
a n a l i z a  fa r m aceut yc z n a

505Tom 65 · nr 7 · 2009

czułych i selektywnych metod analitycznych. Najczę‑
ściej stosuje się w tym celu wysokosprawną chroma‑
tografię cieczową (HPLC), chromatografię gazową (GC) 
czy wysokosprawną elektroforezę kapilarną (HPCE), 
stąd bardzo ważne jest właściwe przygotowanie pró‑
bek pobranych od pacjenta do oznaczeń. Ze względu 
na złożony charakter materiału biologicznego, ko‑
nieczne jest oddzielenie analizowanych związków 
od substancji endogennych pochodzących z matrycy 

z czego wynika potrzeba izolacji leków 
z materiału biologicznego?

Badania farmakokinetyki leków przeprowadza się 
najczęściej na podstawie oznaczenia całkowitego 
stężenia leku w matrycy biologicznej (krew, surowi‑
ca, osocze, mocz, płyn stawowy czy ślina), podczas 
gdy o efekcie terapeutycznym decyduje frakcja nie‑
związana. Takie postępowanie jest spowodowane 
głównie trudnościami technicznymi oznaczenia tak 
bardzo niskich poziomów frakcji niezwiązanej leku, 
jak również z problemem ilościowego rozdzielenia 
leków, które są zazwyczaj związkami o małej masie 
cząsteczkowej, od związków wielkocząsteczkowych, 
takich jak białka. Często oznaczanie nawet całkowite‑
go stężenia leku macierzystego w płynach biologicz‑
nych sprawia analitykowi duże trudności ze względu 
na jego niskie poziomy w badanych płynach ustro‑
jowych. To z kolei najczęściej jest wynikiem poda‑
wania obecnie małych, miligramowych dawek leku. 
Problem oznaczalności komplikuje też zmniejszona 
dostępność biologiczna substancji czynnej z posta‑
ci leku, dodatkowo potęgowana efektem pierwszego 
przejścia. Bardzo szybka eliminacja analitu z ustroju, 
przy wolnej jego absorpcji powoduje, że w organizmie 
występują małe poziomy. Zatem izolacja analitu, jak 
i jego dalsze zatężanie, służy zwiększeniu oznaczal‑
ności metody, co z kolei przekłada się na uzyskanie 
prawidłowego modelu farmakokinetycznego leku czy 
też metabolitu. Szybki metabolizm niektórych leków 
sprawia, że oznacza się też poziomy aktywnych lub 
nieaktywnych biologicznie metabolitów, jak to jest 
w przypadku klopidogrelu.

Badania farmakokinetyki leków, jak i ich meta‑
bolitów, przeprowadza się z użyciem odpowiednio 
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oraz od innych leków przyjmowanych przez pacjen‑
tów, które mogłyby zakłócać wynik oznaczeń. Ponad‑
to procedura przygotowania próbek obejmuje, obok 
izolacji analitów z materiału biologicznego, często 
także ich derywatyzację w celu zwiększenia oznaczal‑

ności. Przeprowadzenie w odpowied‑
nie pochodne, o większej niż związek 
macierzysty zdolności do fluorescencji 
czy absorpcji promieniowania UV, jest 
szczególnie ważne w przypadku ko‑
nieczności oznaczania małych pozio‑
mów leku w organizmie. Ze względu 
na fakt, że derywatyzacji mogą ule‑
gać również związki endogenne i inne 
leki o strukturze podobnej do analizo‑
wanych substancji, konieczna jest nie 
tylko selektywna izolacja substancji 
leczniczej i jej metabolitów z matryc 
biologicznych przed derywatyzacją, 
lecz często także oddzielenie utwo‑

rzonych pochodnych analitów od innych produktów 
derywatyzacji, mogących interferować z oznaczany‑
mi związkami [1].

