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Oblast’ techniky

Predlozeny vynalez sa tyka ziskania prirodzenej zmesi
konjugovanych estrogénov z mocu Zrebnych kobyl.

Doteraj3i stav techniky

Estrogény st v lekarstve pouZivané na hormonalnu
substitutnu terapiu. Hlavne si zmesi estrogénov pouZivané
na lieCbu a prevenciu tazkosti vyskytujiicich sa u Zien v
obdobi prechodu po prirodzenej alebo umelej menopauze.
Pritom sa prirodzené zmesi konjugovanych estrogénov,
ktoré sa vyskytuji v mo&i Zrebnych kobyl, ukazali ako ob-
zvla3t uginné a dobre zna¥anlivé.

Rozpusteny obsah pevnych latok v moéi Zrebnych ko-
byl (= pregnant mares urine, v nasledujicom skratené ako
~PMU") mdZe kolisat’ prirodzene v $irokych rozsahoch a
vieobecne leZi v rozsahu 40-90 g sufiny na liter. Okrem
modoviny a inych obvyklych latok obsahujtcich mo¢ si v
obsahu pevnych litok PMU obsiahnuté tenolické zlozky v
mnoZstvach cca 2-5 hmotn. % vztiahnuté na su$inu. Medzi
tymito fenolickymi zlokami sa nachddzajt krezoly a ako
HPMF  znémy  dihydro-3,4-bis[3hydroxyfenyl)metyl]-
2(3H)-furanén. Ticto latky sa mbzu vyskytovat vo volncj
alebo konjugovanej forme. V PMU je obsiahnuta prirodze-
na zmes estrogénov, ktora d'alekosiahlo existuje v konju-
govanej forme, napr. ako sodnd sol' poloesteru kyseliny si-
rovej (v nasledujiicom skratené ako ,,sulfitova sol). Obsah
konjugovanych estrogénov (vypolitany ako sulfatova sof
estrogénov) méZe byt’ medzi 0,3 a 1 hmotn. % vztiahnuté
na sudinu.

ZvyCajne st extrakty z PMU obsahujiice konjugované
estrogény ziskavané extrakciou pomocou polarnych, s vo-
dou sa nemie3atelnych alebo len malo miesaternych orga-
nickych rozpastadiel, ako st napr. etylester kyseliny octo-
vej, n-butanol alebo cyklohexanol. Pri takych extrakciach
kvapalina-kvapalina sa v3ak vyskytuje velky pocet problé-
mov, ako je silnd tvorba peny, tvorba sedimentu, tvorba
emulzie a zI¢ delenie faz. Vieobecne je potrebné viac ex-
trakénych krokov, &o vedie ku stratim a iba k &iastodnému
ziskaniu obsahu estrogénov.

Von H- L. Bradlowom bolo roku 1968 (pozri Steroidy
11 (1968), 265-272) navrhnuté na extrakciu konjugovanych
estrogénov z motu pouzitie Amberlitu 2 XAD-2%, neutral-
ne nepolarne hydrofébne polyesterové Zivice firmy Rohm a
Haas. Uvedcné kapacita adsorpcie je mala, Podl'a Bradlowa
sa eventudlne zriedeny mo¢ vedie s nizkou prietokovou
rychlostou cez stipec obsahujici dant Fivicu, Estrogény st
eluované metanolom alebo etanolom. Nie sii viak urobené
#iadne Udaje o ostatnych latkach obsiahnutych v eluate ob-
sahujiicom estrogény.

