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(54) . Zpisob &i8tdni surovyeh (luovich kyselin

Uelem FeBieni je p¥fprava ¥luSovych
kyselin, zejména kyseliny chenodeoxycholové
[ vyuok‘ &istotd. Uvedendho iilelu se doadh-
né intengivni acetylaci esterd #lufovych

aeunu:zataunci ziskanych dorivdtn.
Jejich iokou I{mu s vysrdfenim
ninerdlni kyselinou s vfhodou sto 8 HC1.
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Vyndlez se tykd4 zplisobu disté&ni surovych Zludovych kyse-
1in, zejména kyseliny chenodeoxycholové, zelofeném na jejich
p¥eveden{ na komplexn¥ acetylovené estery.

_ Jsou zndmé zplsoby &i5tén{ ZluZovych kyselin nap¥. tak,
fe Je sm¥s esterd ¥lulovych kyselin hydrolyzovéna (KOH, NaOH),
pFidem? dojde i1 k roz3t¥pen{ aminokyselinovych konjugdtld tdchto
kyselin, jestliZfe jsou v této formd p¥{tomné. Okyselenim (HC1,
H2804) a extrako{ vhodnym rozpoudté&dlem (ethylacetdt, ethyl-
ether, isopropylether, diisopropylether) je izolovdna smés
volnych #ludovych kyselin. 2 nich lze jednotlivé kyseliny nej-
lépe ziskat prevedenim téchto volnych kyselin nea soli kovi

II. skupiny (Ca, Ba, Sr), které se daj{ dobFe rozli3it a odd&-
11t na zdkladé rizné rozpustnosti ve vhodnych rozpoustddlech.
Okyselenfm je pak ziskdna Zddand kyselina v &istém stavu.
Surovou kyselinu chenodeoxycholovou lze pre&istit teké Fadou
daldfch zpisobld - pievedenim na sodnou nebo draselnou suil,
kontinudln{ extrakci ethylacetdtem nebo smé&s{ isobutylalkohol-
toluen (45:55) a okyselenim nebo krystalizaci z acetonitrilu
obsehujfefho 0 o 10 %¥vody a pFidaného k surové kyselin& v po-
mdru 8:1 a% 40:1, rekrystelizac{ z dichlormethanu, z dichlor-
ethanu, esterifikac{, 3i3tdnim esteru na alumind sm¥s{ roz-
pousdtddel alkohol-chloroform a hydrolyzou esteru, acylac{
hydroxylové skupiny organickou kyselinou v poloze 3 a nebo 7
ndsledujfc{ rekrystalizac{, hydrolyzou & neutralizac{, rekrys-
talizac{ z vodné sm&si niZs{ho dkylacetdtu s slkanu nebo nej-
- novd3i pomoc{ vysokotleké kapalné chromatografie na hydrofil-
ni staciondrn{ fd4zi. Japonsky patent popisuje rozdéleni kyse-
1iny ursodeoxycholové a chenodesoxycholové na kolond plnéné
poly(styren-divinylbenzenem) promyvénim methanolem (s obsahem
- 5% vody). Evropsky patent vyuZivd k rozddleni téchto dvou ky-
selin silylaZn{ metody, silylovené kyseliny se peak snedno roz-
dé1{ krystéliiacf. Nevyhodou téchto 2zplsobl je jejich zdlouha-
voat a technologickd ndroinost. DalS{ nevyhodou je to, Ze ne-
- kompletnd acetylovend kyselina chenodeoxycholovd nezaruduje
dostatednou moZnost &i8tdni jednoduchou rekrystslizeci,
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VySe uvedené nevyhody odstrenuje zptisob podle vyndlezu,
Jjeho% podstata spolivd v tom, Ze se Zludovd surovd kyselina .
prevede na methylester, p¥ip. jiny ester, a intenz{vnd se ace-
tyluje b&inymi acetyladnimi, prip. ecyladnimi Einidly, vyhodnd
sm&af acetanhydridu a pyridinu ne vrouei vodni 14zni nebo ke-
tenem nebo acetylchloridem apod. Ziskéd se kompletnd acetyldva-
ny ester, ktery vyborn& krystalizuje z methanolu nebo ethano-
lu. Tekto lze Zludové kyseliny ve form& tdchto derivdtd dobFe
zbavit provdzejfcich nedistot. " ’

P¥{klad:

100 g methylesteru kyseliny chenodeoxycholové je smiseno .
se 100 ml acetenhydridu a 50 ml pyridinu s zah¥{vdno na zp&t-
ném chladi¥i na vodn{ l14zni 8 hod. Potom ochlazeno a ponechd-
no 24 hod p¥i pokojové teplotd. Acetyladni roztok je pak Fedé&n ..
a opakovand vytfepdvdn 1 N HCl po 50 ml a po pF¥iddni 100 ml
chloroformu, a¥ vrehn{ vrstve zdstévd kyseld. Chloroformové
vratva je pak intenzivn& trepdna se siranem sodnym suchym e
s uhliZitanem vépenatym tak dlouho, a¥ vytFepek s vodou nerea-
guje kysele. Potom je chloroformovy roztok odpa¥en na sirupovi-
tou konzistenci a rozpustén ve 200 ml aZ 300 ml methanolu, Po
ochlazeni dochdz{ ke krystalizaci. Bilé krystalky jsou izolo-
vény na odsdvadce a promyty malym mnoZstvim chlazeného metha=
nolu. Tato rekrystalizace je opakovdna 2 a% 3x, vytdlek je
(podle obsahu suroviny) nepf¥. 53 g.

53 g acetylovaného esteru je pak zah¥{véno s 200 aZ 300 ml
methanolického KOH na zp&tném chladidi po dobu 3 hod (metha- -
nolicky KOH: v 10 ml H,0 se rozpusti 12 g KOH a p¥id4 se 90 ml
methanolu). Po skonZeni hydrolyzy se v&t3{ Edst methanolu od-
destiluje, zbjtek ge Ped{ vodou, okyself, promyje destilova-
nou vodou a bild sypkd srafenina se izoluje ne odsdvadce,
Rekrystalizuje se obvyklym zplsobem. Po rekrystalizaci se pFe-
vdd{ na modifikeci o bodu tdnf vice jak 160°C, -

" Kontrola Eistoty izolovené chenodeoxycholové kyseliny by-
la provéddna pomoci bodu tdnf, TLC, GLC, enzymatickym stanove-
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nim pomoc{ 3-hydroxy steroid dehydrogendzy, NMR, hmotovou
spektrometrif, IR aspektry, elementdrn{ analjzou. Cistota je

vy33{ ne¥ 95%.

PREDMET VYNLALEZU

Zpisob &13t&ni surovych %ludovych kyselin, zejména ky-
seliny chenodeoxycholove vyznadeny tim, Ze se intenz{vnd
acetyluj{ estery Zludovych kyselin, zi{skané derivdty krysta-
1izuj{ a volné kyseliny se z nich pfipravi alkalickou hydro-
lyzou a vysrédZenim minerdln{ kyselinou s vyhodou H,50 4 @ nebo
HCl.
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