Walidacja metod analitycznych

Konieczność selektywnej izolacji substancji ma‑
cierzystej i/lub jej metabolitów z materiału biologicz‑
nego jest bezpośrednio związana z dalszą procedurą 
analityczną, która ma na celu ilościowe oznaczenie 
wyodrębnionych analitów. Zgodnie z wytycznymi The 
European Medicines Agency (EMEA) oraz Food and 
Drug Administration (FDA), metody analityczne sto‑
sowane do oznaczania związków macierzystych i pro‑
duktów ich biotransformacji w surowicy, osoczu, krwi, 
moczu czy innych płynach biologicznych, powinny 
być poddane walidacji, której celem jest potwierdze‑
nie wiarygodności tych oznaczeń. Walidacja metod 
powinna obejmować: określenie precyzji i dokładno‑
ści oznaczeń, selektywności i czułości metody, powta‑
rzalności oznaczeń, wydajności ekstrakcji analitów 
z materiału biologicznego oraz trwałości roztworów 
wzorcowych i trwałości analitów w płynach biolo‑
gicznych w warunkach przechowywania oraz przy‑
gotowania próbek do oznaczeń [2, 3]. Selektywność 
określa możliwość oznaczenia daną metodą analitycz‑
ną badanych związków w obecności innych substan‑
cji zawartych w próbce, takich jak związki endogenne, 
metabolity, produkty transformacji analitów, oraz 
inne leki przyjmowane przez pacjenta. Stąd tak waż‑
ne jest selektywne wyizolowanie analitu z matrycy 
biologicznej. Precyzja określa stopień zgodności mię‑
dzy pojedynczymi wynikami analizy (rozrzut wyni‑
ków). Jej miarą jest współczynnik zmienności (Wz%), 
określony wzorem (SD/x

_
 × 100%), którego wartość nie 

powinna przekraczać 15% dla wszystkich stężeń z wy‑
jątkiem najniższego stężenia z krzywej wzorcowej, dla 
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oznaczenia całkowitego 

stężenia leku w matrycy 
biologicznej (krew, surowica, 
osocze, mocz, płyn stawowy 
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niezwiązana.

którego Wz ≤ 20%. Z pojęciem precyzji metody zwią‑
zana jest powtarzalność i odtwarzalność metody, 
czyli możliwość uzyskiwania takich samych wyników 
w różnych odstępach czasowych nie tylko przez da‑
nego analityka, lecz również w innych laboratoriach 
badawczych. Dokładność określa zgodność uzyska‑
nych wyników (C

śr
) z wartością rzeczywistą (C

rz
). Mia‑

rą dokładności może być wielkość błędu oznaczeń, 
określona wzorem (C

śr 
– C

rz
)/C

rz
 × 100%, którego war‑

tość, podobnie jak w przypadku precyzji, nie powinna 
przekraczać 15% dla wszystkich stężeń oraz 20% dla 
najniższego stężenia z krzywej wzorcowej. Badanie 
odzysku prowadzone jest w celu stwierdzenia ewen‑
tualnych strat analitu w toku analizy oraz wpływu ma‑
trycy na wynik badania. Polega ono na porównaniu 
wyników analizy badanej substancji, po jej ekstrakcji 
z płynów biologicznych, w stosunku do wartości uzy‑
skanych dla substancji nieekstrahowanej. Obecnie nie 
ma określonych wymagań dotyczących wartości od‑
zysku, jednakże przyjmuje się, że postępowanie anali‑
tyczne stosowane do wyodrębnienia analitu z matrycy 
powinno umożliwić oznaczenie odpowiednio niskich 
stężeń w próbkach biologicznych [2, 3].

metody izolacji leków i ich metabolitów 
z matrycy biologicznej

Wyizolowanie substancji leczniczej i/lub jej meta‑
bolitów z materiału biologicznego pobranego od pa‑
cjenta jest prawdziwym wyzwaniem dla analityka. 
Jest to związane z faktem, że krew, ślina, a zwłasz‑
cza mocz są bardzo złożonymi matrycami, zawiera‑
jącymi w swoim składzie białka, sole, kwasy, zasady, 
a także związki organiczne, które często mają podob‑
ną budowę chemiczną do analizowanych substancji. 
Ponadto w przypadku takich związków jak steroidy 
czy benzodiazepiny często występują oddziaływa‑
nia kwasowo‑zasadowe, czy też oddziaływania po‑
między ich grupami funkcyjnymi, które wpływają na 
rozpuszczalność analitów oraz na zmniejszone powi‑
nowactwo do sorbentów stosowanych w ekstrakcji. 
Wybór odpowiedniej metody izolacji związków macie‑
rzystych i ich metabolitów z materiału biologicznego 
uzależniony jest od właściwości fizykochemicznych 
badanych substancji, a zwłaszcza od ich polarności, 
a także od rodzaju materiału biologicznego, z które‑
go lek ma być wyodrębniony.

