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1

Vyndlez se tykd zplisobu ziskdvéni &istého silymarinu extrakci)plodﬁ ostropestifce ma-
ridnského (Silybum marienum Gaertn.).

Pod oznadenim silymarin se rozumf podle stdvajiciho stavu techniky skupina silymarini,
tj. polyhydroxyfenylchromenond (silymerin I-IV), které u% byly 2z plodd ostropestfce marign-
ského izolovény v 70 2% 80% &istotd, vidy podle drogy (n¥mecky vykladaci spis &. 1 923 082),

Silymerin I a% silymarin III jsou izomery sumérniho vzorce 025H22010,v literatutre by}y
charakterizovdny strukturné chemicky jako silybin, silydianin a silichristin (némecky vy-
klddaci spis &. 1 923 082; A. Pelter, R. Hansel: Tetrahedron Letters, Londyn 25, 2 911
(1968); H. Wagner, L. Horhemmer, O. ‘Seligmann & N. R. Farnsworth: Tetrahedron Letters 31,

2 675 a% 2 678 (1970); H. Wagner, O. Seligmenn, L. HOorhammer a M., Seitz: Tetrahedron Letters
"22, 1 895 a¥ 1 899 (1971). Silymarin IV je taxifolin (n¥mecky vyklédaci spis &. 1 923 082),

Silymarin je cenné jaterni terapeutikum a smés silymarini je v ddsledku synergismu
U¥inndjs3{ ne¥ souhrn u&inkd jednotlivych izomert (n&mecky vyklddaci spis &. 1 923 082).

Z n&meckého vyklddaciho spisu &. 1 923 082 je zndmy zplsob ziskdvédni silymarinu (sily~
marin I-IV), p#i némZ se sudené plody ostropestice maridnského Gaertn. mechanicky vylisuji,
aby se zbavily hlavniho mnoZstvi mastného oleje. Vylerpdévajici extrakel zbytku po vylisové-
ni etylacetdtem odpafenim etylacetdtového roztoku, vzetim suchého zbytku do vodného metano-
lu, odtu¥ndnim rovnom&rnym nésobnym protiproudovym rozd&lenim a odpafenim tuku prostého
metanolického roztoku ve vekuu k suchu se ziskd 70 aZ 80% polyhydroxyfenylchromanonovéd smés
(silymarin I-IV), Pom&r silymerinu I-III se pohybuje pi#i 3:1:1; obsah silymarinu IV, taxi~
folinu &ini asi 2 a% 3 % celkového podilu silymarinu.
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Jako dal8i stav techniky je zapot¥ebi uvést n&mecky zvefejﬁovaci spis ¢. 2 020 407.
Zplsob tohoto zvedejnovactho spisu se zabyvd izolaci silymarinu bez predchoziho odtudnéni
pomoci celkové extrakce "sm8s{ rozpou¥tddel alkohol-voda-ester ni3si mastné kyseliny nebo
uhlovodik" a odd&leni tukovych podfld "pomoci ndsledného oddestilovéni 10 a% 40 % objemu
ziskaného extrakdniho roztoku, nédsledného odstaveni a odstranéni tuku usezeného nahote".
Podle p¥ihlédky vede tento zpisob jenom ke 40% silymarinovému extraktu; patentovd piihléska
doporuduje déle prekrystalovédni z metanolu, aviak bez dal¥ich ddajh o podrobnosti zplsobu.
P¥i pokusu o reprodukei tohoto zpliscbu byl tento zpisob shleddn nereprodukovatelnym a v ko~
nedném produktu zdstalo asi 13 % pivodntho tuku.