Podstata vyndlezu

Ulohou tohto vynélezu je vyvinat’ technicky postup na
ziskavanie prirodzencj zmesi konjugovanych estrogénov z
PMU, pritom by sa zabranilo znamym nevyhodim dopo-
sial’ zvyCajnych extrakcii kvapalina-kvapalina, a ktory do-
dava produkt obohateny fenolickymi, mo¢ obsahujicimi
latkami a d'alekosiahle zbaveny krezolov a HPMF. Teraz
bol nédjdeny postup, ktorym méze byt v Jjednej extrakeii
pevnej latky na neidnovej semipolarne; polymérnej adsorp-
¢nej Zivici ziskana zmes obohatend fenolickymi, mog obsa-
hujiicimi latkami, ktoré je d’alekosiahlo zbavena krezolov a
HPMF, aviak prakticky Gplne obsahuje prirodzeny obsah

estrogénov v PMU, ktord mdZe sluzit' ako vychodiskovy
materidl na vyrobu farmaccutik obsahujtcich prirodzenii
zmes konjugovanych estrogénov z PMU ako ¢inna zloz-
ku.

Postup podla vynalezu na ziskavanie fenolickymi, mo&
obsahujiicimi latkami obohatené prirodzené zmesi konju-
govanych estrogénov z PMU je zaloZeny na tom, %e
a) sa motové kvapalina, ktora predstavuje mo¢ zbaveny
slizovitych a pevnych latok, ziZeny koncentrat tohto modu
alebo ziZeny molovy retendt ziskany membranovou filtra-
ciou tohto moéu, kontaktuje s pristusnym mnoZstvom se-
mipoldrnej polymérnej adsorpénej Zivice, ktoré je dostatod-
né na adsorpciu zmesi konjugovanych estrogénov obsiah-
nutej v moCovej kvapaline, a sa oddel'uje zmesou konjugo-
vanych estrogénov nasytend semipoldrna polyméma ad-
sorpnd Zivica od ostatnej mocovej kvapaliny,

b) sa semipolarna polarna adsorp&né Zivica nasytens zme-
sou konjugovanych cstrogénov premyva pracou vodou
upevnenou na pH minimélne 12,0, hlavne 12,5 - 14,

¢) sa premyta adsorpéné Zivica kontaktuje na desorpciu ad-
sorbovanej zmesi konjugovanych estrogénov s dostatod-
nym mnoZstvom elu¢nej kvapaliny, ktora predstavuje s vo-
dou miefatel'né organické rozpuitadlo zo skupiny s vodou
mieSatelnym éterom, niZSich alkanolov a niZSich alifatic-
kych ketonov alebo zmes z organického rozpiifadla mie-
Satelného s vodou a z eventudlne alkalicky upravenej vody,
eluat obsahujici prirodzenti zmes konjugovanych estrogé-
nov od adsorpénej Zivice sa oddeli a pripadne koncentruje.

Prc dany postup podFa vynélezu mdZe byt pouZivany
PMU ako taky, z neho koncentrovany ziskany koncentrat
alebo membranovou filtraciou ziskany retenat. Nazhromas-
deny mo¢ sa najprv zndmym spdsobom zbavi slizovitych a
pevnych ltok. Ako G¢elné sa ukazuje usadzovanie pevnych
a slizovitych latok a tieto sa potom oddelia znamymi delia-
cimi spésobmi, napr. dekantéciou, separiciou a/alebo fil-
traciou. Tak méZe byt PMU napr. vedeny cez zndme delia-
ce zariadenie, napr. cez separator, filtraéné zariadenie alebo
sedimentaéné zariadenie. Ako deliace zariadenie moZe sli-
Zit napr. pieskové 162ko alebo mdzu byt pouzité obchodne
bezné separétory, napr. dyzové alebo komorové separétory.
Vhodné mo62u byt rovnako mikrofiltraéné zariadenie alebo
ultrafiltralné zariadenie, pri pouZiti ktorych méZe byt su-
Casne dosiahnuté d'alekosiahle zbavenie zarodkov a virusov
filtrovaného PMU.

Vyhodne mézu byt do modu priddvané konzervatné
prostriedky, dezinfek&né prostriedky (germicidy), bakteri-
cidy a/alebo anthelmintika.