Ekstrakcja ciecz-ciecz
Ekstrakcja klasyczna ciecz‑ciecz jest od wielu lat 

najpowszechniej stosowaną metodą ekstrakcji anali‑
tów z płynów biologicznych. Polega ona na dodaniu 
do próbki o charakterze hydrofilowym (osocze, suro‑
wica, mocz, ślina, płyn stawowy) odpowiednich ilości 
rozpuszczalnika organicznego. Analit ulega ekstrak‑
cji zgodnie z prawem podziału Nernsta. Według pra‑
wa Nernsta stosunek stężeń substancji rozpuszczonej 
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w dwóch niemieszających się ze sobą fazach ciekłych 
(rozpuszczalnik organiczny i woda) jest w stanie rów‑
nowagi wielkością stałą, niezależną od ilości substan‑
cji i ilości użytych faz.

C0

Cw

K = ——

gdzie c0 i cw
 – stężenia substancji w fazie organicz‑

nej i fazie wodnej, K – współczynnik podziału.
Powyższe prawo jest spełnione tylko wtedy, gdy 

temperatura układu jest stała, fazy ciekłe nie mie‑
szają się ze sobą, roztwory substancji rozpuszczonej 
w obu fazach są roztworami rozcieńczonymi, a sub‑
stancja rozpuszczona nie ulega dysocjacji i asocjacji 
w cieczach. Jeżeli z objętości V1 próbki o charakterze 
hydrofilowym chcemy wyodrębnić m gramów bada‑
nej substancji za pomocą objętości V2 rozpuszczal‑
nika organicznego, współczynnik podziału można 
wyrazić wzorem: 

m1/V1

(m – m1)/V2

K = —————

gdzie m1 – masa substancji, która pozostaje 
w próbce hydrofilowej po ekstrakcji.

Stąd
KV1

KV1+V2

m
1
 = m ————

Jeśli proces ekstrakcji powtórzymy n‑krotnie, 
to w warstwie wodnej pozostanie m

n
 gramów sub‑

stancji:
KV1

KV1+V2

m
n
 = m  ————( )

n

Z przedstawionego równania wynika, że war‑
tość m

n
 będzie mała, kiedy liczba n będzie duża, 

a wartość V2 mała, czyli proces ekstrakcji będzie bar‑
dziej wydajny, jeśli prowadzi się go kilkakrotnie ma‑
łymi porcjami rozpuszczalnika [4].

Rozpuszczalnik organiczny, ze względu na niską 
temperaturę wrzenia może być łatwo usunięty przez 
odparowanie, co prowadzi również do zwiększenia 
stężenia analitu. Ma to szczególne znaczenie w przy‑
padku takich związków, których poziomy w płynach 
biologicznych są bardzo małe. Z rozpuszczalników 
organicznych najczęściej stosuje się dichlorometan, 
eter dietylowy, heksan, chloroform oraz mieszani‑
ny tych rozpuszczalników. Wadą tej metody jest fakt, 
że do ekstrakcji nie można używać rozpuszczalników 
polarnych mieszających się z wodą. Z tego względu 
metoda ta nadaje się jedynie do ekstrakcji związków 
niepolarnych, które rozpuszczają się w rozpuszczal‑
nikach organicznych. Ekstrakcja ciecz‑ciecz znalazła 
zastosowanie w badaniach farmakokinetyki enan‑
cjomerów niesteroidowych leków przeciwzapalnych 
pochodnych kwasu 2‑arylopropionowego (ibupro‑
fen, flurbiprofen, ketoprofen) i 2‑arylobutanowego 
(indobufen) u zdrowych ochotników [5–7]. Do izolacji 
tych związków z małych objętości surowicy i osocza 
(0,5–1 ml), po uprzednim doprowadzeniu próbki do 

