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(64) Zpusob izolace silymarinového komplexu

ZpGsob izolace silymarinového komple-
xu z plodl ostropestfece maridnského (Si-
lybum marianum /L./ Gaertn.) extrakci vod=
nym etanolem za zvySené teploty nebo vod-
nym acetonem za normdlni aZ mirn& zvySené
teploty, zahuiténim extraktu a prevedenim
létek do 60 % obj. vodného etanolu, odtud-
nénim roztoku nepoldrnim organickym roz-
poudtédlem, jako petroléterem nebo benzi-
nem a naslednou extrakei silymarinu chlo-
roformem. Ze zshuiténého chloroformového
extraktu se silymarinovy komplex vyloudi
ziredénim vodou.
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Vyndlez se tyké zpisobu izolace silymarinu, komplexu flavonoidnich ldtek, tzv. flavo~
lignani, odvozenych od flavanonolu taxifolinu a obsaZenych v plodech (naZkéeh) ostropestie-
ce maridnského (Silybum marienum /L./ Gaertn.). Tento komplex se pouZiva jako 1é&ivo riz-
nych onemocn&ni Jater. Vyzna¥uje se stimulujicim udinkem na metabolismus Jjaternich bunék
a ochrannym pisobenim na jejich membrdny (G. Vogel se sp., Arzneimittel-Forsch. 25, 82,
1975). Nositelem Wéinku jsou zejména izomerni sloudeniny silybin, silydianin a silychris-
tin, které tvori podstatnou slofku zmin&ného komplexu.

Ziskévéni silymarinu z plodd ostropestfece je mimorddné ztiZeno tiemi &initeli: prvnim
z nich je vysoky obsah oleje v droze, a% 30 % hmotn., druhym je pevnd vazba silymarinu
v bunce a z toho vyplyvajici pomalé difize do extrakdniho &inidla; silymarin je obsaZen vy~
hradn& v povrchovych &dstech nafek, zatimco velkery olej je spolu se Skrobovymi zrny obsa-
Zen v endospermu. Tretim &initelem je nepatrny vybdér purifikadnich metod. Rozpustnost sily-
marinu je omezena na nékolik poldrnich rozpoudtédel, amorfni charakter komplexu umoinuje
pouze srdieci purifikaéni postupy; acidobazickych zdsahti nelze pouZit pro citlivost flavo-
lignand.

Pri teoretickych pracich, zabyvajicich se chemickou povahou silymarinu a pozd&ji 1 je~
ho sloZek, nebylo nutno brét zretel na pracnost a zdlouhavost izolainiho postupu. Zpravidla
byl jemnd mletly rostlinny materidl nejprve pedlivd odtudnovén nepoiérnim organickym roz-
poudt&dlem a poté dlouhodobd extrahovén octanem etylnatym nebo acetonem (B. Janiak, R.
Hinsel, Planta Medica 8, 71, 1960; H. Wegner se sp., Naturwissenschaften 52, 305, 1965).

" Pro primyslové udely bylo v3ak nutno eliminovat nebo alespon technologicky upravit piredb&z-
né odtudnovani drogy a urychlit extrakeci silymarinu. Podle t&chto kritérii lze rozdélit
dosavadni postupy, v&t$inou patentovd chrénéné. V nékterych je odtudfiovini drogy vynechano
a mlety materidl se extrahuje acetonem (francouzsky pat. spis &, 2 181 188), smési octan
etylnaty-metanol-voda (belgicky bat. spis &. 766 228), kombinaci polyetylénglykolu 200
s etanolem nebo acetonem (NSR pat. spis &. 2 017 789) nebo ndslednd ndkolika rozpoudtédly
eluotropni Fady (jeponsky pat. spis &. 8 091 211). Hlavnf &ast vyextrahovaného cleje se
zpravidla odd&li po ziedéni zahudt&ného vyluhu vodou. Déle bylo popsdno odtudnovéni Jjemng
mleté drogy dichlormetanem, ndslednd extrakce acetonem a rafinace silymarinovéno souhrnu na
préd8kovém polyamidu (NDR pat. spis &. 112 261).