Z n¥meckého zverejnovaciho spisu &. 2 017 789 Je zném dal¥{ zplsob provedeni. Konedné
produkty podle tohoto zpisobu maji obsshovat 40 a% 70 % silymarinu a vyt&Zek konedného pro-
duktu &ini 0,8 a% maximdln® 2,4 % (p¥i 40% silymarinu). Jeho reprodukce ukdzala, Ze tento
zplisob je rovn&% nereprodukovatelny. ’

Do stavu techniky pat¥i ddle frencouzsky patentovy spis &, 7 214 042, ktery se tykd
vyroby extraktu z ostropest¥ce maridnského, aniZ by bylo provedeno odtudndni., Uddva se,
%e konedny produkt obsahuje asi 82 % polyhydroxyfenylchromond; silymariny maji &init 50 %
z uddvenych 82 %. Je k tomu zapot¥ebi poznamenat, Ze silymarin je pfifazen jiné skuping
slouZenin a sice polyhydroxyfenylchromenontm, nikoliv vak polyhydroxyfenylchromonim. Rov-
n&é% tento zpisob neni reprodukovatelny.

Zpiisob podle n¥meckého vyklddaciho spisu &. 1 923 082 se nepodaiilo dosud podstatné
zlep8it. PotiZe spolivaji jednek v oddéleni Wlinnych ldtek z drogy za uchovéni existujici
sm&si silymarind a jednak v jejim odd&leni od asi 30 % mastnych olejh a t&%ce odstranitel-
nych doprovodnych ldtek. Tyto potife byly pPekondny ndmeckym vykléddacim spisem &, 1 923 082
jen z&4sti.

Protofe silymarin je cenné jaterni terapeutikum, existuje potPeba pokud moZno vysoce
koncentrovaného silymarinu, kterd je viek nad hranicemi stdvajfciho stavu techniky.

Okolem vyndlezu jé vytvorit novy zpisob ziskdvéni &istého silymerinu (silymarinu I-IV),
ktery Je dalece prosty doprovodnych ldtek a obsahuje v3echny prirozend izomery., Tento novy
zplisob mé vést jednodude k velice &istému produktu e vy33fim vytdikim.

Prekvapivé byl nalezen zpisob, ktery odstraﬁuje nevyhody znémych zpisobl a vede hospo-
dérné k &istému silymerinu (silymarinu I-IV) (¥istota 90 a3 96 %).

Zphsob ziskévéni silymarinu (silymarinu I-IV), pi#i n&mZ se plody ostropestice maridn-
ského zbavuji vét3f &dsti mastného oleje lisovénim za studena, vylisovand mesa se rozdrobi,
zbytek po lisovédni se extrahuje etylacetdtem a zpracuje se, vyznaduje se tim, Ze

) a) zbytek po vylisovéni se extrahuje dvakrét aj Etyrikrdt, s vyhodou trikrét, vidy po
dobu 0,5 a% 1,5, s vihodou po dobu 1 hodiny bezvodym etylacetdtem p¥i teplotd 65 ai 76 °C,
s vyhodou pfi teplot& 75 °C, v pomdru 1:8 aZ 1:12, s vyhodou 1:10 za intenzivniho michéni
a extrahovend droge se 0dd¥li,

b) bud se spojené etylacetdtové roztoky odpari p¥i teplotd 40 a¥ 55 °C, s vyhodou p#i
teplotd 50 °C ve vakuu 1,5 kPa, zbytek po odpafeni a) se odtudni trojnédsobnou desetiminu-
tovou a¥ dvacetiminutovou, s vyhodou patndetiminutovou extrake{ pevnd hmota-kapalina pomoci
petroldteru o rozmezi teploty varu 60 a% 70 °c v poméru 1:15 aZ 1:25, s vyhodou 1:20, nebo

bb) zbytek po odpefeni a) se rozpusti v Zestindsobném a¥ desetindsobném, s vyhodou
osmindsobném hmotnostnim mnofstvi metanolu, nerozpu¥t¥né zbylé podily se odd&li, odtudni
se trojndsobnou desetiminutovou af dvacetiminutovou, s vyhodou patnédctiminutovou extrakci
pevné hmote-kapalina petroléterem (o rozmezi teploty varu 60/70 °C), v pomé&ru 131,5 aZ
1:2,5, s vyhodou 1:2,
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c) bud se odtu&nény zﬁytek b) rozpusti v 3esti- a? desetindsobném, s vyhodou v osmi-
ndsobném hmotnostnim mnoZstvi metanolu a zbylé nerozpustné podily se oddéli, nebo

cc) odtudndny metanolicky roztok bb) se 0dd¥li od petroléteru,

d) metanolickému roztoku ¢) nebo ce) se'pfidé vidy ve stejnych objemech chloroform
a voda a sm&s se intenzivn& michd po dobu asi 15 minut a dekantuje se,

e) chloroformovd féze se smisi pdtkrét s metanolem a vodou v objemovém poméru 1:l1:1,
vidy asi po dobu 15 minut za intenzivniho michéni a potom se chloroformové féze odd&lif,