pH kwasowego za pomocą kwasu orto‑fosforowego, 
zastosowano dichlorometan, uzyskując dużą wydaj‑
ność ekstrakcji, powyżej 85%. Wybór odpowiedniego 
rozpuszczalnika, jak i jego ilość ma istotne znaczenie 
w przypadku ekstrakcji leków z płynów biologicznych. 
Przykładowo, odzysk enancjomerów ibuprofenu z 1 ml 
osocza przy użyciu 2 ml heksanu był niższy w porów‑
naniu do dichlorometanu użytego w takiej samej ob‑
jętości i wynosił jedynie 40%. Indobufen praktycznie 
nie ulegał ekstrakcji do heksanu [7]. Natomiast, sto‑
sując mieszaninę heksan: eter dietylowy (80:20) o ob‑
jętości 5 ml do ekstrakcji enancjomerów ibuprofenu 
z 0,5 ml osocza, wydajność ekstrakcji wynosiła 80% 
[8]. Ekstrakcję ciecz‑ciecz zastosowano również do 
izolacji enancjomerów ketoprofenu z osocza, mo‑
czu, a w szczególności płynu stawowego chorych 
na reumatoidalne zapalenie stawów. Próbki dopro‑
wadzone do pH kwasowego ekstra‑
howano za pomocą dichlorometanu, 
uzyskując dużą wydajność ekstrakcji 
wynoszącą 76% dla osocza, 88% dla 
płynu stawowego i 92% dla moczu 
[9]. Skuteczność izolacji analitów z ma‑
teriału biologicznego za pomocą di‑
chlorometanu potwierdzono również 
w badaniach farmakokinetyki (+)‑S‑
naproksenu w surowicy i ślinie u ludzi, 
uzyskując dużą wydajność ekstrakcji 
rzędu 83–91% [10]. Pomimo prosto‑
ty oraz udowodnionej skuteczności 

Tabela 1. Szereg eluotropowy rozpuszczalników dla adsorbentów polarnych: SiO2 

i Al2O3

Eluent*
Siła elucji ε0

SiO2 Al2O3

najmniej polarny

najbardziej polarny

n‑Pentan 0,00 0,00

n‑Heksan 0,03 0,01

Cykloheksan 0,03 0,04

Tetra‑chlorek węgla 0,11 0,18

Eter diizopropylowy 0,21 0,28

Benzen 0,25 0,32

Chloroform 0,26 0,40

Dichlorometan 0,32 0,42

Eter dietylowy 0,38 0,38

Octan etylu 0,38 0,58

Aceton 0,47 0,56

Dioksane 0,49 0,56

Acetonitryl 0,50 0,65

Pirydyna – 0,71

n‑Propanol 0,63 0,82

Etanol 0,69 0,88

Metanol 0,73 0,95

*  Zdolność elucji analitów z kolumny wypełnionej niepolarną fazą stacjonarną, np. C18 
w odwróconym układzie faz (Reversed Phase), będzie odwrotna

Z rozpuszczalników 
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stosuje się dichlorometan, 
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chloroform oraz mieszaniny 
tych rozpuszczalników. Wadą 
tej metody jest fakt, że do 
ekstrakcji nie można używać 
rozpuszczalników polarnych 
mieszających się z wodą.
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klasycznej ekstrakcji ciecz‑ciecz, obecnie istnieje ten‑
dencja do stosowania innych metod izolacji związków 
z materiału biologicznego. Jest to związane z koniecz‑
nością ograniczenia stosowania rozpuszczalników or‑
ganicznych, które mogą być szkodliwe dla ludzi i dla 
środowiska. Ponadto, złożony charakter matrycy bio‑
logicznej, czy obecność innych leków przyjmowanych 
przez chorych wymaga często zastosowania bardziej 
selektywnych metod izolacji.

Ekstrakcja do ciała stałego
Metoda ekstrakcji do ciała stałego (SPE) spełnia 

powyższe warunki. Do izolacji substancji leczniczych 
i ich metabolitów z matryc biologicznych wykorzy‑
stuje się zmodyfikowane powierzchniowo materia‑
ły krzemionkowe i polimerowe, podobne do tych, 
które są szeroko stosowane w HPLC. Próbki materia‑
łu biologicznego, doprowadzone do odpowiedniego 
pH, nanosi się na kolumienki z adsorbentem, uprzed‑
nio aktywowane za pomocą określonych rozpusz‑
czalników, np: metanol, woda. Ekstrakcja analitu do 
fazy stałej zachodzi wówczas, gdy wiązanie między 
adsorbentem a analitem jest silniejsze, niż między 
analitem a matrycą biologiczną. Wybór wypełnienia 
kolumienek uzależniony jest od właściwości analitu 
(rycina  1). Do najczęściej używanych adsorbentów 