Podle dalsfho zplsobu se zbavuji celé plody vEtdiny oleje lisovdnim, &im% se zdroven
narudi bunky a usnadni néslednd extrakce. Rozdrceny materidl se pak extrahuje octanem etyl-
natym. Odpatfenim ziskany koncentrdt se zbavuje zbytkd oleje a té% obohacuje protiproudnym
rozdélovénim v soustavé petroléter-metanol-voda na ¥ad& pritokovych separdatord (NSR pat.
spisy &. 1 767 666 a 1 923 082; &s. pat. spis &. 162 722). Ve findlni substanci silymarinu
Je po tomto izoladnim postupu deklarovén obsah 70 a? 80 % hmot. flavonoidd silymarinového
typu.

Rozborem a presnou reprodukeci dosud zndmych zpisobd pfipravy silymarinu bylo zjidt&no,
Ze z neodtudndné drogy lze silymarin uspokojivé extrahovat bud ketonickym rozpoustddlem
(acetonem) nebo smési organickych rozpoudtddel s Sirokym rozsahem dielektrickych konstant,
¢im? je umoZnén piistup extrakiniho média do &dstic drogy i za pritomnosti tukd. V Zddném
pfipadé nebyl prokdzdn pfiznivy vliv tukd na extrakei silymarinu, zminény ve francouzském
pat. spise &. 2 181 188,

Nevyhodami znémych zp@isobl jsou bud pomdrn& vysokd cena nebo 3patnd dostupnost roz-
poudtédla (polyetylénglykol), ddle pak obtiZnd regenerace extrakéniho média v pPipadd kom-
binact rozpoustédel. V daldim pripadé je predb&iné odlisovéni v&t3iny oleje vyhodné, ndsled-
né extrakce octanem etylnatym je v3ak znadnd neselektivni a kromé toho se octan etylnaty
pFi extrakei a zahud¥ovént vyluhu rozklddsd. SloZity vysledny systém octan etylnaty-kyselina
octovéd-etanol pak extrahuje z drogy i ¥adu obtiZnych balastnich létek. Rovnés spotfeba roz-
poudtédel a ndkladnost za*{zeni na protiproudé obohacovéni silymarinového koncentrdétu nejsou
umérné vysledku rafinace.
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Problematiku extrakce drogy a obohacovéni silymarinového souhrnu ¥dstednd Ped{ postup
(polské pat. spisy &. 89 368 a 97 285), ktery vyuZivd moZnosti odlisovat &dst oleje ze zvlh-
&enych a nabobtnalych nafek nebo zpracovat oddélend oloupané povrchové dsti plodd a endo-
sperm. Timto postupem se silymarin extrahuje z Cdstein& odtiuiné&ného materidlu nebo z povr-
chovych &4sti plodd 90% vodnym metanolem, zahultény extrakt se odtuéni benzinem, srdZi
vodou a vysuleny meziprodukt se obohacuje extrakei dichlormetanem nebo acetonem. Nevyhodou
tohoto postupu je ‘pomdrné sloZitd uprava drogy pfed vlastni extrekci silymarinu, napfiklad .
madkéni nabobtnalych naZek, lisovéni za tepla, mleti, sitovéni a konedn& technologicky ne-
jisté obohacovéni silymarinového koncentrdtu extrakei pevné substance organickym rozpoudté-
dlem.

Uvedené nevyhody dosavadnich metod se podarilo odstranit vypracovéhim zplisobu izolace
silymarinu z plodd ostropestfece maridnského (Silybum marianum /L./ Gaertn.) podle vyndlezu,
jeho? podstata spodivé v tom, Ze se celé drcené plody nebo jejich odd&lené povfchové ddsti
extrahuji bud vodnym etanclem v koncentraci 80 a3 90 % obj. pFi teplotd od 50 °C aZ k teplo-
t& varu extrakdniho %inidla nebo vodnym acetonem v koncentraci 90 a% 98 % obj. p¥i teploté
15 a% 35 °C, extrakt se po zpracovéni na olejovity odparek prevede na roztok silymarinového
komplexu v 50 a¥ 60% vodném etanolu, roztok se zbavi oleje extrakei nepolérnim organickym
rozpoudtddlem, s vyhodou petroléterem, nafe? se vodn&-etanolickd fdze extrahuje organickym
rozpoudtddlem ze skupiny chlorovanych uhlovodfkd, s vyhodou chloroformem, extrakt se zahusti
na 10 a% 20 % svého pivodniho objemu a z tohoto koncentrétu se zieddnim vodou vyloudf sily-
marinovy komplex.