Pokial’ miesto PMU ma byt pouZity skoncentrovany
PMU-retendt, md7e byt’ tento ziskavany z PMU pomocou
znimej membranovej filtracie. Obsah pevnych latok rete-
natu a jeho zloZenie sa mézu menit’ podla pouZitého PMU
a membrany pouzitej na membranovu filtraciu. Napr. pri
pouZiti nanofiitratovej membrany méZe byt dosiahnuté
takmer bezstratové koncentrovanie obsahu estrogénu v
PMU-retendte pri si¢asnom odstrineni a% 50 hmotn. %
nizkomolekularnecho PMU. Pre dany postup podfa vynéle-
zu m6Zu byt' pouZité PMU-retenaty, ktoré boli skoncentro-
van¢ aZ na pomer cca | : 10, lepsie na pomer cca 1 : 7, a
ktorych objem mdZe byt ziZeny aZ na cca 1/10, prednostne
1/7, pdvodného objemu PMU.

Semipoldrnymi polymémymi adsorpénymi Zivicami,
pouZiteInymi v kroku a) daného postupu, st porézne orga-
nické neidnové polyméry, ktoré majii oproti nepolirnym
hydrofébnym polymémym adsorpénym Ziviciam precho-
dovii polaritu (= napr. s dipélovym momentom aktivneho
povrchu Zivice v rozsahu od 1,0 do 3,0, obzviasf od 1,5 do
2,0 Debye) a trochu hydrofilnejSiu $truktiru, napr. Zivica z
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esterov polykarbonovych kyselin. Ukelne st pouZité mak-
roporézne semipolarne Zivice s prednostne makroretikular-
nou (siefovo usporiadanou) $truktirou a s priemernymi
priemermi pérov v rozsahu od 50 do 150, prednostne 70 a%
100 Angstrémov, a 3pecifickym povrchom v rozsahu od
300 do 900, prednostne od 400 do 500 m?/g. Ako obzvlasf
vhodnymi sa ukazuji makroporézne, prie¢ne sietovang ali-
fatické Zivice z esterov polykarbonovych kyselin, hlavne
prieéne sietované Zivice z polyakrylesterov, ako je mapr.
Amberlite XAD-7R firmy Rohma a Haasa.

Podl'a vynalezu mé¥e adsorpcia konjugovanych estro-
génov na semipolarnej adsorp¥nej Zivici prebiehat’ kontak-
tovanim PMU alebo jeho retanatu s adsorpinou Zivicou,
ked’ sa motov4 kvapalina zavedie do reaktora obsahujtice-
ho adsorpéndi Zivicu a je s fou udrZiavana v kontakte v
priebehu asu dostatogného na adsorpciu prislusného obsa-
hu estrogénu. Po uskutotnenej adsorpcii konjugovanych
estrogénov na semipolarnu adsorpent Zivicu moZe byt ad-
sorptn4 Zivica, nasytend zmesou konjugovanych estroge-
nov, oddelend zndmym spdsobom od ostatnej motovej
kvapaliny. Ukelnejéie md¥e byt mo&ova kvapalina vedena
stipcom obsahujicim dani adsorpént Zivicu takou prieto-
kovou rychlostou, Ze kontaktny ¢as postalf na adsorpciu
daného obsahu estrogénov. Vhodné si napr. prietokové
rychlosti, ktoré zodpovedaju prietoku od 3 do 10, prednost-
ne od 5 do 7 objemovych dielov PMU/1 objemovy diel ad-
sorpénej Zivice za hodinu. Adsorpcia je vykondvana pred-
nostne pri teplote miestnosti. Uelné mbZe byt prietokova
rychlost mo&ovej kvapaliny riadena reaktorom pracami pri
malom pretlaku alebo podtiaku. MnoZstvo aplikovanej se-
mipolérnej adsorpénej Zivice sa mdZe menif podla druhu
pouZitej adsorpénej Zivice a mnoZstva obsahu pevnych 14-
tok v motovej kvapaline. Pri pouZiti PMU mdZe byt pri-
kladne jeden objemovy diel adsorpEnej Zivice, napr. prie¢-
ne zosietenej alifatickej adsorp&nej Zivice z esterov poly-
karbénovych kyselin, napojeny az 80 objemovymi dielmi
vopred spracovaného PMU bez toho, aby boli preukazatel-
né viditelné mnoZstva estrogénu v odtekajiicej mocovej
kvapaline. Pri pouZiti koncentrétu alebo retenatu PMU sa
zafaZovacia kapacita adsorp&nej Zivice redukuje prirodzene
v tej miere, v ktorej su tieto skoncentrované. Tak moZe byt
napr. 1 objemovy diel pricgne zosietenej alifatickej adsorp-
tnej Yivice z esterov polykarbénovyeh kyselin napojeny
mnoZstvom moéovej kvapaliny zodpovedajiicim 20 aZ 80,
prednostne 30 aZ 50, objemovym dielom PMU.