należą: żel krzemionkowy, tlenek glinowy, krzemion‑
ka modyfikowana grupami alkilowymi (np. C‑8, C‑18), 
fenylowymi, cyjanowymi, a także fazy stacjonarne 
stosowane w chromatografii jonowymiennej. Zasa‑
da rozdziału metodą SPE zależy głównie od natury 
adsorbentu. Siłami warunkującymi oddziaływania 
między analitem a adsorbentem polarnym (np. krze‑
mionka modyfikowana grupami diolowymi lub ami‑
nowymi) są wiązania wodorowe, oddziaływania 
dipol‑dipol oraz dipol indukowany‑dipol. Gdy zasto‑
sowanym sorbentem jest krzemionka z chemicznie 
związaną grupą niepolarną, np. oktadecylową (od‑
wrócony układ faz), oddziaływania między analitem 
a adsorbentem zachodzą na zasadzie sił dyspersyj‑
nych (van der Waalsa). W przypadku analitów jono‑
wych, oddziaływania z adsorbentem odbywają się na 
zasadzie elektrostatycznego przyciągania grup funk‑
cyjnych [11]. Anality związane z wypełnieniem można 
odzyskiwać poprzez ekstrakcję rozpuszczalnikami or‑
ganicznymi (rycina 1). W procesie wymywania eluent 
musi posiadać silniejsze powinowactwo do analitu 
niż sorbent. Zdolność rozpuszczalnika do wymywa‑
nia substancji z adsorbentu zależy od jego siły od‑
działywania z powierzchnią wypełnienia kolumienki 
i zwana jest mocą elucyjną rozpuszczalnika. Siła ta 
wzrasta wraz z polarnością rozpuszczalnika. W celu 

Eluent:
(wg wzrastającej
polarności)

Rodzaj sorbentu:

Mechanizm rozdziału
na kolumienkach:

Charakter analitu:

Rozpuszczalność analitu:

Rodzaj matrycy: surowica, osocze, mocz

w wodzie w rozpuszczalnikach
organicznych

jonowy niejonowy obojętny

wymiana
kationów

zasadowy kwasowy polarny średnio polarny niepolarny niepolarny

wymiana
anionów

podział
w normalnym
układzie faz

adsorpcyjny podział
w odwróconym
układzie faz

podział
w odwróconym
układzie faz

kwasy
bufory

krzemionka
modyfikowana
gr. karboksylowymi
lub sulfonowymi

krzemionka
związana
z IV rz. aminą
lub diaminą

krzemionka
modyfikowana
grupami cyjanowymi,
diolowymi
lub aminowymi

żel krzemionkowy
Florisil (SiO

3Mg),
tlenek glinu

Krzemionka modyfikowana grupami
alkilowymi (C8, C18), fenylowymi
lub cyjanowymi

zasady
bufory

heksan
chloroform
dichlorometan
aceton
metanol

heksan
chloroform
dichlorometan
octan etylu
metanol

heksan
dichlorometan
aceton
acetonitryl
metanol
woda

Ryc. 1. Kryteria doboru adsorbentów i eluentów do ekstrakcji substancji leczniczych z materiału biologicznego metodą SPE



a n a l i z a  fa r m aceut yc z n a

509Tom 65 · nr 7 · 2009

doboru odpowiedniego rozpuszczalnika ułożono je 
w szeregi eluotropowe. Moc elucji rozpuszczalników 
dla adsorbentów polarnych takich jak żel krzemion‑
kowy czy tlenku glinu przedstawia się następująco: 
kwas octowy > woda > metanol > acetonitryl > ace‑
ton > dichlorometan > eter etylowy > chloroform > 
n‑heksan [11]. Bardziej szczegółową charakterystykę 
rozpuszczalników szeregu eluotropowego przedsta‑
wiono w tabeli 1 [12].