£) spojené metanolické fdze se odpari pri teplotd 40 aZz 50 °C, s vyhodou p¥i teplotd
40 °C ve vakuu 1,5 kPa, 7

g) odpabeny zbytek se suspenduje v metanolu v pomdru 1:4 aZ 1:6, s vyhodou 1:5 a sus-
penze se vmichd do osmindsobného a% dvendctindsobného, s vyhodou do desetindsobného objemo-
vého mno#stvi vody, po odst¥ed¥ni se srafenina promyje né&kolikrdt vodou,

h) sraZenina se sus{ po dobu 20 a% 30, s vyhodou po dobu 24 hvdin p¥i teplot& 30 aZ
50 OC, s vyhodou pii teploté& 40 °C ve vakuu 1,0 kPa, potom se rozemele a rozemlety produkt
se pripadn& dosu3i pfi teplot& 30 az 50 %C, s vyhodou p#i teploté 40 °C ve vakuu 1,0 kPa.

Produkty izolované timto zpisobem maji obsah silymarinu (silymarihu I-IV) 90 aZ 96 %,
vztaZeno na bezvodou létku. :

Z technického hlediska provéddéni zpisobu podle vynélezu jsou jednotlivé kroky a spe-
cifickéd opat¥eni voleny tek, Ze se prakticky izoluje dokonale v droze obsaZend sm¥s y&in-
nych létek. Dojde-li k odchylce t&chto zpGsobl provedeni, jedna nebo druhd sloudenina by
byly ztraceny zcela nebo parcisdln&. Tato poti% vzrlstd se stupném obohaceni této smé&si
ddinnych létek, zejména u pokrodilych stupnd zpisobu provedeni, prétoie poZadované u¥inné
14tky se mohly parcidlné jako jednotlivé slouleniny nebo jeko celkovd smés s oddélovanymi
doprovodnymi létkemi vymknout ziskéni.

ZpGsob podle vyndlezu bere tyto skutednosti v uvahu, takZe vede k ¥istému produktu
v optimélnim vytd%ku za udrfeni pom&ru izomerl, ktery je v droze. :

Prekvapivé jenom nalezenou kombinaci opatfeni zpisobu podle vyndlezu, ur&itych roz-
poustédel, pripadn& rozpoudtddlovych systémd a dodrZeni fyzikdlnich, p¥ipadn& chemickych
podminek se dosp&je k vhodnému produktu.

Lisovénim za studena plodd ostropestfce maridnského se zabréni chemickému odboursni
nebo polymeraci silymarind a zebréni se vzniku inertni emulze silymarinu a QOprovodnYCh 18-
tek v mastném oleji, co? by mohlo byt nevyhodné pro ndsledujici d¥leni. Lisovénim se droga
gdstetnd odtudni. Vylisuje se asi 25 aZ 30 % oleje. :

Opatieni jemného rozemleti umoZnuje rychlou nédsledujici extrakei, proto%e extrakini
prostfedek miZe pronikat snadn&ji do &dstic drogye.