Semipolarna adsorpéna Zivica nasytend zmesou konju-
govanych estrogénov sa v postupovom kroku b) premyva
pracou vodou upravenou na pH minimalne 12,0, hlavne od
12,5 do 14, prednostne cca od 12,5 aZ 13,5. Ako pracia vo-
da mdZu byt pouzité vodné roztoky inertnych zasaditych
latok rozpustnych v mocovej kvapaline, ktoré si dostatotne
silné, aby boli dosiahnuté hodnoty pH aspofi 12,5. Oproti
semipolarnej polymérnej adsorpénej Zivici, sa ako inertné,
vodorozpustné zésadité latky hodia prednostnc vodoroz-
pustné anorganické zésady, ako si hydroxidy alkalickych
kovov alebo hydroxidy kovov alkalickych zemin, hlavne
hydroxid sodny. Utelne obsahuje pracia voda len zhruba
také mnoZstvo zédsaditych latok, ktoré si potrebné na do-
siahnutie Ziaducej hodnoty pH, prednostne cca 13. Mnoz-
stvo pracej vody je zvolené tak, aby bolo dostatotné na
dalekosiahle odstranenie fenolickych latok obsahujicich
mot bez toho, aby pritom bolo vymyté za zmienku stojacie
mnoZstvo konjugovanych estrogénov.

Ako u&elné sa ukazuje napr. pouZitie od 2 do 10, hlavne
od 4 do 6, loznych objemov premyvacej kvapaliny na jeden
lony objem adsorptnej kyseliny. Pritom sa pracia voda
uelne vedie reaktorom obsahujucim adsorptnil Zivicu s

prietokovou rychlostou od 3 do 10, prednostne od 5 do 7,
objemovych dielov pracej vody/1 objemovy diel adsorpnej
Zivice za hodinu.