Extrakce vychozi drogy se u&eln& provéddi vodnym etanolem o koncentraci 80 a% 90 % obj.
v poméru 1:8 a% 1:12, s vyhodou 1:10 (hmotnost/objem) nebo vodnym acetonem o koncentraci
90 a% 98 % obj. v poméru 1:4 a3 1:10, s vyhoedou 1:5 a% 1:7 (hmotnost/objem). PFi vypracové-
véni zpdsobu podle vyndlezu se vychdzelo z novych poznatki a zkuSenosti ze v3ech vyrobnich
stgpﬂﬁ. V po&dte&ni fdzi je dileZité, aby se droga pirilid nedrtila; silymerin je totiZ ob-
saZen vyhradn& v povrchovych &dstech plodi. Tim se zabréni uvolnéni 8krobu z vnit¥nich Zés-
ti plodd, pondvadZ jinak uvolnény 3krob znain& zpomaluje pritok rozpoust&dla drogou. Pro
dal3i postup a vysledek je pak v podstat® lhostejné, zda se pouZivd &dsteén& odtudnéné nebo
neodtu&néné drogy, rozmaikanych plodd nebo odd&lenych obald. DileZité je rozrudit vhodnym
zpﬁsobem bunky obsahujici silymarin.

7 ekonomickych ddvodd je Zddouci, aby bylo moZno drogu extrahovat levnym a dostupnym
rozpoustédlem, které lze snadno regenerovat. Extrakt musi byt ddle zpracovatelny jednodu-
chym, reprodukovatelnym a technologicky &istym zplsobem. Jak bylo experimentdln& ové&reno,
je nejvyhodn&j3i extrakce 80 aZ 90% vodnym etanolem za zvySené teploty nebo obdobn& uinnd
extrakce 90 az 98% vodnym acetonem bez zahiivéani,

Pri pred¢i&fovéni extraktu je ddleZité udriovat silymarinovy komplex a% do stédia fi-
ndalni substance v takovych podminkéch, aby nedodlo k vylouleni vazké pryskyriéné hmoty,
s ni% je vidy obti?nd manipulace v provoznim méFitku. Vlastni obohacovéni je pak nejlépe
provéd&t na principu rozdé&lovacich rovnovéh v systému kapalina-kapalina. Oba tytovpoiadavky
jsou v postupu dle vyndlezu spindny. Jako velmi vyhodny systém rozpoult&del pro obohaceni
silymarinového komplexu se ukdzala smés jednosytného vodného alkoholu s chlorovanym uhlovodi-
kem, s vyhodou sm&s etanol-voda-chloroform. Obohaceny silymarinovy komplex pfitom piechdzi
do t&%ké (chloroformové) fdze soustavy, polérni balastni ldtky e zejména pigmenty zistévaji
v lehké fézi.

PPi pripravé findlni substance lze t&Zkou fdzi zahustit aZ na viskézni homogenni roz-~
tok, ktery poskytne zndmym zpisobem rozmichénim s nadbytkem studené vody hrubou, doble
filtrovatelnou suspenzi. Vysuienim, nejlépe ve vakuu pri teplotd do 30 ©°C, se ziskd silyma-
rinovy komplex vhodnych fyzikdlnich vlastnosti, prosty zbytkd organickych rozpoultédel,

s obsahem nejmén& 70 % hmot. flavolignand stanoveno fotometrickou metodou dle Wegnera
se sp. (Arzneimittel~Forsch. 18, 696, 1968). Tento koncovy stupen je velmi dileZity. Zkude-
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nost ukdzala, Ze silymarin srd¥eny v prostifedf organickych rozpou$t&del nebo promyvany t&-

mito rozpoudtédly poutd velmi silnd jejich zbytky i pPfi intenzivnim suSeni ve vakuu. Tim Je

odstranéna nevyhoda postubu podle cit. polskgch pat. spist, pii n¥m¥ je souhrn obohacovan
ve form& pevné substance aketonem nebo dichlormetanem.

