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Zpusob vyroby krystalického silybinu

(57) ReSeni se tykd vyroby krystalického
silybinu z p¥irodni drogy, kterd se predem
neodtudfiuje a obsahuje ve svém silymarino-
vém komplexu alesponr 60 % hmot. silybinu
spolu s isosilybinem. V§yroba je zaloZena
na extrakci drogy 95% vodnym acetonem, po
z¥ed&ni vodou se odd&lf{ olejovd féze. Vodné
acetonovd fdze se zahusti, vznikl& suspenze
surového silybinu se po Upravé chloridem
sodnym odtudni petroletherem a odd&leny
silybin se promyje chlorovanym uhlovodikem.
Tento surovy silybin se p¥ekrystaluje
z methanolu a ddle ze smdsi kyseliny octové,
acetonu a vody. Ziskd se &isty krystalicky
silybin, ktery slouzi jako 1lé&ivo p¥fi

chorobdch jater.
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Vyndlez se tykd szplscbu vyroby krystalického silybinu a zisk&vdnf oleje extrakci neod-
tu&nénych drcengych plodd ostropest¥ece mariénského (Silybum marianum (L.) Gaertn.), obsahu-
jfcich komplex flavanolignand (silymarin) s p¥evahou vice neZ 60 % silybinu spolu s iso-

silybinem.

Plody ostropest¥ece mariinského obsahuji komplex flavonoidnich latek odvozenych od flava-
nonolu taxifolinu, nazvany silymarin. Silymarin se pouZivé ¥adu let jako cenné jaterni 1é&ivo
se stimulujfcim d&inkem na metabolismus jaternich buné&k a ¢ _.rannym plisobenim na jejidh
membrény (nap¥. G: Vogel a sp.: Arzneimittel-Forsch. 25, 82, 1975). Hlavnimi slofkami sily~
marinu jsou izomerni sloudeniny sumdrniho vzorce L silybin (d¥ive silymarin 1),
silydianin (d¥fve silymarin II) a silychristin (d¥ive silymarin III)}, které jsou povaZovény
za nositele UCinku a plsobi synergicky (nap¥. NSR pat. spis 1 923 08l). Do dneZni doby byla
dostatedn& objasnéna chemickd struktura i stereochemie silybinu (A. Pelter a sp.: Tetrahedron
Letters &. 25, 2 911, 1968; R. Hénsel>a sp.: Chem. Ber. 108, 1 482, 1975; A. Arnone a sp.:

J. Chem. Soc., Chem. Commun. &. 16, 696, 1979), silydianinu (D. J. Abrahem a sp.: Tetra-
hedron Letters &. 31, 2 675, 1970) i silychristinu (A. Pelter a sp.: Tetrahedron Letters

&. 51, 4 547, 1977; H. Wagner a sp.: Tetrahedron Letters &. 4 381 1978). Rovn&¥ byl odli¥en
silybin od svého polohového izomeru isosilybinu (A. Arnone a sp.: J. Chem. Soc., Chem. Commun.
&. 16, 696, 1979), ktery jej pravidelnd provdzi v mendim mno¥stvi. '

P¥i soulasném stavu techniky je ve sv&tovém m&¥ftku Ziroce rozpracovédna primyslové
p¥iprava silymarinu z odtu®néné i neodtuinéné drogy ostropestfece. Izolace silymarinu i jeho
jednotlivych sloZek je pfitom mimo¥&dn& ztifena vysokym obsahem oleje v droze, obtifnou difuzi
flavanolignani do extrak&nfiho média a smé&snym charakterem silymarinu. 2z ¥ady patentov& chré&n&-
nych postupl izolace silymarinu jako celku byl nejvice vyuZivén pivodn{ postup podle NSR
pat. spisu &. 1 923 082 (&s. A0 &. 162 722). Podle tohoto postupu byl ziskdvén amorfni sily-
marin o obsahu 70 aZ 80 % flavanolignan® s pomérem silybin:silydianin:silychristin v praiméru
3:1:1 podle kvality vychozi. drogy. Jako dal&{ lze uvést modifikovany postup (NSR pat. spis
¢. 2 914 330, &s. AO &. 223 986), podle n&j% se dosahuje v silymarinu obsahu 90 aZ 96 %
flavanolignant. V CSSR je silymarin vyrdb&n pivodnim postupem, jimZ se dosahuje obsahu flava-
nolignand 75 a% 80 % (&s. AO &. 216 997).