V kroku daného postupu c) sa nakoniec spracuje pre-
mytd adsorpdnd Zivica nasytend zmesou konjugovanych
estrogénov s mnoZstvom eludnej kvapaliny, ktoré je dosta-
totné na elticiu zmesi konjugovanych estrogénov, a ziska
sa eluat obsahujuci prirodzenu zmes konjugovanych estro-
génov PMU. Podl'a vynilezu pouZivani elu¢na kvapalina
predstavuje s vodou mieSatelné organick¢ rozpistadlo zo
skupiny s vodou mie3atePnych éterov, niZSich alkanolov a
nizdich alifatickych keténov alebo zmes z takého s vodou
miesatePného rozpustadia a eventualne alkalicky upravenej
vody Ako éterické zloZky sa hodia s vodou mie3atelne
cyklické étery ako tetrahydrofurdn alebo diox4n, ale tieZ s
vodou miedatelné étery s otvorenym refazcom ako napr.
ctylénglykoldimetyléter (=Monoglyme), dietylénglykoldi-
metyléter  (=Diglyme) alebo  etyloxyetyloxyetanol
(=karbitol). Ako niZsie alkoholy sa hodia s vodou mieSa-
tePné alkylalkoholy s 1 - 4, prednostne 1 - 3, atdmami uhli-
ka, hlavne etanol alebo izopropanol. Ako niZie alifatické
ketony sa hodia s vodou mie¥atePné ketény s 3 - 5 uhliko-
vymi atémami, hlavne acetén. Ako obzvla$t' priaznivé sa
ukazuju eluéné kvapaliny, v ktorych je organickym rozpis-
tadlom etanol. Ukelne st ako eludné kvapaliny pouZivané
zmesi z vopred menovanych a s vodou mieSatelnych orga-
nickych rozpt&tadiel a eventuélne alkalicky upravenej vo-
dy. Hodnota pH takych vodu obsahujicich eluénych &ini-
diel le2i v neutralnej aZ alkalickej oblasti az do pH 13 a
moZe prednostne byt cca 10 aZ 12. Ako rozpudtadlova
zlozka vo vode obsahujucej elu¥nej kvapaline je volené
rozpuitadio stabilné v pouzivanej oblasti pH. Vo vodu ob-
sahujticich alkalickych eluénych kvapalinich s hodnotami
pH cca 10 aZ 12 sa hodia ako rozpdtadlové zlozky niZSie
alkoholy, prednostne etanol. Ziadan4 hodnota pH vodnaté-
ho eluéného inidla sa nastavuje pridanim zodpovedajlice-
ho mno¥stva vodorozpustnej inertnej zésaditej latky, pred-
nostne anorganickej zasady, napr. hydroxidu alkalického
kovu alebo hydroxidu kovu alkalickych zemin, hlavne hyd-
roxidu sodného. Vo vodnatych elunych kvapalinich moZe
objemovy pomer s vodou mieSatelného organického roz-
pisfadla s vodou lezat' v rozsahu od 40 : 60 do 20 : 80,
prednostne cca 30 : 70. PouZité mnoZstvo eluéného Cinidia
mbZe byt cca 3 a¥ 10, hlavne cca 4 aZ 6 jeho objemu na
prisluny objem adsorpénej Zivice. Vhodnejsie sa clucné
kvapalina vedie reaktorom obsahujicim zmesou estrogénov
napojenti adsorp&na Zivicu takou prietokovou rychlostou,
aby kontaktny &as postaoval na tplnu eliciu zmesi konju-
govanych estrogénov. Pri pouZiti zmesi etanolu s vodou v
objemovom pomere 30 : 70 sa hodia prikladne prietokove
rychlosti od 3 do 10, prednostne od 5 do 7, objemovych
dielov elutnej kvapaliny na 1 objemovy diel adsorpénej Zi-
vice za hodinu. Ugelne sa vykonéva eltcia v teplotnom roz-
sahu teploty miestnosti cca do 60 °C, prednostne pri cca 40
a% 50 °C. V Ziaducom pripade sa prietokova rychlost’ re-
guluje pracou pri lahko zvySenom tlaku, napr. pri pretlaku
az do 0,2 bar a eluat sa zachytava v niekolkych frakciach.
Obsahy jednotlivych eluatovych frakeii konjugovanych es-
trogénov a fenolickych, v mo&i obsiahnutych latok, ako si
krezoly a HPMF mdZu byt’ uréené zndmym spdsobom po-
mocou vysokovykonnej kvapalinovej chromatografie
(=high performance liquid chromatography, skratené ako
~HPLC").

Pri eltcii sa najprv ziska slabo zafarbend aZ bezfarebnd,
prakticky estrogény neobsahujica predkvapové frakcia,
ktorej mnoZstvo zodpoveda vieobecne cca jednému loZné-
mu objemu. Hlavné mnoZstvo konjugovanych estrogénov,
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prikladne medzi 80 a 99 % konjugovanych estrogénov
existujicich vo vychodiskovej PMU (v moti Zrebnych ko-
byl), sa nachadza v nasledujacich, tmavoZlito az hnedo za-
farbenych hlavnych eluatovych frakciach, ktorych mnoz-
stvo zahffia v8eobecne 2 aZ 4 lozné objemy. V nasleduji-
cich dokvapovych zadnych frakciach s vieobecne obsiah-
nuté uZ len stopy konjugovanych estrogénov. Pokial’ st
ziskané zadné frakcie, ktoré obsahuju edte konjugované es-
trogény nad 10 hmotn. % vztiahnuté na susinu a menej nez
0,6 hmotn. % krezolov a HPMF vztiahnuté na su$inu, mdZu
byt tieto frakcie spojené s hlavnym eludtom bohatym na
estrogény na d’alsie spracovanie.

