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Summary

Optimization of the HPLC method for analysis of Milk-Thistle fruit (Silybum marianum (L.)
Gaertn).

An interlaboratory irreproducibility of the results of Milk-Thistle fruit assay has been
discovered at realization of analytical procedure by the European Pharmacopoeia. It was found,
that this irreproducibility is caused by insufficient plenitude of the analytes extraction from
vegetal material.

A new procedure of probe preparation, that consists of two sequential extractions by ethylic
alcohol 40% for 60 min at 70°C, has been developed. The offered procedure ensures recovery
about 98 % and essentially decreases the volume of work.

Use of acetonitrile in the mobile phase composition and optimization of the gradient shape
or switch-over to isocratic elution are offered for decrease of the analysis time.

Key words: Silybum marianum, flavonolignans, HPLC-UV, pharmaceutical analysis.

Rezumat

La efectuarea analizei cantitative a fructelor de armurariu prin metoda Farmacopeei
Europene s-a depistat o ireprodictibilitate interlaborator al rezultatelor. S-a stabilit ca aceasta
ireproductibilitate este conditionatd de insuficienta plenitudinii de extractie a analitilor din
produsul vegetal.

S-a elaborat un nou procedeu de preparare a probelor, care constd din doud extractii
consecutive cu alcool etilic 40% timp de 60 min la temperatura 70°C. Procedeul propus asigura
regdsirea circa 98% si micsorarea esentiald a volumului de lucru.

Pentru reducerea timpului analizei cromatografice s-a propus utilizarea acetonitrilului in
componenta fazei mobile si optimizarea formei gradientului sau trecerea la eluare izocratica.

Cuvinte cheie: Silybum marianum, flavonolignane, HPLC-UV, analiza farmaceutica.

Actualitatea

Armurariul sau Ciulin (Silybum marianum (L.) Gaertn, familia Asteraceae) este o planta
ierboasa anald sau bienala, care creste in regiunile mediteraneene si in Asia, iar la noi in tara ea
numai se cultivd. Semintele (fructele) de armurariu sunt folosite in scopuri medicinale - datorita
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continutului de flavonolignane, ce poseda proprietatfi hepatoprotectoare, hepatogeneratoare,
antioxidante s.a. Extractul este foarte frecvent recomandat pentru a combate efectul daunator al
alcoolului asupra ficatului. De asemenea, el stimuleaza activitatea vezicii biliare reducand riscul
de aparitie a calculelor biliari [1].

Materia prima vegetald si formele farmaceutice cu extract de armurariu sunt standardizate
dupa suma de flavonolignane in recalcul la silibinina [2-4].

La analiza unui esantion de fructe de armurariu dupd metoda descrisd in Farmacopeea
Europeand, intamplator am depistat o divergenta esentiald a rezultatelor cantitative, obtinute 1n 2
laboratoare. Totodatd, in literatura studiatd am gd&sit mentiunea despre regdsirea scazutd a
flavonolignanelor la extractia in aparatul Soxhlet, ca si prin alte metode traditionale [5]. Autorii
au izbutit o regasire Tnalta intr-un timp scurt prin aplicarea extractiei asistatd de microunde, dar
aceasta metoda cere modificarea aparatajului si nu poate fi recomandatd pentru analiza
farmacopeica.

Astfel, ireprodictibilitate interlaborator al rezultatelor, la fel si metoda de analizd laborioasa
de timp a devenit drept motiv pentru efectuarea prezentului studiu.

Obiectivele

Scopul prezentei lucrdrii constd In elaborarea unui procedeu analitic, care v-a asigura
obtinerea rezultatelor veridice si reproductibile la dozarea flavonolignanelor in fructele de
armurariu. O sarcind suplimentara poate fi §i optimizarea acestui procedeu in directia micsorarii
timpului efectudrii analizei.

Materiale si metode

In lucru s-au utilizat cromatograful de lichide Jasco LC-2000 cu detector UV-VIS cu sir de
diode (DAD), cromatograful de lichide Agilent 1200 cu DAD, coloane cromatografice cu
diferite faze inverse, aparate Soxhlet pentru extractie.

Componentii solutiei tampon au fost cu grad de puritate “chimic pur”, iar acetonitrilul si
metanolul — “pentru HPLC”.

Substantele de referintd au fost procurate de la “Sigma”.

Fructele de armurariu au fost cultivate si colectate de pe plantatiile Centrului de Cultivare a
Plantelor Medicinale, al Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie “Nicolae Testemitanu”.

Metoda de baza utilizatd a fost cea recomandatd de Farmacopeea Europeana, care a §i
devenit obiect de optimizare [1].