Pfestofe je zndm synergismus p¥i hepatoprotektivnim piscbeni jednotlivych sloZek
silymarinu, pf¥edstavuje silybin hlavnf déinnou l&tku (G. Vogel a sp.: Arzneimittel-Forsch.
25, 82, 1975; H. P; Koch a sp.: Arch. Pharm. 314, 515, 1981). Vzhledem ke své malé roz-
pustnosti ve vodé a pomérné nfzké biologické dostupnosti je silybin s vyhodou chemicky
‘obm&hovédn na vodorozpustné derivdty, z nich% se ukazuji jako optimdlni poloestery s dikarboxy-
lovymi kyselinami (H. P. Koch a sp.: Arch. Phram. 316, 385, 1983; NSR pat. spis &. 1 963 318;
NSR pat. spis &. 3 442 639). V posledni dob& zalal byt vedle silymafinu vyuzivdn té% silybin
v léka¥ské praxi a tim vzrostla potfeba hledat nové izola&ni postupy, umoZhujici ziskdvat
¢isty silybin ekonomickym zpisobem, vyuZitelnym v primyslovém m&¥itku.

V tomto spise je pojmem silybin definovédn naddle hlavni izomer z dvojice silybin - iso-
silybin. Vyizolovanym silybinem z drogy se tedy rozumi produkt, obsahujici pouze p¥im&s iso-
silybinu.

Dosavadn{ zplsoby izolace silybinu jsou obti¥né a jsou spojeny se zna&nymi ztr&tami.
Zévainym problémem je p¥itom vysoky obsah oleje v droze, ktery mi¥e &init aZ 30 % hmot.,
nep¥iznivy pomér jednotlivych sloZek silymarinu a n&kdy téZ vysoky obsah isosilybinu. Postupy
podle pat. spisd NSR &. 1 923 082 a 2 914 330 jsou zam&¥eny na p¥ipravu silymarinového
komplexu a jejich charakteristickym rysem je p¥edb&Zné Cdstelné odtulnéni drogy lisovdnim,
rizné modifikované extrakce octanem ethylnatym a ndsledné usilovné odtulnovdni koncentrova-
ného meziproduktu. Vysledny silymarin mé& u obou postupl primérny pom&r (silybin + isosilybin):
:silydianin-silychristin 3:1:1, p¥idemZ pomér silybin:isosilybin je asi 2:1. Izolace silybinu
z tohoto komplexu o dosti nep¥fznivém sloZeni je popsdna v pat. spise NSR &. 3 537 656
(v TSSR p¥ihlaZeno jako &s. A0 &. 271 321). Silymarin se bud extrahuje octanem ethylnatym
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nasycenym vodou a tim se obohacuje o silybin, nebo se fozpusti v methanolu a po zahu$téni
krystaluje ¥adu dnG surovy silybin. Ten ‘se pak rekrystaluje bud ze sm&si octan ethylnaty -

- methanol nebo z octanu ethylnatého s definovanym obsahem vody. Nevyhodou postupu je Zasova
néro&nost, préce s velkymi objemy rozpouSt&dla a pot¥eba bezvodého -octanu ethylnatého.