P*i tomto zpdsobu je rozhodujici, Ze etylacetétové extrakce se provddi pomoci bezvodé-
ho etylacetdtu., Obsah vody miZe byt maximédlng 0,5 %, Prekro&i-li obssh vody 0,5 %, nelze
ji% v nésledujfcich stupnich provedeni odd&lit vice doprovodné ldtky. Tato piekvapujici
skutednost je v kombinaci s ostatnimi opat¥enimi zpisobu podle vyndlezu rozhodujici pro
uspé&ch zplisobu, totiZ ziskdvéni Eistého silymarinu. '

Pomér droga/rozpoudtddlo pfi etylacetdtové extrakeci 1:8 aZ 1:12, s'vyhpdou 1:10 je
volen tak, Ze zajisiuje bez zbytedného prebytku specifické rozpusténi silymarinu. Dvojné-
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sobnd a% &ty’ndsobnd, s vyhodou trojnédsobnd extrakee dovoluje dokonalé ziskéni silymarinu
z drogy. Teploty v rozmezi 60 a% 80 °C, s v¥hodou 75 °C Je p¥iznivéd pro dobré rozpudténi
uéinnych ldtek, soudasnd nevede k rozkladnym zjevim zde p¥itomnych chemickyeh sloudenin,

Vymichéni pomoci d&inného michedla prindsf s sebou mechenické nekypeni drogy, co¥ umol-
nuje extrakéi. Zvoleny krdtky ¥as u Xa%dé z vice extrakei od 0,5 a% 1,5, s vyhodou ! hodi-
ny nicmén& dovoluje vylerpévajici extrekci.

Spojené etylacetdtové extrakty se odpa¥f Setrnd pFi nizké teplot& ve vakuu.

Nésledujici n&kolikandsobné odtuéndni pevnd hmota-kepalina petroléterem p¥i pomdrné
vysokém poméru zbytku k petroléteru, napfiklad 1:20 mé tu v¥hodu, %e v krdtké dob¥ a bez
v&t3Iho ndkledu na zarizen{ oddsli vyterpédvajicim zpisobem mastny olej. Podle volby lze
zbyiky po.odpa¥eni rozpustit asi v osmindsobném hmotnostnim mno%stvi, nerozpultdné podily
oddé&lit a potom pfovést n&kolikandsobnou extrakci pevnd hmota~kepalina petroléterem v po-
mé&ru asi 1:2, Vysledky jsou prakticky stegjné.

Metanol jako pom&rn& levné rozpoust¥dlo je vhodny k rozpuﬁténi odtuénéného zbytku a
Je vhodny zejména pro svou velikou solvatadni schopnost. Silymerin (silymerin I-IV) se
v ném pom¥rn& dob¥e rozpousti. Vysoky pomér zbytek/rozpoustédlo Je vyhodny k tomu, aby
silymerin (silymerin I-IV) byl dokonele vynat. Ve zbytku nezlstdvd Zddny silymarin.

Nové a obzvld3té intenzivni je pouZiti chlorovenych, organickych rozpoust¥del, zejmé-
na chlorem substituovanych ni%&fch alkend, jako chloroformu, metylénchloridu, 1,2-dichlor-
etenu, s vyhodou chloroformu k odd&leni je¥td zbylych doprovodnych létek silymerinu (sily-
marin I-IV), aniZ silymarin utrpl vcelku n¥jakou ztrétu a pri¥em? nedochdzi ke ztrdt¥ izo=
merd. Pfitom dochézi k odd¥leni daldich lipofilnich doprovodnych létek, které nejsou vylu-
%ovény v odtudnovacim stupni spolu s olejem a petroléterem, jekoZ deldfch mén& poldrnich
doprovodnych létek, které byly sice nejprve rozpuitdny v metanolu, ale chovajil se odpovi-
dajifcim zpigobem v rozd&lovacim fézovém systému. Rozpoust&ci rovnovédha - stavovy diagram
zvoleného rozpoustédlového systému - jak ve druhu, tak ve mnoZstvi, v tomto.p¥ipadd meta=-
nol-voda~chloroform 1:1:1 je zejména vhodny v pi*ftomnosti silymarinu (silymerinu I-IV)

a pritomnych doprovodnych létek, protoZe se dosahuje timto rozpoustddlovym systémem dobré-
ho rozd&leni na dvé fdze. Odm&Zovaci oblast stavového diagramu zachycuje udané poméry roz-
pousdtédel.