Izolacja analitów z płynów biologicznych meto‑
dą SPE znalazła szerokie zastosowanie w badaniach 
farmakokinetyki wielu substancji leczniczych i ich 
metabolitów. Jest to związane nie tylko z mniejszym 
zużyciem odczynników chemicznych i możliwością 
wielokrotnego użycia sorbentu, lecz także z wysoką 
wydajnością ekstrakcji i odtwarzalnością wyników. 
Metodę SPE, przy użyciu kolumienek wypełnionych 
krzemionką związaną z fazą C18, wykorzystano do 
izolacji enancjomerów ibuprofenu z osocza i moczu 
zdrowych ochotników [7]. Metoda ta okazała się od‑
powiednia również dla chiralnych metabolitów hy‑
droksylowych i karboksylowych ibuprofenu, mimo 
że charakteryzują się one większą polarnością w sto‑
sunku do leku macierzystego [13]. Pewnym ograni‑
czeniem uniemożliwiającym zastosowanie SPE może 
być sam materiał biologiczny. Próba ekstrakcji meto‑
dą SPE enancjomerów ketoprofenu z małych objętości 
(0,5 ml) płynu stawowego chorych z reumatoidalnym 
zapaleniem stawów nie powiodła się, ze względu na 
dużą lepkość płynu stawowego i obecność związków 
wielkocząsteczkowych, które zamykały pory wypeł‑
nienia kolumienek, mimo rozcieńczenia próbki [9].

Izolacja leków o charakterze polarnym
Do izolacji leków o charakterze hydrofilowym 

z próbek biologicznych stosuje się metodę SPE z krze‑
mionką modyfikowaną m.in. grupami cyjanowymi, 
diolowymi czy aminowymi, a także tlenek glinu i Flo‑
risil (SiO3Mg) (rycina 1). Jednakże, w przypadku leków 
polarnych, których poziomy w płynach biologicznych 
są duże, bardzo często przygotowanie próbek do 
oznaczeń sprowadza się jedynie do oddzielenia mało‑
cząsteczkowych substancji leczniczych od związków 
wielkocząsteczkowych, głównie białek, poprzez ich 
strącenie rozpuszczalnikiem organicznym lub zasto‑
sowanie odpowiednich filtrów. W badaniach farma‑
kokinetycznych kwasu mykofenolowego u chorych po 
przeszczepieniu nerki, procedura przygotowania pró‑
bek osocza do oznaczeń metodą HPLC obejmowała 
strącenie białek osocza za pomocą acetonitrylu. Na‑
stępnie po pobraniu supernatantu, odparowywano 
rozpuszczalnik organiczny w łagodnym przepływie 
azotu, a suchą pozostałość po rozpuszczeniu w fazie 
ruchomej nastrzykiwano na kolumnę [14]. Do strą‑
cenia białka, oprócz acetonitrylu, używa się również 
innych rozpuszczalników, takich jak metanol, etanol 
czy kwas trichlorooctowy. W przypadku treosulfanu, 

leku stosowanego w terapii mieloablacyjnej u dzieci 
przed przeszczepem komórek hematopoetycznych, 
procedura przygotowania próbek osocza do analizy 
obejmowała mikrosączenie w zestawie do ultrafil‑
tracji. Pozwoliło to oddzielić analit od białek i innych 
związków o masie większej niż 10 kDa. Uzyskany 
przesącz był bezpośrednio nastrzykiwany na kolum‑
nę do HPLC. Natomiast w przypadku próbek moczu 
wystarczające było rozcieńczenie próbki przed anali‑
zą. Przedstawiona procedura umożliwiała oznaczenie 
z odpowiednią precyzją i dokładnością takich pozio‑
mów treosulfanu w osoczu i moczu, które pozwoliły 
na uzyskanie odpowiedniego profilu farmakokine‑
tycznego leku. Ponadto, nie stwierdzono interferen‑
cji ze strony związków pochodzących z matrycy, czy 
też innych leków przyjmowanych przez chorych [15]. 
Należy zauważyć, że do oznaczeń wykorzystywa‑
no detektor refraktometryczny charakteryzujący się 
mniejszą czułością niż detektor UV czy fluorescen‑
cyjny, stąd opisaną procedurę przygotowania próbek 
należy ocenić ponownie w przypadku stosowania de‑
tektorów o większej czułości.