Vlastnimi pokusy bylo prokdzdno, Ze u silymarinu obsahujiciho do 60 % silybinu v&etnd
p¥imé&si isosilybinu je izolace silybinu v primyslovém m&€¥{tku zna&né€ obtiZnd a nevyhody
u popsanych postupl lze zt&Z{ odstranit. Vzhledem k variabilit& produkéni rostliny lze vSak
docilit drogy s vy$8im obsahem silybinu a v tomto p¥ipadé bylo zjisténo, %e lze p¥ekvapivé
Castelné vyuZit zplsobu extrakce drogy podle &s. AO &. 216 997. Podle tohoto postupu se drcené
neodtuénénd droga extrahuje za studena vodnym acetonem o koncentraci acetonu 90 aZ 98 % obj
extrakt se zahust{ na olejovity odparek, ktery se pfevede do 60% vodného ethanolu a olej
se odstrani opakovanou extrakci petroletherem. Odtulnénd vodné& - ethanolickd féze se vy-
extrahuje chloroformem, chloroformovd fize obsahujici silymarin se zahusti na sirup a z né&j
se srdZi silymarin uvédénin do nadbytku vody. P¥i aplikaci tohoto postupu u drogy bohaté
silybinem bylo zjiSténo, Ze jiZ p¥i C4stelném zahu$t&ni extraktu a dosafeni koncentrace
acetonu asi 60 % zalinid spont&nné krystalovat silybin, ktery spolu s vylouCenym olejem vytvar{
sloZzitou smés. P¥i odtulnovdni petroletherem vznikaj{ stabiln{ emulze a oddé€lovani fézi je
zna&n& zti%eno. Z technologického hlediska nelze stdvajicil postup pouZivat ke zpracovéni

drogy bohaté silybinem.

Uvedené nevyhody odstrahuje zpUsob vyroby krystalického silybinu z p¥{irodni neodtu&né&né
drogy obsahujici komplex flavanolignan s obsahem alespoi 60 % hmot. silybinu v&etné isdsily—
binu po extrakci drcené drogy 95% vodnym acetonem podle vyndlezu, jehoZ podstata spoCivé
v tom, %e se acetonovy extrakt flavanolignand z¥ed{ vodou, poté se odd&li spodni olejové
vrstva a vodn& acetonovd faze se zahustf{. Vznikl& suspenze surového silybinu se vyextrahuje
alifatickym uhlovodikem nebo sm&sf alifatickych uhlovodikd s 5 aZ 8 atomy uhliku, potom se
vodnd suspenze upravi p¥fdavkem chloridu sodného. Po oddé€leni filtrdtu se surovy silybin N
predsu$i odvé&trévanim na obsah vody 15 aZ 20 % hmot. za p¥ipadného promyti chlorovanym uhlo-
vodikem typu dichlormethan nebo chloroform. Po rozpuSté&nf{ surového silybinu v acetonu a
prefiltrovani se acetonové fdze odpa¥i k suchu, odparek se za varu rozpusti v methanolu a
po p¥idani 3 aZ 7 % obj. vody se ponechd krystalovat. Ziskany silybin se rozpusti za varu
v soustavé kyselina octovd - aceton ve vzdjemném objemovém poméru 3,5 aZ 4,0:6,5 aZ 6,0,
poté se roztok p¥efiltruje s aktivnim uhlim a €iry filtrit se po zahudt&€nf na tfetinu svého
objemu z¥ed{ vodou v mno¥stvi 5 % obj. vody na objem ziskaného koncentrdtu, nadeZ se ziskany

&isty krystalicky silybin oddéli.