Rezultate si discutii

Studiul s-a inceput cu determinarea regasirii flavonolignanelor (substantelor farmacologic
active ale fructelor de armurariu) la efectuarea metodei farmacopeice, aplicand extractia repetata
conform urmatoarei tehnici de lucru:

5,00 g produs vegetal maruntit s-a plasat in aparatul Soxhlet. S-a adaugat 100 ml eter
petroleic si s-a Incalzit pe baie de apa timp de 8 ore. Produsul vegetal degresat s-a ldsat la
temperatura camerei pana la uscare, apoi s-a extras in acelasi aparat Soxhlet cu 100 ml metanol
timp de 5 ore. Extractul metanolic s-a evaporat sub vid pana la volumul de circa 30 ml, s-a filtrat
in balon cotat, spaland balonul de extractie si filtru cu metanol, si s-a completat volumul
extractului pand la cota de 50 ml cu acelasi solvent. Extractia produsului vegetal cu metanol s-a
repetat in aceleasi conditii, iar a 3" extractie s-a petrecut timp de 2 zile lucratoare (16 ore) pentru
epuizarea produsului vegetal. Fiecare fractie de extract a fost evaporata pana la volumul de circa
30 ml, apoi completat pana la cota 50 ml cu metanol. Extractele s-au centrifugat, iar alicotele
pentru dozare s-au diluat de 10 ori cu metanol. Analiza cromatograficd s-a efectuat conform
metodei Ph. Eur., evaludnd suma flavonolignanelor in recalcul la silibinina.

Rezultatele obtinute In doud laboratoare (tabelul 1) demonstreaza, ca plenitudinea primei
extractii, in ambele cazuri, este destul de scazuta si diferda semnificativ, in timp ce rezultatele
cumulative finale sunt apropiate, si pot fi considerate ca ele oglindesc valoarea adevarata.
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Fig. 1. Cinetica extractiei fructelor de armurariu.

Urmadtoarea etapa a fost studierea comparativd a cineticii de extractie a grupei
flavonolignane cu diferiti solventi, inclusiv si cel recomandat de metoda farmacopeica.
Tabelul 1
Rezultatele analizei unei mostre de fructe de armurariu, obtinute in 2 laboratoare la efectuarea
metodei farmacopeice

Rezultatele analizei fractiilor extractului din produs vegetal
Laboratorul “Controlul calitati Laboratorul “Analiza, Standardizarea si
Nr. medicamentelor”, Agentia Controlul medicamentelor”, Centrul
extractiei Medicamentelor Stiintific in domeniul Medicamentului
Continutul Continutul Continutul Continutul
gasit, % cumulativ, % gasit, % cumulativ, %
1 2,9 2,9 3,6 3,6
2 1,0 3,9 0,4 4,0
3 0,2 4,1 0,2 4,2

Investigarea s-a efectuat in modul urmator: Circa 0,5 g (masa exactd) produs vegetal
maruntit s-a plasat intr-un balon cu capacitatea 100 ml, cu dop, s-a adaugat 50 ml solvent
investigat si s-a incdlzit pe baie de apa la temperatura 60°C sau 70°C, amestecand periodic.
Probele, a cate 0.5 ml extract, s-au prelevat peste 10, 20, 40 si 80 min, s-au centrifugat timp de 5
min la 3000 g si s-au analizat prin metoda HPLC. Cantitatea flavonolignanelor, trecuta in extract,
s-a exprimat in % fata de cea echilibrata, calculata prin aproximarea datelor cu model Weibull.
Din fig. 1 se vede, cd metanolul, recomandat de metoda farmacopeica, s-a dovedit a fi cel mai
ineficient solvent pentru extractia flavonolignanelor.

Prin extractia repetatd a 0,5 g produs vegetal cu portiuni a cate 50 ml solvent investigat am
determinat numarul necesar de extractii, reiesind din consideratia, ca regésirea analitilor - circa
97-98% este suficientd pentru standardizarea fructelor de armurariu. Datele din tabelul 2 permit
de a selecta variantele optime de preparare a probelor: 2 extractii a cate 60 min la temperatura
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70°C cu etanol 40% (regasirea 97,9%), sau 2 extractii a cate 45 min la temperatura 70°C cu
acetonitril 50% (regisirea 98,3%). In final am selectat prima varianta, fiind mai ieftind si mai
inofensiva din punct de vedere a toxicitatii solventului. Lipidele neutre sunt practic insolubile in
etanol 40%, de aceea degresarea preliminara a probelor analizate, in cazul dat, duce doar la
majorarea timpului analizei §i poate fi considerata inutila.

