Uvedeny sposob je viak
narofny na - Cas, spotrebu biologického ma-
teridlu, ako aj extrakénych roztokov, pric¢om
poskytuje mizky vytazok extrahovanych la-
tok a nizku istotu eludtu.

Vyhednsisim pestupem 54 javi postup kva-

palmovo—kvapalmove; extrakcie za vyuzma,
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naplni wako .zrnité ZivociSne uhlie, Zivica
KAD-2, alebo ‘zrnita kremelina, vyuzivana
v kollona‘oh na baze silikagélu alebo kreme-
liny (NSR pat. 2 410 033, Breiter J.: J. Clin.
Chem. Biochem. 14, 46, 1976, Breiter J., Hel-
ger R., Z. Klin. Chem. Biochem. 13, 254,
1975, Breiter J., Helger R., Lang H.: Forencis
Science 7, 131, 1976.). Uvedend uprava riesi
viak len otdzku Casovej naroénosti klasickej

‘extrakcie, nakolko umoznuJe spracovanie de-

siatok vzoriek v sérii suéasne jednym pra-
covnikom., Vaznym nedostatkom uvadza;nyoh
eluénych metéd je, Ze neumozituja vzhladom
k neinertnému charakteru povrechu pougitych

+ nosic¢ov kvwanr’clbatlvny priebeh extrakcie. Po-

uzivané nosite sd znelistené- predovietkym
fazkkymi kovmi (Zelezo, mikel a pod.), ktoré-
sposobuju knarbatlytlcky rozklad niektorych te-




rapeutik, predovietkym psychofarmak (Diag-

nostica Merck: Extrelut® — Neues Verfahren
zom Extraktion lipophiler Stoffe, 1979).

Uvedené nedostatky rie§i postup podla vy-
nélezu, ktory zaruéuje kvantitativny priebeh
extrakcie a dobri stabilitu extrahovanych
terapeutik.

Podstata vynalezu spoéiva v tom, Ze ako
pevnd fiza do eluénej kolény sa pou%ije mo-
difikovand mikrokry&talicka celuléza s vel-
kostou castic 0,1 az 0,5 mm, sypnou hmot-
nosfou 0,2 az 0,25 g/ml a napucacim obje-
mom vo vode 4,0 aZ 5,0 ml/g, pridom
mnozstvo vodnej fazy extrahovanej biologic-
kej tekutiny upravenej na optimélne pH pre
extrahovanu latku zakotvenej na celulézo-
vom mnosi¢i mepresahuje 1 aZz 1,2 nésobok
hmotnosti suchej celulézovej néplne kolény,
pricom obsah faZkych kovov v celulézovom
nosi¢i nepresahuje 5 ppm a obsah extraho-
vatelnych mativnych latok nepresahuje 10
ppm. ' ’

Vyhodou navrhovaného postupu je, Ze
umozituje izolovat lipofilné latky pre prepa-
rativne ako aj analytické udely, pricom sa
dosahuje Uspora ¢asu pre jednu analyzu az
50 %, pre dve analyzy a% 65 %, a pre 10 ana-
lyz v sérii az 759, Spotreba chemikalii
oproti klasickej extrakcii a postupom vyuzi-
vajicim kremelinovii nédpli je az 50 %,. Vy-
hodou je tieZ podstatne vyssia vytaznost ex-
trahovanych latok a to tak v porovnani s kla-
sickou extrakciou, ako aj vo¢i doteraz znéa-
mym postupom extrakcie v koléne na baze
silikagélu a kremeliny a to o 20 az 309,
v pripade extrakcie kyslych latok, o 40 az
50 % v pripade béazickych latok. Vyssia &is-
tota naplne v koléne umoziiuje extrahovat
bezo zvysku vietky typy farmak, ako aj pre-
chovévat biologické roztoky na naplni bez
obav z katalytického rozkladu lipofilnych la-
tok. VysSia Cistota eluatu umoziiuje vyuZitie

fyzikélno-chemickych metdéd, ako plynulej

chromatografie, kvapalinovej chromatografie

za zvySeného tlaku a spektrdlnych metod -
k amalyze lipofilnych latok. Dosiahne sa -

