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Ekstrakcja substancji o dzialaniu biologicznym z surowicy i preparatow

farmaceutycznych

Ekstrakcja kwasu elagowego z preparatu Granat Altermedica

Aparatura: czytnik mikroptytek Viktor X4, Perkin Elmer
Odczynniki: metanol
Preparat : suchy ekstrakt ze skorki granatu 4:1, standaryzowany na zawarto$¢ kwasu

elagowego (40%); celuloza (substancja wypehiajaca); dwutlenek krzemu, stearynian
magnezu (substancje przeciwzbrylajace); zelatyna (otoczka kapsutki).

1 kapsutka zawiera: ekstrakt ze skorki granatu 300 mg, w tym kwas elagowy (40%) - 120 mg.

Roztwory wzorcowe: kwas elagowy o stezeniu 3.0 pg/mL

1) Na wadze analitycznej zwazy¢ 5 kapsutek preparatu Granat Altermedica. Wysypac ich
zawarto$¢ do naczynka wagowego 1 zwazyc.

Obliczy¢ srednig mase kapsutki z otoczka oraz $rednia mase granulatu wypehiajacego
kapsutke.

W mozdzierzu utrze¢ granulat, a nastgpnie odwazyé w naczynku wagowym, na wadze
analitycznej doktadnie okoto 4 mg. Odwazke przenies¢ ilosciowo do probdwki pojemnosci
10,00 mL przy uzyciu metanolu i przeprowadzi¢ ekstrakcje kwasu elegowego z granulatu
wytrzasajac roztwor przez 15 min. Otrzymany roztwor wirowac przez 10 min z szybkoscig
1200 rpm.

Do kolbki miarowej pojemnosci 10 mL pobra¢ znad osadu 0,20 mL klarownego roztworu,
uzupehi¢ metanolem do kreski i doktadnie wymiesza¢. Pobra¢ pipeta automatyczng 300 pL

tego roztworu i umiescic¢ na plytce OptiPlate 96.

2) Metanolowy roztwor wzorcowy kwasu elagowego o st¢zeniu 3.0 pg/mL nanie$¢ na plytke

OptiPlate 96. Zmierzy¢ warto$¢ absorbancji.

Zmierzy¢ absorbancj¢ roztworu badanego i wzorcowego przy dtugosci fali A = 260 nm

W oparciu o uzyskane wartosci absorbancji obliczy¢ zawarto$¢ kwasu elagowego

w mg/tabletke.
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Ekstrakcja kwasow omega-3 z preparatu farmaceutycznego Omacor

Aparatura: Chromatograf gazowy TRACE GC z dozownikiem split-splitless, detektor FID
Odczynniki: heptan , weglan di metylu, s6d w bezwodnym metanolu

Preparat : Substancja czynna leku sg estry etylowe kwaséw omega-3.

1000 mg estrow etylowych 90 kwaséw omega-3 zawiera: 460 mg estru etylowego kwasu
eikozapentaenowego (EPA) i 380 mg estru etylowego kwasu dokozaheksaenowego (DHA).
Rdzen kapsulki: 4 mg alfa-tokoferolu jako przeciwutleniacz (zmieszany z olejem roslinnym
np. olejem sojowym).

Otoczka kapsutki: zelatyna, glicerol, woda oczyszczona, §redniotancuchowe triglicerydy,

lecytyna (soja).
Wzorzec wewnetrzny: heptadekanian metylu

Wzorce: ester metylowy kwasu cis-4,7,10,13,16,19-dokoheksaenowego, ester metylowy
kwasu cis-5,8,11,14,17-eikozapentaenowego

Na wadze analitycznej zwazy¢ 3 kapsulki preparatu Omacor. Wycisng¢ zawarto$¢ kapsulek
do naczynka wagowego i obliczy¢ $rednig zawartos$¢ oleju w kapsutce.

Odwazy¢ do probowki pojemnosci 10 mL, na wadze analitycznej doktadnie okoto 0,6 g oleju.
Do odwazki doda¢ doktadnie okoto 0,001 g heptadekanianu metylu (wzorzec wewnetrzny)
zwzonego uprzednio w naczynku wagowym na wadze analitycznej. Doda¢ 1,0 mL heptanu
oraz 1,0 mL weglanu dimetylu 1 miesza¢ energicznie. Cato$¢ ogrzewa¢ w temperaturze 50 -
60°C w bloku grzewczym przez 10 minut.

Do cieptego roztworu doda¢ 1,0 mL roztworu sodu w bezwodnym metanolu.

Miesza¢ energicznie 5 minut. Nastepnie doda¢ 3,0 mL wody destylowanej i mieszaé¢ 30
sekund.

Wirowac¢ przez 15 minut przy obrotach 1500 rpm.

Pobra¢ fazg organiczna.

Przeprowadzi¢ oznaczenie metodg GC-FID.

W oparciu o uzyskane chromatogramy obliczy¢ zawarto§¢ kwaséow DHA 1 EPA

w preparacie oraz wydajnos¢ ekstrakcji.
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Ekstrakcja sotalolu z surowicy krwi

Aparatura: czytnik mikroptytek Viktor X4, Perkin Elmer

Odczynniki: metanol
Substancja wzorcowa: sotalol hydrochloride

Pobra¢ 100 pL roztworu wzorcowego o stezeniu 1,1 mg/mL do kolby pojemnos$ci

5,0 mL 1 uzupetni¢ metanolem do kreski uzyskujac stezenie 22 pg /mL.

1) Prébka badana:

Do probéwek Eppendorfa o pojemnosci 2,0 mL doda¢ po 50 pL surowicy, 100 pL roztworu
wzorcowego sotalolu o stezeniu 22 pg/mL, a nastgpnie metanol, tak aby calkowita objgtosé¢

mieszaniny wyniosta 1,5 mL.

Worteksowac przez 3 minuty i wirowac przez 10 minut przy szybkosci obrotow 3000 rpm w
temp. 22°C.

Z kazdej probowki pobra¢ 0 500 pL supernatantu do kolbki o pojemnosci 5,0 mL, dopetnié¢
metanolem do podanej objetosci 1 doktadnie wymieszac.

Pipeta automatyczng pobra¢ 300 pL roztworu i umiesci¢ na ptytce OptiPlate 96.
2) Probka wzorcowa:

Metanolowy roztwdér wzorcowy sotalolu o stezeniu 0,15 pg/mL nanie$¢ na ptytke
OptiPlate 96.

Zmierzy¢ absorbancje probki badanej i wzorcowej przy dtugosci fali A = 260 nm.

W oparciu o uzyskane wartosci absorbancji obliczy¢ st¢zenie leku w surowicy 0raz

wydajnos¢ ekstrakcji.