Zpisob podle vyndlezu se provadfi tak, %e se drcend neodtuln&nd droga o obsahu 2,0 a%
2,5 % silybinu extrahuje celkem 10 dfly 95 a¥ 98% obj. vodného acetonu p¥i teploté& 20 a%
25 °C, nade¥ se v odddleném extraktu upravi p¥idavkem vypodteného mnoZstv{ vody koncentrace
acetonu na hodnotu 92 % obj.. Stédnfm po dobu 15 aZ 24 hodin p¥i teploté& 20 aZ 25 % se pEi
této koncentraci acetonu odd&li olejovd vrstva jako spodni féze, kterd se d& snadno oddélit.
Timto zpisobem lze ziskat a¥ 50 % oleje obsaZeného ve vychoz{ droze. Po oddestilovdni acetonu
za snifeného tlaku se ziskd kvalitni olej, neobsahujic{ zbytkové rozpouit&dlo. Vrchni vodné
acetonovd féze se odpa¥{ za sni¥eného tlaku asi na 1/15 plvodniho objemu (aceton se regeneruje)
a vznikne suspenze, obsahujfcf je%t& olej. Po pfidavku chloridu sodného, ktery p¥iznivé
ovliviuje strukturu suspenze, se systém odtuéni extrakci petroletherem a odsdtim se ziskd
surovy produkt, ktery se po Zdste&ném vysuSeni zbavi n&kterych p¥im&si{ rozpudt&nim v acetonu
a filtraci. Odparek z acetonového &irého filtrdtu se krystaluje z 95% vodného methanolu a
ziskany krystalicky silybin se ddle &istf rekrystalovédnim ze smé&si kyselina octovd - aceton -
- voda. Timto zpisobem se ziskd krystalicky silybin obsahujic{ méné neZ 1 % hmot. isosilybinu,
ve vyté¥ku kolem 1,2 a¥ 1,4 % hmotnosti vychozi drogy, tj. kolem 60 % analyticky zjisSté&ného

obsahu silybinu v droze.

Hlavn{ vyhody postupu podle vyndlezu spolfvajf v &asové nendrolnosti, v nizké spot¥ebd
surovin a v jednoduché technologii, kterd nevyZaduje ndkladnych zaffzeni. Odpadd nutnost
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pfedb&iného odtudfiovdni drogy a jednotlivé &istici stupnd jsou d&inné p¥i minim4lni spot¥ebé
organickych rozpouft&del. Na rozd{l od octanu ethylnatého lze pou%itd rozpoust&dla aceton

a petrolether snadno a bez ztrdty kvality regenerovat. Z nizké spotfeby rozpoustédel vyplyva
i dspora energif v celém izola&nim postupu i p¥i jejich regeneraci. Postup umoZfuje p¥ipravu
jak &istého krystalickeho silybinu, tak i kvalitniho oleje bez zbytkového rozpoudtédla.
Realizace postupu podle vyndlezu nezatdZuje Zivotni prostfedf nefadoucimi dopady. Ziskanyg
ofej obsahuje esencidlni nenasycené mastné kyseliny a je r-’ino jej vyu¥it v kosmetice nebo

v potravind¥stvi.

V dal3im je vyndlez bliZ%é objasn&n p¥iklady provedenf, ani? by se jimi omezoval.

P¥i{iklad 1

Navdika 5,0 kg hrub& drcenych plodi ostropestfece maridnského o velikosti d&stic 0,5
aZz 2,0 mm se extrahuje protiproudn& perkolaci 95% vodnym acetonem (obj.) tak, aby b&hem
8 h proteklo néplni 5 1. Exﬁrakt o objemu 50 1 (10 d{ld vztaZeno na vychozi drogu) se upravi
pffdavkem vody na koncentraci acetonu 92 % obj. a po rozmichdni se ponechd stat 20 h p¥i
teplot& 20 aZ 25 ©c. Po této dobd se vylou&f jako spodnf faze 550 ml olejové vrstvy. Jejim
odd&lenim a odpa¥enfm acetonu za snifeného tlaku se ziskd 640 ml velmi &istého oleje. Extrakt
odd&leny od olejové vrstvy se zahusti za sni¥eného tlaku na objem 3 000 ml p¥i teplotd& 14zn&
do 60 °c. vznikl4 suspenze se michd s 3 000 ml petroletheru po dobu 30 minut a pak se ponecha-
ji féze odd&lit. Z petroletherové féze se regeneruje rozpoudt&dlo. Olejovy zbytek obsahuje
jeSt& petrolether a nep¥ipojuje se k prvnimu podilu oleje.