i Uspora biologického materidlu, k jednej ex-

trakeii postaduje 1/5 mnoZstva krvi resp. dal--

Sieho biologického roztoku, potrebné ku kla-
sickej extrakcii a 1/2 mnoZstva potrebného
k extrakcii na kremelinovych kolondch. Dal-
§ia vyhoda spoc¢iva v moZnosti postupnej reak-
cie kyslych a potom bazickych latok a naopak
z tej istej vzorky biologického materidlu.
Uplne postaéujice mnoZstvo krvi pre ex-
trakciu je 2 mil, ktord sa zriedi 8§ ml vody.
Zriedeny roztok krvi sa naleje ma kolénu
{priemer 25 az 30 mm) s napliiou modifiko~
vanej celulézy (10 az 12 g) s velkostou castic
0,1 az 0,5 mm a nechd sa 15 minut nasako-
vat do celulézového gélu. Potom sa na ko-
Iénu naleje potrebné extrakéné organické
rozpustadlo (chloroform, éter, a i) a chyta sa
eluat v mnozZstve 40 az 60 ml, kedy je extra-
hovana latka kvantitativne 'z kolony izolova~
na. Rychlost eliicie sa moéZze ak je potrebné
spomalit nasadenim injekénej jhly na vytok

kolény resp. zmenou vysky hydrostatického
tlaku. Optimélna rychlost elticie je taka, pri
ktorej objem vytedeného eludtu 40 aZ 60 ml
sa dosiahne za 20 az 30 minut. ZvySovanim
rychlosti nad uvedené optimum stipa objem
eludtu pre dosiahnutie kvantitativnej extrak-
cie.

Ak sa extrakcia prevddza z modu, tak sa

" neriedi a mani$a sa ma kolénu v mnoZstve

10 ml.

K spracovaniu eluatu, pripadne k vyhodno-
teniu koncentracie jednotlivych latok mo#no
vyuzit spektrometrické, enzymové chromato-
grafické a iné metédy a to aj také, ktoré su
narofné na stupenl predistenia amalyzovane]
vzorky (plynova chromatografia, kvapalinova
chromatografia a pod.).

Priklad 1

Extrakénd koléna o vnltornom priemere

25 mm a vySke 14 cm sa naplnf mikrokrysta- .

lickou celulézou (12 g) o zrnitosti 0,1 az 0,4
mm a dotla¢i sa piestom s vlozkou zo skle- -
nenej vaty. Na kolénu sa potom nanesie vzor-
ka krvi, pripravena tak, Ze 2 ml krvi, obsa-
hujucej 0,1 mg fencbarbitalu sa zriedi 8 ml
vody okyslenej 0,5 ml 1 N HCI. Vodni faza
sa necha vsiaknuf do polysacharidového ma-
teridlu (15 minit) a extrakéna koléna sa za-
leje nato 60 ml dietyléteru. Extrakcia feno-
barbitalu prebehmne v priebehu dalSich 20
minutach. Extrakt sa zahusti a pouzije k sta-

- moveniu koncentracie fenobarbitalu. Vytazok

fenobarbitalu (stanovenie prevedené plyno-
vou chromatografiou) je 0,098 mg, t. j. 98 %,.

Priklad 2

Tak eko je uvedené v priklade 1, s tym
rozdielom, Ze na extrakénu kolénu sa apliku-
je 10 ml mocu, upravenéhona pH 2 s 1 N HCI,
ktory obsahuje 0,1 mg fenobarbitalu. VytaZzok
fenom;barbitalu pri extrakcii je 0,099 mg, t. j.
99 Y%,.

Priklad 3

.Tak ako je uvedené v priklade 1, s tym
rozdielom, Ze na néaplh extrakénej kolény sa
aplikuje 10 ml zriedenej krvi, tak ako je uve-
dené v priklade 1, obsahujucej 0,1 mg feno-
barbitalu a 0,1 mg kodeinu. Po prevedeni
kyslej extrakcie, tak ako je uvedené v prikla-
de 1 sa staciondrna faza na naplni adjustije
prefuknutim plynného ¢pavku na pH 10 (¢pa-
vok sa nechd prefukovat cez extrakénu ko= -