Volba média pro extrekei drogy je pii zpdsobu podle vyndlezu do ur¥ité miry déna rafi-
nadnim postupem, ktery bude v dals3im bli%e popsén. Rozd&lovaci koeficient silymarinu (fla~
volignani) i rafinadni efekt je toti% vyraznd priznivy prévé v soustavd etanol~-voda~chloro-
form. Z Fady koncentradnifch i teplotnfch zdvislost{ vyplynuly optimdlni podminky pro extrak-
ci, a to vodny etanocl v koncentraci 80 a¥ 90 % obj. a teplota od 50 °C a% k teplotd varu
extrakiniho &inidla, vyhodn® 55 aZ 60 °C. K extrakei stadf obvykle 10 objemovych dild ex~-

.trakéniho ¢inidla na 1 hmotnostni d{l vychozi drogy, prifemZ extirahovat se mi%e kontinudlné
(protiproudn&) nebo vsadkov&. V tomto pripad® je nejlépe extrahovet dvakrdt po 5 objemovyech
dilech rozpoustédla, za michdni, vZdy po dobu 5 hodin. Neni-1i proveditelnd extrakce drogy
za tepla, lze nahradit vodny etanol 90 a% 98% vodnym acetonem. K extrakei stadi obvykle 5
aZ 7 objemovych 4110 extrekdniho &inidla na 1 hmotnosinf d{l vychozi drogy. Po oddestilové-
ni acetonu se ziskany koncentrdt obohacuje dédle JiZ shodnym postupem v soustav& etanol-voda-
~chloroform.

Vodn&-etanolicky extrakt neodtudndné hrub® drcend drogy pfedstavuje po zahudténi v po=
méru 1:10 hnddy viskdzni roztok, obsahujici asi 60 % obj. etanolu a ¥dstednd vyloudeny olej.
Ke kventitativnimu odstran&ni oleje postaduje vytrepat koncentrét nékolikrat (napriklad tri-
krét) petroléterem, v mnoZstvi napiiklad 0,2 obj. d{lu, vztaZeno na objem koncentrdtu. Je
vhodné stanovit pfedtim koncentraci etanolu a upravit ji na hodnotu 60 % obj., kterd je
optimélni pro ndsledné vyt¥epdvéni silymarinu. Odtuénény'koncentrét stadéi vytfepat jednou
0,2 obj. dilu a dvakrét po 0,1 obj. dilu chloroformu, pFisem? vysledny objem spojenych vy-
tfepd je vice ne# dvojnédsobkem objemu pouZitého chloroformu. Chloroform lze nahradit i Jjinym
chlorovenym uhlovodikem, nap¥iklad levnym a snadno dostupnym 1,2-dichloretanem, jeho spotie-

ba je viak 2,5krdt v&tsf.

Vodné~acetonovy extrakt poskytne po oddestilovéni acetonu koncentrat, ktery se piimo
v destiladni nddob& rozpusti v takovém objemu 60% vodného etanolu, ktery odpovidd hmotnosti
vychozi drogy. Ziskeny roztok se pak vytfepdvd chloroformem popsanym zplsobem.

Podrobnosti zpisobu podle vyndlezu jsou patrné z ndsledujicich prfkladd provedeni,
které tento zplsob pouze ilustrujf, ale nijak neomezuji.

Priklad 1

100 kg hrub& drcengch plodd ostropestfece maridnského, o velikosti ¢dstic 0,5 aZ 2,0
milimetrd, se extrahuje 500 litry 80% vodného etanolu za michéni pFi teplot& 55 az 60 °C
po dobu 5 hodin. Extrakt se o0dd¥l{ a droga se vyluhuje stejnym zpisobem jedtd jednou stej-
nym objemem vodného etanolu. Je-li k dispozici zarizeni na protiproudnou extrakei za tepla,
lze drogu pri uvedené teplotd extrahovat takovou rychlosti, aby doba styku rozpouitédla
8 drogou byla 10 aZ 12 hodin. Extrakt se zshusti za sniZeného tlaku na objem 90 aZ 100 litrd
(tj. v poméru asi 1:10). Destildt se po Upravé koncentrace etanolu na 80 % obj. pouZije
k dal31 extrakei. V koncentrdtu se stanovi vhodnou metodou, napfiklad destiladni zkoudkou
nebo plynovou chromatografif, obsah etanolu a upravi se na 60 % obj. Tmavohn&dy roztok,
obsahujicl Zdstend vyloudeny olej, se extrahuje t¥ikrdt po 20 litrech petroléteru. Ze spo-
Jenych extraktd se regeneruje petroléter. Vodné-etanolickd féze zbévené oleje se extrahuje
tfemi pod{ly chloroformu o objemech 20, 10 a 10 litrd, pridem? v&t3ina hnédych balastnich
ldtek zlstane ve vrchni fézi soustavy. Spojené spodni féze; ebarvené svétle hné&dodervend, ..
maji objem kolem 100 litri. Zahustf se za sniZeného tlaku na 10 litrd, t3. na 1/10 navéZky
drogy (objem/hmotnost) a koncentrst se za mfchéni vypusti bdhem 15 a% 30 minut do 60 litrd
vody o teplotd do 25 °C. Vzniklé suspenze se odsaje pres tkaninu, pfomyje vodou a susi .