Rozd&lovaci koeficient silymerinu (silymerin I-IV) mezi obdma fdzemi Je velice vysoky.
Po provedenych Zesti vyt¥epcich v systému metanol/¢hloroform/voda 1/1/1 (obJ./obj./obj.)
vychdzi{ pomér silymarinu ve spojenych vodnd metanolickych fézich k silymerinu zbylému
v chloroformové fdzi jako 13:1.

Tim lze prakticky ziskat vSechen silymarin (silymarin I-IV) z metenolické féze.

Vynédlezem se prekvapivé dosdhlo, Ze silymarin I-IV zlstdvajl ve vodn& metenolické fé-
zi 1 jako jednotlivé sloudeniny podilové, tek¥e zlstdvé zachovén pomér izomerd,

Vodn& metanolickd fdze se odpati Scirnd za nizké tepldiy a za vakua k suchu a zbytek
se suspenduje n&kolikrdt do vody, za udelem promytf. Tento postup promytl se ukdzal byt
vhodnym k odstran&ni okluze zplisobend nedistotemi produktu, ke které dochdzi p¥i obvyklé
filtraci. ’

Ve srovnéni se stévajicim stavem techniky md zplsob podle vyndlezu vyhodu, Ze vede
‘Jednoduchym zpisober k 90 a% 96 % ¢istému silymerinu (silymerinu I-1V), p¥i vytéiku ~ 1,7 %
Jenom kombinace zvolenych opat¥eni podle vyndlezu za pou%itf bezvodého etylacetdtu a chlo~
rem substituovaného alkanu, jako ctloroformu, vede prekvapivé k ziskédni velice &istého sily-
marinu 2z plodd ostropest¥ce meridnskéhos
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Efekt bezvodé etylacétdtové extrakce drogy je t¥eba vyzvednout jako obzv143td inven-
tivnf. Hydrofilni létky zistdvajf tekto ve zbytku. PFi ndsledujfcich stupnich zpisotu pro-
vedeni jeko d¥leni v rozpouSt#dlech nelze JjiZ tyto hydrofilni doprovodné léiky vice oddé&-
1it od silymarinu.

Déle, zvlédté prekvapivy je d&li'el udinek rozpoudtddel typu chlorovaného niZfiho alke-
nu, zejména chloroformu ve druhé fézi zpisobu v disledku specifické selektivity, prifemi
prekticky se odstrani v3echny doprovodné létky nachdzejici se jeSt& v tomto stupni provede-
ni, tsk%e silymarin ziistdvd v metenolickém roztoku velice &isty.

"P¥iklad 1

K 300 kg jemnd rozemletych a za studena lisovanych plodﬁ pest¥ce maridnského se piidé
3 000 1litrd bezvodého etylacetdtu a zah¥eje se na teplotu 75 Oc, Pri této teploté se smés
miché intenzivné po dobu 1 hodiny pomoci vykonného michadla. Potom se odflltruae a zbytek
drogy se Jedtd extrahuje dvakrdt etylacetdtem, Jek je to popséno.

'Spojené, vyéefené etylacetétové roztoky se odpari p¥i teplotd 50 %C ve vakuu pii
1,5 kPa do sucha, K odtu¥n¥ni se zbytek pfi teplot® mistnosti vymichd t¥ikrdt vidy 300
litry petroléteru o teplotd varu 60 aZ 70 9¢ po dobu 15 minut a potom se zbavi ve vakuu
rozpoustddla. Takto ziskeny surovy produkt se vezme do 2tyP¥nésobného mnoZstvi metanolu,
pri%em? pevnd ldtka nepfechézejici do rozitoku se odst¥edf, dvakrdt se promyje polovinou
zmin&ného mnoZstvi metanolu a koneé&né&, protofe prakticky neobsahuje Zddny silymarin, se od-
d&li.

K spojenym metanolickym roztokim se pfidé nejprve chloroform, potom voda v objemovém
pomdru 1:1:1 a prevede se do dekantalniho zdsobniku. :

Po 15minutovém intenzivnim michéni a désaieném d&leni fézi se spodnf fdze (chlorofor-
~mové fdze) 0dd8l1 a jedtd se extrehuje p&tkrét v objemovém pomEru 1:1:1 sm&si metanol-voda.
Potom se chloroformovéd féze.oddsli.