‘16nu zhora dole, az kym fenolftaleinovy indi-
- kator pri dolnom vystupe z koldny signalizuje

pH 9 a% 10). Potom sa prevedie ‘extrakcia
bézickej zloZky poinocou 60 ml zmesi dichlér-
metanu a izopropanolu (85 :15 objemovych
%). Vytazok fenobarbitalu bol 0,0098 mg t. j.
98 9y a vytazok kodeinu bol 0,099 mg t. j.
99 9/ (stanovenie prevedené spektrofotome-
tricky). . o




&

Priklad 4

Tak ako je uvedené v priklade 1, s tym -

rozdielom, Ze na napli extrakénej kolény sa
aplikuje 10 ml zriedenej krvi (2 ml krvi a
8 ml vody obsahujucej 0,5 ml 1 N NCI, obsa-
hujiacej dalej 0,02 mg fenobarbitalu, 0,02 mg
tiobarbitalu, 0,02 mg allobarbitalu a 0,02 mg
morfinu, 0,02 mg kodeinu a 0,02 mg amitryp-

tilinu). Po prevedeni postupne kyslej a potom -

bazidkej extrakcie, tak ako je uvedené v pri-
klade 3 a chromatografickej analyze eludtov
sa ziskalo 0,02 mg fenobarbitalu, 0,019 mg
tiobarbitalu, 0,02.mg -allobarbitalu, 0,19 mg
morfinu, 0,02 mg kodeinu a 0,02 mg amitryp-

“tilinu, ¢o zodpoveda vyfazku jednotlivych zlo-

siek 95 az 100 Y/,
Priklad 5

10 ml zriedeného roztoku krvi (2 ml krvi,
8 ml 0,06 M pufru, obsahujiceho ¢pavok a
chlorid amonny o pH 9 a 0,02 mg kodeinu
a 0,02 mg morfinu) sa nanieslo na celulozova
napln extrakénej kolény a po vytvoreni sta-
ciondrmej fazy (15 min.) sa koléna zaliala

60 ml zmesi dietyléter — izopropanol (85 : 15
objemovych %). Vytazok kodeinu v eluate
bol 0,019 mg a vytazok morfinu 0,02 mg, t. j.
95 az 100 %,

Priklad 6
0,5 ml zriedeného roztoku krvi (0,1 ml krvi

a 0,4 ml vody) obsahujucej 0,005 mg choleste-

rolu sa nanieslo na 0,6 g naplne pripravenej
zo zemiakového Skrobu.

Po 10 minutach sa vytvorila stacionirna
vodna faza a extrakcia sa previedla 4 ml
chloroformu. Vytazok cholesterolu bol 0,005
mg, t. j. 100 %, _

Postup podla vynéalezu je vhodny k izolacii
lipofilnych latok z hladiska preparativneho
a analytického a to predovietkym pre:

- farmakiobiochemické tcely, sledovanie hla-
din a metabolitov lietiv, '

pre sledovanie hladiny cholesterolu, ste-
roidnych horménov a dalSich latok, doleZi-
tych z hladiska prevencie srdcovo cievnych
ochoreni, ochrana matky a diefata a pod., a
pre toxikologické ucely.

PREDMET VYNALEZU

1. Sposob vysokoléinnej izolacie l.isp‘ovf‘ilmyoh‘
latok z biologickych materidlov na principe
kvapalino-kvapalinovej extrakcie zo zakot-

venej fazy biologickej tekutiny na pevnom -

nosi¢i vyznaceny tym, Ze ako pevni faza
do elucnej kolony sa pouzije modifikovany
polysacharid s vyhodou celuléza alebo skrob
s velkostou dastic 0,1 az 0,5 mm, sypnou
hmotnostou 0,2 aZ 0,25 g/ml a napudacim
‘objemom vo vode 4,0 aZ 5,0 ml/g, pri¢om
mnoZstvo vodnej fazy extrahovanej biolo-

.

gickej tekutiny upravenej na optimalne pH
pre extrahovanu latku zakotvené na poly-
sacharidovy nosi¢ nepresahuje 1 aZ 1,2 na-
sobok hmotnosti suchej celulézovej naplne
kolény. :

2. Sposob podla bodu 1 vyznaleny tym, Ze
modifikovany polysacharid neobsahuje viac
fazkych kovov ako 5 ppm a mnoZstvo na-
tivnych extraktivnych latok viac ako 10
-ppm.
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