Hlavny eluat oddeleny opisanym spésobom od adsorp-
&nej Zivice obsahuje v PMU sa vyskytujlicu prirodzent
zmes konjugovanych estrogénov vedl'a len malého podielu
povodne v PMU pritomného obsahu fenolickych, v mogi
obsiahnutych latok. Tento eluat moZe slZit ako vychodis-
kovy materidl na vyrobu lietiv obsahujlicich prirodzend
zmes konjugovanych estrogénov. Ak je to Ziaduce, moZe
byt eluét d’alej ziZzeny znamym spésobom, aby bol ziskany
koncentrat d'aleko zbaveny organickych rozpiistadiel, ktory
Jje vhodny na d’aldie galenické spracovanie, V Ziaducom
pripade mdZe byt tieZ sulenim rozpralovanim vyrobena
zmes pevnych latok zbavena eluného &inidla. Pokial’ méa
byt prirodzend zmes konjugovanych estrogénov pouZita na
vyrobu pevnych lickov, mdZe byt vhodné primiesat k elu-
dtu obsahujicemu konjugované estrogény este pred kon-
centrovanim alebo sulenim rozprasovanim pevny nosig,
aby sa tymto spésobom ziskala zmes pevnych latok obsa-
hujiica konjugované estrogény a nosite. Ako eluat obsahu-
jici zmes estrogénov, tak z toho vyrobeny koncentrat alebo
rozpraSovanim vysuseny pevny produkt mézu byt znimym
sposobom zapracované do pevnych alebo kvapalnych gale-
nickych pripravkov ako napr. tabliet, drazé, kapsul alebo
emulzii. Tieto galenické pripravky mé2u byt vyrabané
podla znémych spésobov s pouZitim zvy&ajnych pevnych
alebo kvapalnych nosiov ako napr. Skrobu, celulozy,
mlie¢neho cukru (laktozy) alebo mastenca alebo kvapal-
nych parafinov a/alebo s pouZitim obvyklych farmaceutic-
kych pomocnych latok napr. napugiavadiel tabliet, rozpus-
tacich alebo konzervagnych prostriedkov. Tak méze byt
produkt obsahujici konjugované estrogény ZmieSany zna-
mym spOsobom s farmaceutickymi nosi¢mi a pomocnymi
prostriedkami a dand zmes méZe byt’ vyhotovena do vhod-
ného dévkovacieho tvaru.

Nasledujice priklady maji blizie vysvetlit dany vy-
nalez, avSak bez toho, aby bol obmedzeny jeho rozsah.

Prikiady uskuto&nenia vynalezu

Priklady 1-3

VSeobecny pracovny predpis na ziskanie extraktu z
PMU obsahujiiceho prirodzenii zmes v PMU obsiahnutych
konjugovanych estrogénov, ktoré s d’alekosiahlo obohate-
né fenolickymi latkami obsiahnutymi v moéi.

A) Adsorpcia obsahu estrogény PMU na semipolarnej ad-
sorpénej Zivici z polyakrylesterov

Stlpec s vyskou 30 cm s priemerom 2,4 cm je naplneny
65 ml vo vode napudanou semipolérnou polyakrylesterovou
adsorpénou Zivicou (= Amberlite XAD-7 firmy Rohm a
Haas, s velkostou zfn 0,3 a2 1,2 mm, dip6lmomentom 1,8
Debye, priemernym priemerom pérov 80 Angstromov a
Specifickym povrchom cca 450 m%g v suchom stave). 21
PMU filtrované mikrofiltratnym zariadenim alebo &istené
vedenim cez separator (obsah sudiny (=TS) a tiez pomocou

HPLC urtené obsahy estrénsulfstovej soli, krezolu a
HPMF, pozri nasledujiicu tabulku) st pri teplote miestnosti
vedené prietokovou rychlostou 6 ml/min. (=cca 5,5 loZné-
ho objemu za hodinu) cez dany stipec. Obsah estrogénov
PMU je adsorbovany tplne na takto napojenom stipci se-
mipoldmej adsorpénej Zivice. Prebehnutd moova kvapali-
na je vySetrovand pomocou HPLC na obsah konjugovanych
estrogénov (vypotitany ako estronsulfatova sol’) a ukazuje
sa ako prakticky zbavend obsahu estrogénov. Kvapalina
pretedena stipcom je odstranena.