Tabelul 2
Regasirea substantelor analitice la extractia repetata
Solventul si conditiile de Randamentul cumulativ (in %) dupa numarul de extractii
extractie 1 2 3
40% etanol, 30 min, 60°C 62.2 85.5 94.6
40% etanol, 45 min, 70°C 81.5 96.6 99.4
40% etanol, 60 min, 70°C 85.7 97.9 99.8
30% acetonitril, 45 min, 70°C 80.2 97.8 99.7
50% acetonitril, 45 min, 70°C 85.5 98.3 99.8

Prin urmare, se propune urmatoarea tehnica de preparare a probelor de analizd pentru
dozarea fructelor de armurariu:

Circa 0,5 g (masa exactd) materiec primd maruntitd, care trece prin sita cu diametru
orificiilor 0,5 mm, se introduce intr-un balon cu capacitatea 100 ml, cu dop, se adauga 50 ml
solutie alcool etilic 40% si se incdlzeste pe baie de apa la temperatura 70 + 2°C timp de 60 min,
amestecand periodic. Continutul balonului se filtreaza prin tampon de vata Intr-un balon cotat cu
capacitatea 100 ml. Tamponul cu materia prima se reintoarce in primul balon si extractia se
repetd incd o data 1n aceleasi conditii cu 50 ml alcool etilic 40%. Extractul sumar se raceste pana
la temperatura 20°C si volumul se completeaza pana la cota 100 ml cu acelasi extragent. Alicota
se centrifugheaza 5 min la 3000-4000 g. Cate 10 pl proba si solutiei standard se injecteaza in
sistemul cromatografic.
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Fig. 2. Cromatograma extractului din fructe de armurariu obtinuta in conditiile prescrise de Ph.
Eur.: 1 —silicristing; 2 — silidianina; 3, 4 — silibinina A si B; 5, 6 — isosilibinina A si B.
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Fig. 3. Cromatogramele extractului din fructe de armurariu obtinute in conditiile optimizate
la eluare 1n gradient (a) si izocratica (b).
1 — silicristind + silidianina; 2 — silibinina A + B; 3 — isosilibinina A + B.

Astfel, ca rezultat al optimizarii procedurii de extractie, timpul total de preparare a unei
mostre de fructe de armurariu s-a micsorat de la 15-17 ore pana la 3-3,5 ore.

Pe fig. 2 este prezentata cromatograma unei probe de analizat, obtinutd in conditiile
cromatografice recomandate de Ph. Eur. (coloana cu faza C-18 si dimensiunile 4x125 mm,
gradient linear 35-50% metanol in solutie acid fosforic 0,5% timp de 28 min, apoi elutie
izocratica timp de 7 min, viteza de eluare 0,8 ml/min, detectia la lungimea de unda 288 nm).

Reducerea suplimentara al timpului necesar pentru o analizd poate fi obtinutd prin
optimizarea conditiilor cromatografice. Acest lucru poate fi usor realizat In caz de refuz de la
conditia de separare a picurilor silibininei A si B (cerinta testului utilitatii sistemului
cromatografic, care nu influenteaza asupra rezultatului final in cazul dat, deoarece se ia in calcul
suma ariilor picurilor). Directiile posibile pentru realizarea acestei sarcini sunt:

— Inlocuirea metanolului in componenta fazei mobile cu acetonitril, ce permite de a majora
esential viteza eludrii si reechilibrarii coloanei cu faza initiala;

— Optimizarea formei gradientului prin majorarea pantei si excluderea sectorului de eluare
izocratica.

In rezultat am ajuns la urmitoarele conditii cromatografice: Coloana cu faza Zorbax
Eclipse XDB C-8 si dimensiunile 4,6x150 mm, gradient linear 20-40% acetonitril in solutie acid
fosforic 0,5% timp de 10 min cu viteza de eluare 1,5 ml/min. Timpul total a analizei unei probe
s-a redus de la 51 min (prin metoda farmacopeicd) pana la 15 min; cromatograma
corespunzatoare este prezentata pe fig. 3a.

Utilizarea fazei stationare cu catend scurtd — coloana Kromasil 100 C-4, 5 um, 4,6x100 mm
si trecerea la elutie izocratica (30% acetonitril in solutie acid fosforic 0,5% la viteza de eluare 1,5
ml/min) a permis de a micsora timpul unei analize pand la 6 min (fig. 3b).
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Concluzii

S-a depistat ireprodictibilitatea interlaborator a rezultatelor analizei cantitative a fructelor de
armurariu la aplicarea metodei Farmacopeei Europene, care este conditionata de plenitudinea
insuficienta a extractiei flavonolignanelor din produs vegetal.

A fost elaborat un procedeu simplu de preparare a probelor, care asigurd o regasire 1naltd a
substantelor analitice si micsorarea esentiald a timpului de efectuare.

Deasemenea, s-a propus o directie de micsorare a timpului de analiza HPLC prin
optimizarea conditiilor cromatografice.
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