5 _ 216997

ve vakuu p¥i vn&js8i teploté& zprvu do 40 oC, po odpafeni hlavniho podilu vody postupné az
do 60 °C. Posledni fézi suSeni lze realizovat té% v teplovzdudné sudrné.

Ziskeny silymarinovy komplex je béZovy prések, obsahujici nejméné 70 % hmot. flavolig-
nani, stanoveno metodou dle Wagnera se sp. (Arzneimittel-Forsch., jiz citovéno). VytézZek
je 3 650 g.

Pr{iklad 2 '

100 kg oloupanych povrchovych &ésti plodd ostropestfece maridnského se extrahuje dva-
krét po 500 litrech 80% vodného etanolu jako v pfikladu 1. Zxtrakt se v tomto pripadé za-
hustf na 200 a% 300 litrd, nebot obsahuje vice silymarinu, ktery by se mohl pPedfasné vy~
loudit' jeko pryskyfiée. K odstrandni zbytkd oleje stadi dvojnasobnd extrakce po 20 litrech
petroléteru. Vodngd-etanolické féze o koncentracl 60 % obj. etanolu se extrahuje tfemi podi-
1y chloroformu o objemech 40, 20 a 20 litrG. Spodni fdze se zanhusti na 20 litrd a koncentrat

se srd#i 120 litry vody. Daldi zpracovani je jako v prikladu 1.

Ziskany silymarinovy komplex je stejné kvality jako v prikladu 1. VytéZek Je 7 000 g.

Priklad 3

100' kg hrub$ drcenych plodd ostropestifece meridnského o velikosti &dstic 0,5 aZ 2,0 mm
se extrahuje dvakrdét po 350 a% 500 litrech 95% vodného acetonu za michani pri teploté 25 oc,
v¥dy po dobu 5 hodin. Spojené vfluhy se zahusti za sniZeného tlaku na olejovity odparek,
ktery se rozmichd s 90 litry 60% vodného etanolu. Tento roztok se vytfepava petroléterem a
chloroformem a déle zpracovdvé jako v prikladu 1. VytéZek je 4 080 g.

PREDMET VYINALEZU

1. Zpisob izolace silymarinového komplexu z plodd ostropestiece maridnského (Silybum
marianum /L./ Gaertin.) vyznadujici se tim, Ze se bud celé drcené plody nebo jejich odd&lené
povrchové &dsti extrahujf vodnym etanolem o koncentraci 80 af 90 % obj. pfi teplotd od 50 o¢
a% k teplotd varu extrakiniho &inidla nebo vodnym acetonem o koncentraci 90 aZ 98 % obj.
pri teplotd 15 a%-35 °C, extrakt se po zpracovdni na olejovity odparek prevédi na roztok
silymerinového komplexu v 50 aZ 60% vodném etanolu, roztok se zbavi oleje extrakei nepoldr-
nim organickym rozpoust&dlem, s vyhodou petroléterem, nalei se vodné~etanolickd féze extra=
huje orgenickym rozpoudtddlem ze skupiny chlorovanych uhlovodiki, s vyhodou chloroformem,
extrakt se zahusti na 10 a% 20 % svého pivodniho objemu a z tohoto koncentrdtu se zied&nim
vodou vyloudi silymarinovy komplex.

2. Zpdsob podle bodu 1 vyznadujici se tim, Ze se extrakce vychozi drogy provadi vodnym
etanolem o koncentraci 80 a% 90 % obj. v poméru 1:8 aZ 1:12, s vyhodou 1:10 (hmotnost/objem)
nebo vodnym acetonem o koncentraci 90 a% 98 % obj. v pom&ru 1:4 aZ 1:10, s vyhodou 1:5 aZ
1:7 (hmotnost/objem).
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