Stanoveni ucinnych latek silymarinu metodou kapalinové chromatografie
(LC)

Uvod:

Silymarin je extrakt ziskany ze semen ostropestice marianského (Silybum marianum L.). Ze
70-80 % je tvofen smési flavonolignand - silybinu A a B, isosilybinu A a B, silydianinu,
silychristinu; a dalSich latek jako je dehydrosilybin a taxifolin. Ostropestiec mariansky je
Siroce vyuzivan jako 1é¢iva rostlina, zejména pti onemocnéni jater, pro vyznamnou schopnost
prispivat k regeneraci jaterni tkané.

Piistroje a pomiicky:
Kapalinovy chromatorgaf DIONEX UltiMate 3000 (Thermo Scientific), PC, laboratorni
Srotovnik, automatické pipety, bézné laboratorni sklo, odmérné nadobi a laboratorni vybaveni.

Piiprava roztokiu:

Pro extrakci vzorkl ptipravime 1 litr smési acetonu (LC grade) a metanolu (LC grade) (26:20,
v/v). Jako mobilni faze pfipravime smési metanolu (LC grade), acetonitrilu (LC grade) a
redestilované vody s ptidavkem kyseliny fosfore¢né 85 % (p.a.). Mobilni faze A: 22 %
CH3OH (metanol) + 15 % CH3CN (acetonitril) + 63 % H,O + 0,5 % H3PO,4 do 1 litrové
zasobni lahve; mobilni faze B: 40 % CH30OH + 20 % CH3CN + 40 % H,O + 0,5 % H3PO4
(1 litr). Mobilni faze ptefiltrujeme pies nylonovy filtr 0,45 um a odplynime pomoci
ultrazvuku.

Pro kalibraci kvantitativniho stanoveni silymarinu pfipravime zdsobni roztoky taxifolinu
(TX), silychristinu (SCH), silydianinu (SD), silybinu A a B (SB A,B) a silybininu A a B (ISB
A,B) v metanolu. Z téchto zasobnich roztoki pfipravime smésny standard, jehoz nafedénim
dale ziskame smésné standardni roztoky o koncentracich cca 0,5 — 200 pg.ml™.

Priprava extraktu:

Semena ostropestice marianského rozemeleme na laboratornim Srotovniku. Do odmérné
baiikky o objemu 25 ml navaZzime 1 g pomlet¢ho semene. K navazce ptiddme 1 ml
redestilované vody a nechdme 1 hodinu stat. Déle pfidame 23 ml smési acetonu a metanolu
(26:20, v/v). Takto pfipravenu smes nechame michat 1 hodinu pomoci ultrazvuku, poté
nasleduje 12 hodinovéd macerace. Acetonmetanolovou frakci prefiltrujeme pies nylonovy filtr
(0,45 um) a extrakt 6x nafedime (100 pl vzorku + 500 ul metanolu) do 1,5 ml vialky s plnym
vickem.

Analyza vzorku a standardii:

Extrakty vzorkll se analyzuji pomoci metody vysoko-t¢inné kapalinové chromatografie.
Separace uc¢innych latek bude provedena na koloné Nucleosil C 18 o rozmérech 4,6 X 250 mm
(zrnéni 5 um). Kolona bude spojena s predkolonou naplné€nou sorbentem stejnych vlastnosti
jako v koloné. Chromatografie bude probihat pii 25 °C. Jako mobilni faze pouzijeme smési
metanolu, acetonitrilu a vody s pfidavkem kyseliny fosfore¢né. Gradient je nasledujici: 0 min.
— 100 % mobilni faze A; 30 min. 100 % mobilni faze B; 35 min. — 100 % A. Celkovy ¢as
analyzy je 40 minut. Rychlost pritoku mobilni faze kolonou je 0,9 ml/min. Objem davkovaci
smycky je 20 ul. Detekce je provedena pii vinové délce 288 nm. Kvantitativni hodnoceni
provedeme pomoci externi kalibrace s pouZzitim standardnich roztoki.

Nameétena data vyhodnotime pomoci chromatografického datasystému Chromeleon 7.2.