B) Premyvanie napojeného stipca s adsorp&nou Zivicou

Napojeny stipec adsorpénej Zivice je premyty 300 ml
vodné¢ho roztoku hydroxidu sodného pri pH uvedenom v
tabulke. Okrem toho sa danym stipcom vedie alkalicka
pracia voda s prietokovou rychlostou 6 ml/min. (=cca 5,3
loZného objemu za hodinu). Pracia kvapalina, ktora presla,
je vySetrovana pomocou HPLC na obsah estronsulfatovej
soli, krezolu a HPMF. Vy3etrenie ukazalo, Z¢ potas vymy-
vace]j fazy sa premyje menej nez 5% vietkych estrogénov
zachytenych v stipci.

C) Desorpcia konjugovanych estrogénov z premytého stip-
ca adsorpénej Zivice

315 ml elutnej kvapaliny (pridanim hydroxidu sodného
k zmesi alkalicky upravenej vody a rozpidtadla, zloZenie a
pH pozri nasledujicu tabulku) je vedené prietokovou
rychlostou cca 6 ml/min. stipcom predhriatym na elung
teplotu uvedeni v dancj tabul’ke. Eludt, ktory presiel, je za-
chyteny do 6 frakeii. Prva frakcia tvori cca 65 ml (=cca 1
loZny objem), zvy3né frakcie tvoria vzdy cca 50 ml. Jed-
notlivé frakcie su vySetrené pomocou HPLC na obsah es-
tronsulfitovej soli, krezolu a HPMF. Prv4 frakcia sa zhro-
maZd'uje, pokial sa eludt javi ako bezfarebny az slabo Zlty.
Této frakcia obsahuje iba stopy estronsulfitovej soli.

Po prebehnuti prvého lozného objemu eludtu dochadza
ku zmene farby eluatu na intenzivny tmavohnedy farebny
ton. V nasledujicich frakcidch 2 aZ 4 sii potom obsiahnuté
cca 80 az 98 % vietkého mnoZstva konjugovanych estrogé-
nov adsorbovanych na stipci. Zvydné frakcie obsahuju uz
len malé mnoZstvo estrénsulfitovej soli. To je rovnako
znatne viditelné na poklese farebnej intenzity. Pripadne
mbZu byt zvy3né frakeie po oddestilovani daného rozpis-
tadla pridané este ku kroku A).

Pre frakeie obsahujiice hlavné mnoZstvo konjugova-
nych estrogénov si v nasledujicej tabulke obsiahnuté vidy
obsah susiny (TS) v hmotn. % a obsahy estrogénsulfitu,
krezolu a HPMF ur&ené pomocou HPLC. Tieto frakcie ob-
sahuji extrakty vhodné na dal$ie galenické spracovanie.

D) Regeneracia stipca adsorpéne; Zivice

Na regenerdciu sa dany stipec premyje najprv 100 ml
zmesi etanol/voda obsahujticej 50 % ctanolu a upravenej na
pH 12, potom sa 150 ml vodného 10 %-ného roztoku citré-
nu aménneho a edte so 150 ml zmesou etanol/voda a nako-
niec so 100 ml destilovanej vody. Celkova regeneracia pre-
bicha pri teplote 45 °C. Stipec moze byt viackrat, prikladne
az 40-krét, nasyteny a znovu regenerovany.