Odtu&nénd vodnd suspenze se rozmichd s p¥idavkem 150 g chloridu sodného. Po 30 minut&ch
michdn{ vznikne dob¥e filtrovatelnd suspenze, kterd se odsaje na nudi a promyje 3x100 ml
vody. Produkt se su$i volné& odvétridvadnim 24 hodin p¥i teplot& 25 c.

Cé4stedné& vysuleny produkt, obsahujici 15 % vody, se promyje 2x250 ml dichlormethanu,
pak se rozpustf v 1 000 ml acetonu a roztok se zfiltruje. Filtrdt se odpa¥f za sni¥eného
tlaku p#i vnit¥ni teploté do 50 °C k suchu.

Podily acetonu ziskané z destilact se spojl a po stanoveni obsahu vody se upravi koncen-
trace acetonu na 95 % obj.. Regenerovany aceton takto upraveny se pou¥ije znovu k extrakci
drogy.

Suchy odparek z acetonu se rozpusti za varu v 1 000 ml methanolu, p¥idem? &4st zlistane
jiZ p¥i této operaci nerozpu¥téna a je krystalickd, vyhovujfc{ &istoty. K horké suspenzi
se p¥id4 50 ml vody a smés se ponechd 20 h krystalovat p¥i teplotd 20 a# 25 °C. Poté se odsaje
a promyje 50 ml 95% (obj.) vodného methanolu. Ziskd se 60 g prvniho podilu silybinu. Zahudt&-
nim mate&nych louhll na polovi&ni objem se zisk& 16 g druhého podilu. Odpa¥enim mateénych
louh® k suchu, rozpu$té&nim odparku v 300 ml 95% (obj.) vodného methanolu za varu a ochlaze-
nim se ziskd je%t& 5,0 g t¥etiho podilu.

VSechny t¥i podily silybinu (celkem 81,0 g) jsou chromatograficky shodné a pouziji se
k dalsi rafinaci, popsané v p¥ikladu 3.

P¥iklaada 2

Nédsada 50 kg hrub& drcenych plodll ostropest¥ece maridnského o velikosti S&stic 0,5 a

[ SIS

2,0 mm se extrahuje 250 1 (5 dild) 95% (obj.) vodného acetonu za mich&ni p¥i teplotd 20 a
25 °c po dobu 5 h. Extrakt se odd&l{i a postup se opakuje je$t& jednou stejnym mnoZstvim vodné-
ﬁo acetonu. PY¥i pouZitf za¥izen{ na protiproudnou extrakci se droga p¥i uvedend teploté
extrahuje takovou rychlosti, aby celkové mnoZstvi 10 dfld rozpoustddla proteklo za dobu

10 h. Ve spojeném a zhomogenizovaném extraktu se stanovi obsah vody, ktery z4visi na vlhkosti
vychozi drogy, a koncentrace acetonu se upravi p¥fdavkem vody na hodnotu 92 % (obj.). Po
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rozmichédni se extrakt ponechd stdt p¥i teploté 20 aZ 25 °c po dobu 20 h. 0ddé&li se 6 000 ml
spodni olejové faze, kterd poskytne po odpafeni acetonu za sniZeného tlaku 4 900 ml ¢istého

oleje.

Po odd&leni olejové vrstvy se extrakt zahust{ za snifeného tlaku na objem 30 1, vznikl4
suspenze se rozmichd s 1 500 g chloridu sodného a po 30 minutdch extrahuje 30 1 petroletheru
p¥i teplot& 20 aZz 25 Oc. Po odta¥eni uhlovodikové vrstvy se odtuin&nd vodnd suspenze odsaje
a promyje 3x1 000 ml vody. Produkt se sudi ve vakuové susdrn& tak, aby obsahoval 15 % hmot.
vody. Jeho hmotnost je 3 000 g. Pak se rozpusti v 10 1 acetonu, zfiltruje a bdpafi za sniZe-
ného tlaku k suchu.