Spojené metanolické féze se odpe¥i pii teplot& 50 % ve vakuu 1,5 kPa a zbytek se sus~
penduje v p&tindsobném mnoZstvi metanolu. Suspenze se ptid4 tenkym proudem do desetindsob-
ného objemového mnoZstvi vody za michédni a potom se intenzivn& michd po dobu 15 minut.’ Po-
tom se odstbedi a zbytek v odstfedivce se promyje opakované vodou za vzniku suspenze. Pro-
dukt se su¥i v su¥drng po dobu 24 hodin p¥i teploté 40.°C, rozemele a dal¥ich 48 hodin
se sudi pri teplotd 40 °C.

7{ské se sv&tle zbarveny prdsek, ktery obsahuje 90 a% 96 % silymarinu (stanoveného
metodou za poufitf 2,4-dinitrofenylhydrazinu [DNF-metoda] analogicky, jeko se stanovi sily-
marin v plodech ostropestice marignského DAB VII, vydéni 1968, 2, dodatek, 1975, str. 198,
jako¥ po kvantitativnim vyhodnoceni remiznich k¥ivek). Prikaz identity byl proveden pomoci
chromatograefie na tenké vrstvé. Vzdjemny pomdr jednotlivych izomerd byl urden kvantitativ-
nim vyhodnocenim remiznich kiivek (viz obr.)}. Vyt&Zek &ini 4,9 kg ~ 1,7 %, vztaZeno na su-
-chou drogu.

P¥{klad 2

Ke 300 kg jemnd rozemletych, za studena vylisovenych plodi ostropestfce maridnského
se pridd 3 000 litrd bezvodého etylacetdtu a vde se zahieje na teplotu 75 Oc. Pri této
teplotd se sm&s intenzivnd michd po dobu | hodiny pomoei vykonného michadla. Potom se zfilt-
ruje a zbytek drogy se extrahuje dvakrdt popsanym zplGsobem.
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Spojené, vydefené etylacetdtové roztoky se odparl p¥i teplotd 50 °C ve vakuu 1,5 kPa
k suchu.

Zbytek po odpateni se rdzpusti ve 120 litrech metanolu., Metanolicky roztok se podrobi
t¥ikrét b&hem 15 minut extrakei pevnd hmote-kapalina 135 litry petroléteru.

K metenolickému roztoku se p¥idd nejprve chloroform, potom voda v objemovém pom&ru
1:1:1 a roztok se prevede do dekentadniho zdsobniku.

KdyZ byla sm&s intenzivng michéna'po dobu 15 minut a je dosaZeno odd&leni fézi, se spod-
ni (chloroformovd féze) odd8li a extrshuje p&tkrét v objemovém pomdru 1:1:1 smési metanol-
-voda po dobu 15 minut. Potom se odd&li chloroformovd fdze.

Spojené vodn¥ metenolické féze se odpari pfi teplotd 50 °C ve vakuu 1,5 kPa a zbytek
se suspenduje v p¥tindsobném mnoZstvi metanolu. Suspenze se pridé4 tenkym proudem do deseti-
ndsobného objemového mnoZstvi vody za michéni a potom se jeXt& michd po dobu 15 minut. Po-
tom se odstfedf a zbytek na odst¥edivce se promyje n&kolikrdt vodou za tvorby suspenze.
Produkt se susf po dobu 24 hodin p#i teplotd 40 °C v sudrné a dosu3i se po dobu dal¥ich
48 hodin p¥i teplotd 40 °c,

Zplisob vede k 90 aZ 96 % silymarinu stejnych vlastnbsti jako v p¥ikledu 1.

Priklad 3

SteJjny zpdisod provedeni za pouZiti metylénchloridu namisto chlorotormu vede k 90 a%
94% silymarinu., VytdZek &ini 1,7 %.