Inne metody ekstrakcji
Opublikowano kilka innych metod izolacji leków 

z materiału biologicznego, charakteryzujących się 
mniejszym zużyciem rozpuszczalników, skróceniem 
czasu ekstrakcji, wysoką selektywnością i łatwo‑
ścią automatyzacji. Należy do nich ekstrakcja cie‑
czą w stanie nadkrytycznym (SFE, Supercritical Fluid 
Extraction), czyli cieczą powyżej krytycznej tempe‑
ratury i ciśnienia. W tej metodzie ciecze używane do 
izolacji analitów z matrycy wykazują małą lepkość 
i napięcie powierzchniowe oraz charakterystyczną dla 
gazów zdolność do przenikania próbki, dzięki czemu 
umożliwiają bardziej efektywną pe‑
netrację matrycy. Najczęściej stosuje 
się dwutlenek węgla w stanie nadkry‑
tycznym, ponieważ jest stosunkowo 
bezpieczny i chemicznie obojętny. Wy‑
korzystywany jest on do ekstrakcji nie‑
polarnych i średniopolarnych analitów, 
np.: steroidów z płynów ustrojowych 
i tkanek [16]. Ponadto do izolacji sub‑
stancji leczniczych, m.in. barbitura‑
nów z próbek biologicznych, używa się 
przyspieszonej ekstrakcji za pomocą 
rozpuszczalnika (ACE, Accelerated So‑
lvent Extraction). W metodzie tej wyko‑
rzystuje się takie same rozpuszczalniki 
jak w metodach klasycznych, lecz pod zwiększonym 
ciśnieniem tj. około 10–14 MPa i podwyższonej tem‑
peraturze rzędu 50–200°C. Zaletą metody jest lep‑
sza penetracja próbki przez rozpuszczalnik oraz 
skrócenie czasu ekstrakcji [17]. Do izolacji substan‑
cji leczniczych z płynów biologicznych używa się 
również ekstrakcji wspomaganej promieniowaniem 

Selektywność określa 
możliwość oznaczenia 
daną metodą analityczną 
badanych związków 
w obecności innych 
substancji zawartych 
w próbce, takich jak związki 
endogenne, metabolity, 
produkty transformacji 
analitów, oraz inne leki 
przyjmowane przez pacjenta.
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mikrofalowym (MAE, Microwave‑Assi‑
sted Extraction). W metodzie tej prób‑
ka z rozpuszczalnikiem używanym do 
ekstrakcji poddawana jest działaniu fal 
elektromagnetycznych o dużej często‑
ści, dzięki czemu uzyskuje się znaczne 
skrócenie czasu ekstrakcji oraz mniej‑
sze zużycie rozpuszczalników organicz‑
nych. MAE stosowano do izolacji m.in. 
lidokainy, morfiny, diazepamu z suro‑
wicy, osocza, śliny i moczu [18]. Mikro‑
ekstrakcja do fazy stałej (SPME, Solid 
Phase Microextraction) jest nowocze‑
sną metodą przygotowania próbki do 
analizy chromatograficznej, opartą na 
SPE. Sorbent, najczęściej polidimety‑
losiloksan (PDMS), poliakryl (PA) i ich 
mieszaniny, nanoszony jest na cien‑
kie włókno szklane lub kwarcowe, 
które umieszcza się w igle specjalnej 
strzykawki. Proces ekstrakcji składa 
się z absorpcji lub adsorpcji analitów 

z próbki do pokrycia włókna, a następnie desorpcji 
w komorze nastrzykowej chromatografu. Metoda ta 
znajduje coraz szersze zastosowanie do izolacji róż‑
nych grup substancji leczniczych z próbek biologicz‑
nych, m.in. anestetyków, barbituranów, steroidów, 
co związane jest z krótkim czasem ekstrakcji, bardzo 
małym zużyciem rozpuszczalników organicznych oraz 
możliwością automatyzacji procesu [19].

Podsumowanie

Wybór odpowiedniej metody izolacji substancji 
leczniczej i/lub jej metabolitów z próbek biologicz‑
nych pobranych od pacjenta odgrywa kluczową rolę 
w badaniach farmakokinetycznych. Jest to związane 
z koniecznością dokładnego i precyzyjnego oznacze‑
nia poziomów wyizolowanych analitów, co w konse‑
kwencji ma wpływ na dalszą farmakoterapię. Mimo 
że w dalszym ciągu powszechnie stosuje się klasycz‑
ne metody ekstrakcji ciecz‑ciecz oraz SPE, coraz czę‑
ściej wykorzystuje się inne metody izolacji, takie jak 
SFE, MAE czy SPME, umożliwiające oszczędność od‑
czynników chemicznych oraz skrócenie czasu przygo‑
towywania próbek do analizy.
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Do izolacji substancji 
leczniczych z płynów 
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Microwave-Assisted 

Extraction). W metodzie tej 
próbka z rozpuszczalnikiem 

używanym do ekstrakcji 
poddawana jest działaniu 
fal elektromagnetycznych 
o dużej częstości, dzięki 

czemu uzyskuje się 
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