Aceton a petrolether se regeneruje jako v p¥fkladu 1.

Odparek z acetonu se rozpust{ za varu v 10 1 methanolu a ve t¥ech podilech se ziski
krystalicky silybin jako v p¥ikladu 1. Hmotnosti jednotlivych podfll jsou 600 g, 150 g a
45 g. Celkovy vyt&iek 795 g pYedstavuje 1,59 % hmot. vztaZeno na vychozi drogu. Dals{

rafinace je uvedena v p¥ikladu 3.
p¥iklad 3

Navdika 1 000 g krystalického silybinu, ziskaného z 95% methanolu podle p¥ikladu 1 a
2, se rozpusti v 11 000 ml sm&si aceton - kyselina octovd o objemovém poméru 6,0.4,0 za varu
pod zp&tnym chladilem. P¥idéd se 20,0 g aktivniho uhl{ a po S5minutovém varu se roztok za horka
zfiltruje pr¥es papfrovy filtr. Zluty filtrdt se zahusti za sniZ%eného tlaku p¥i vn&j3i teploté
60 °C na objem 4 000 ml. K tomuto roztoku se pfilije p¥i teploté 60 °¢c 200 ml vody (5 % na
koncentrdtu) a po promichdni po&ne spontdnné krystalovat silybin. Ssm&s se ponechd déle
krystalovat p¥i teplot& 20 aZ 25 ©C po dobu 5 h, poté se krystaly odsaji a promyji postupn&
500 ml 95% (obj.) vodné kyseliny octové, 500 ml methanolu a nakonec 1 000 ml 90% (obj.)
vodného methanolu. Ods&ty produkt se sudi ve vakuové suddrn& do konstantni hmotnosti.

k]
72isk& se 750 g krystalického silybinu, obsahujiciho 0,5 % hmot. isosilybinu.

PREDMET VYNALEZU

1. zplGsob vyroby krystalického silybinu z p¥irodni neodtuénéné drogy obsahujici komplex
flavanolignani s obsahem alespofi 60 % hmot. silybinu v&etnd isosilybinu po extrakci drcené
drogy 95% obj. vodnym acetonem, vyznafujici se tim, Ye se acetonovy extrakt flavanolignanl
s¥edi vodou na obsah 90 a% 92% obj. acetonu, poté se oddé&li spodni olejovd vrstva a vodné
acetonovd féze se zahusti, vznikl4d suspenze surového silybinu se extrahuje alifatickym uhlo-
vodikem nebo sm&si alifatickych uhlovodikd s 5 a¥ 8 atomy uhlfku, pak se vodnd suspenze upravi
pfidavkem chloridu sodného, nafeZ se po oddélenf filtrétu ziskany surovy silybin p¥edsusi
odvdtrénim na obsah vody 10 a% 20 % hmot. a rozpusti se v acetonu, poté se acetonovd féze
pfefiltruje a odpa¥i k suchu, odparek se za varu rozpust{ v methanolu a po p¥iddni 3 aZ
7 % obj. vody se ponechd krystalovat, nate? se ziskany silybin za varu rozpusti v soustavé
kyselina octové:aceton ve vzéjemném objemovém poméru 3,5 aZ 4,0:6,5 a%¥ 6,0 dilu, po p¥idéni
aktivnfho uhli se roztok prefiltruje a &iry filtrdt se po zahudtdni na t¥etinu svého objemu
sted{ vodou v mno¥stvi 5 % obj. vody na objem ziskaného koncentrétu, naleZ se vylouleny &isty

krystalicky silybin oddéli.

2. 7ZpGsob podle bodu 1, vyznafujici se tim, %e se ziskany surovy silybin p¥ipadné& promyje

chlorovanym uhlovodikem typu dichlormethanu nebo chloroformu.
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