Priklad 4

Stejny zplsob provedeni za pou¥iti 1 2—d1chloretanu misto chloroformu vedou k 90 a%
93% silymarinu, Vyt&Zek &ini 1,8 %,

Platné pro viechny pfiklady:

Procenta 3istoty a malé zmdny tykajici se vyt&iku zdvisi na droze.

PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob ziskdvéni silymerinu, tedy silymarinu I-IV, pri n&mZ se plody ostropestice
maridnského zbavulf vdt3f ¥dsti mastného oleje lisovénim za studena, vylisovend masa se roz-
drobf, zbytek po-lisovéni se extrshuje etylacetdtem, etylacetdtovy extrakt se odpat{ a zpra-
cuje, vyznadujici se tim, Ze

a) zbytek po vylisovéni se extrahuje dvakrdt a &tybikrdt, s vyhodou t#ikrdt, vidy po
- dobu 0,5 a¥ 1,5, s vyhodou po dobu ! hodiny bezvodym etylacetdtem pfi teplotd 65 a% 76 °C
s vyhodou pfi teplot& 75 °C, v poméru 1:8 a% 1:12, s vyhodou 1:10 za intenzivniho michdni
. a extrahovend droga se odd&lf,:

b)’bu& se‘spojené etylacetétové roztoky odpaf{i pri teplot® 40 a% 55 °C, s vyhodou pii
‘teplotéd 50'°C ve vekuu 1,5 kPa, zbytek po odpateni a) se odtudni trojndsobnou desetiminu-

»
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tovou aZ dvacetiminutovou, s vyhodou patndctiminutovou extrakci pevnéd hmote-kapalina pomoci

petroléteru o rozmezi teploty varu 60 a% 70 °C v pomdru 1:15 a% 1:25, s vyhodou 1:20, nebo
bb) zbytek po odpareni a) se rozpusti v Sestindsobném a% desetindsobném, s vyhodou

osmindsobném hmotnostnim mnoZstvi metanolu, nerozpudt&né zbylé podily se 0ddélf, odtudni

se trojnésobnou desetiminutovou aZ dvacetiminutovou, s vyhodou patndctiminutovou extrakei

pevné hmota-kapaline petroléterem o rozmezi teploty varu 60 a% 70 °C, v pom&ru 1:1,5 ai

1:2,5, s vyhodou 1:2. ‘

¢) bud se odtudndny zbytek b) rozpusti v Sestindsobném a¥ desetindsobném, s v¥hodou
v osmindsobném hmotnostnim mnozstvi metanolu a zbylé nerczpustné podily se 0dd&lf, nebo

cc) odtudnény metanolicky roztok bb) se odd&li od petroléteru,

d) k metenolickému roztoku c) nebo cc) se p¥idd vidy ve stejnych objemech chloroform
a voda a smés se intenzivng miché po dobu .15 minut a dekantuje se,

e) chloroformovd fdze se misi pdtkrdt s metanolem a vodou v objemovém pom&ru 1:ii:l,
vidy po dobu 15 minut za intenzivniho michéni a potom se chloroformové féze odd&lf,

£) spojené metanolické féze se odpafi pfi teplotd 40 aZ 50 °¢c, s vyhodou p¥i teplotd
40 °C ve vakuu 1,5 kPa,

g) odpaPeny zbytek se suspenduje v metanolu v pomdru 1:4 a% 1:6, s vyhodou 1:5 a sus-
penze se vmichd do osmindsobného a? dvandctindsobného, s vyhodou do desetindsobného objemo-
vého mnosstvi vody, po odst¥edéni se sraZenina promyje n&kolikrdt vodou,

h) sraZenina se sudi po dobu 20 af 30, s vyhodou po dobu 24 hodin p¥i teplot& 30 aZ

50 °¢, s vyhodou pFi teplotd 40 °C ve vakuu 1,0 kPa, potom se rozemele a rogemlety produki
se pPipadnd dosudi pPi teplotd 30 aZ 50 oC, s vyhodou pri teplot& 40 %¢ ve vakuu 1,0 kPa.

1 vykres
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