PATENTOVE NAROKY

1. Postup na ziskanie fenolickymi, v mo&i obsiahnuty-
mi latkami obohatenej prirodzenej zmesi konjugovanych
estrogénov z motu Zrebnych kobyl, vyzna&ujici
sa tym,Ze
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a) mocové kvapalina, ktora predstavuje mo¢ zbaveny slizo-
vitych a pevnych latok, ziZeny koncentrat tohto mocu ale-
bo membrénovou filtrdciou tohto mofu ziskany ziZeny
mo&ovy retendt, sa kontaktuje s mnoZstvom neidnovej se-
mipolarnej polymémej adsorpénej Zivice dostatotnym na
adsorpciu zmesi konjugovanych estrogénov obsiahnutej v
mo&ovej kvapaline a semipolé4rna polyméma adsorpna Zi-
vica s naadsorbovanou danou zmesou konjugovanych es-
trogénov sa oddel'uje od ostatnej mo&ovej kvapaliny,
b)neiénova semipoldrna polymérna adsorpéna Zivica s na-
adsorbovanou zmesou konjugovanych estrogénov sa pre-
myva pracou vodou upravenou minimalne na pH 12 a

¢) premyta adsorpEné Zivica sa kontaktuje s takym mnoz-
stvom eluénej kvapaliny, ktoré je dostatoné na desorpciu
adsorbovanej zmesi konjugovanych estrogénov, pri¢om
tito kvapalina predstavuje s vodou mieSatelné organické
rozpustadlo zo skupiny s vodou mic3atelnych éterov, niz-
Sich alkanolov a niZich alifatickych ketonov alebo zmes z
organického rozpustadla mieateln¢ho s vodou a eventual-
ne alkalicky upravenej vody, eluat obsahujtci prirodzeni
zmes konjugovanych estrogénov sa od adsorplnej Zivice
oddeli a pripadne koncentruje.

2. Postup podfa néroku 1, vyznaujaci sa
t y m, e v kroku a) je ako neiénova semipolarna adsorp-
¢n4 Zivica pouZitd makroporézna Zivica z esterov polykar-
bénovych Zivic.

3. Postup podla naroku 2, vyznadujici sa
t ¥ m, %e ako Zivica z esterov polykarbénovych kyselin je
pouZité prietne sietovana alifatickd Zivica esteru polykar-
bénovej kyseliny, prednostne prie¢ne sietovana polyakryl-
esterova Zivica s prednostne makroretikuldrnou Struktrou.

4. Postup podl'a jedného z predchédzajicich nérokov,
vyznalujuci sa tym, Zc sa v postupovom
kroku a) 1 objemovy diel neiénovej semipolarnej adsorp-
¢nej Zivice nasyti mnoZstvom motovej kvapaliny zodpove-
dajiicim 20 a¥ 80, prednostne 30 aZ 50, objemovym dielom
motu.

5. Postup podPa jedného z predchadzajicich nérokov,
vyznaéujuci sa tym,Zevkrokua)sa moo-
va kvapalina vedie reaktorom obsahujicim neiénova semi-
polarnu polymérnu adsorpénd Zivicu prietokovou rychlo-
stou, ktora zodpoveda prietoku 3 aZ 10, prednostne 5 aZ 7
objemovych dielov moduw/1 objemovy diel adsorpEnej Zivi-
ce za hodinu.

6. Postup podra jedného z predchadzajucich narokov,
vyznadujhci sa tym, Zevkroku b) pouZitd
pracia voda je vodnym roztokom hydroxidu sodného upra-
veného na pH cca 12,5 az 13,5.

7. Postup podla jedného z predchadzajicich narokov,
vyznadujici sa tym, Ze v kroku c) je ako
eluna kvapalina pouZitd zmes z vody a s vodou mieSatel-
ného organického rozpustadla s objemovym pomerom or-
ganického rozpastadla k vode v rozsahu 20 : 80 aZ 40 : 60,
hlavne 30 : 70.

8. Postup podl'a jedného z predchadzajicich nérokov,
vyznadujici sa tym, Zev postupovom kro-
ku ¢) je pouZita elu¥né kvapalina obsahujica etanol.
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