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Silymarin, p¯eËiötÏn˝ extrakt ze semen ostropest¯ce ma-
ri·nskÈho ñ Silybum marianum (L.) Gaertn., pat¯Ì v druhÈ
polovinÏ dvac·tÈho stoletÌ k intenzivnÏ sledovan˝m l·tk·m
z hlediska farmakologickÈho ˙Ëinku1. Je moûno nalÈzt nÏko-
lik set odborn˝ch Ël·nk˘, zab˝vajÌcÌch se studiem silymarinu
nebo jeho jednotliv˝ch komponent1-4.

Silymarin a jeho hlavnÌ obsahov˝ flavonolignan silybin (I)
vykazuje öirokou paletu ochrann˝ch ˙Ëink˘ proti poökozenÌ
organismu toxiny1. Chr·nÌ proti celÈ ¯adÏ jaternÌch jed˘, nap¯.
tetrachlormethanu, D-galaktosaminu, thaliu,  acetaminophe-
nu1. V organismu p˘sobÌ flavonolignany ze silymarinu jako
antioxidanty, vychyt·vajÌ volnÈ radik·ly, stabilizujÌ bunÏËnÈ
membr·ny, ovlivÚujÌ hladiny sÈrov˝ch lipid˘, majÌ antiproli-
ferativnÌ ˙Ëinky na celou ¯adu n·dor˘5,6. V˝znamn˝m ˙Ëin-
kem silymarinu je jeho schopnost p¯ispÌvat k regeneraci jater-
nÌ tk·nÏ. P¯i akutnÌch otrav·ch toxiny muchom˘rky zelenÈ
(Amanita phalloides) se pouûÌv· silybin ve formÏ bishemisuk-
cin·tu jako ˙ËinnÈ antidotum1.

V souËasnÈ dobÏ se p¯Ìpravky na b·zi silymarinu pouûÌvajÌ
nejen jako lÈËiva, ale st·le vÌce takÈ jako potravinovÈ doplÚky
zdravÈ v˝ûivy, hlavnÏ v z·padnÌ EvropÏ a USA4, jejich obliba
st·le stoup· v souladu se snahou o zdrav˝ ûivotnÌ styl. ZatÌmco
lÈky jsou pod p¯Ìsnou kontrolou z hlediska jejich schvalov·nÌ,
distribuce i monitorov·nÌ v organismu, pro potravinovÈ doplÚ-
ky nenÌ k dispozici dostatek vhodn˝ch metod ke sledov·nÌ
tÏchto l·tek v biologick˝ch materi·lech. Vzhledem k interin-
dividu·lnÌm rozdÌl˘m v citlivosti populace k medikament˘m
obecnÏ je ¯eöenÌ tohoto problÈmu velmi d˘leûitÈ.

PrvnÌ metody stanovenÌ silybinu (SB) v krevnÌm sÈru a moËi

vyuûÌvaly tenkovrstevnÈ chromatografie s fluorimetrickou de-
tekcÌ po extrakci do etheru7. NejvÏtöÌho uplatnÏnÌ nalezly
metody vysoko˙ËinnÈ kapalinovÈ chromatografie8-11. Vöech-
ny pouûitÈ metody stanovujÌ pouze SB, ani jedna nesleduje
p¯Ìmo jeho metabolity, konjug·ty s kyselinou glukuronovou
a sÌrovou. Ty jsou p¯ed chromatografickou anal˝zou enzymo-
vÏ ötÏpeny β-glukuronidasou a sulfatasou, stanoven je celkov˝
obsah, zahrnujÌcÌ nekonjugovan˝ i p˘vodnÏ konjugovan˝ SB.

Silybin existuje ve formÏ dvou diastereomer˘, ale pou-
ze nÏkterÈ postupy umoûÚujÌ jejich stanovenÌ vedle sebe8,9.
Vöechny popisovanÈ postupy vyuûÌvajÌ vÌce Ëi mÈnÏ sloûitÈ
p¯eËiötÏnÌ p¯ed vlastnÌ HPLC anal˝zou. Martinelli et al.10

stanovoval SB v lidskÈ plazmÏ a moËi po extrakci terc-butyl-
methyletherem bÏhem desetiminutovÈ anal˝zy, ale bez rozdÏ-
lenÌ diastereomer˘. K rozdÏlenÌ diastereomer˘ nedoch·zÌ ani
v p¯ÌpadÏ studie Morazzoniho et al.11, srovn·vajÌcÌ farmakok-
ineticky silipid (1:1 komplex fosfatidylcholinu se SB) a sily-
marin za pouûitÌ sorbentu Extrelut 3. Diethylether pouûili
k extrakci Rickling et al.8 i Mascher et al.9 Ten zvolil k p¯eËiö-
tÏnÌ vzorku  postup,  zahrnujÌcÌ  po extrakci  diethyletherem
vymraûenÌ vodnÈ f·ze such˝m ledem s acetonem, smÌch·nÌ
organickÈ f·ze s roztokem Na2CO3, okyselenÌ vodnÈ f·ze
a n·st¯ik na HPLC kolonu. CÌlem naöÌ pr·ce bylo modifikovat
jiû d¯Ìve publikovanÈ metody tak, aby bylo moûno co moûn·
nejjednoduööÌ preseparacÌ zÌskat analyt vhodn˝ pro HPLC
stanovenÌ ze vzork˘ krevnÌ plazmy za zachov·nÌ separace
diastereomer˘. Prezentovan· metoda je modifikacÌ metod,
pouûit˝ch p¯i studiu flavonolignan˘ v rostlinnÈm materi·-
lu12,13a metody vyuûitÈ ke stanovenÌ glykosid˘ SB v biologic-
k˝ch materi·lech14. Metoda byla aplikov·na na vzorky plazmy
dvou zdrav˝ch dobrovolnÌk˘.

Experiment·lnÌ podmÌnky

C h e m i k · l i e : Silymarin (Favea, »esk· republika) ñ
200 mg silymarinu v jednÈ tabletÏ, LegalonÆ 70 (Madaus AG,
NÏmecko) ñ 70 mg silymarinu v jednÈ tabletÏ, silybin (Galena
Opava, »esk· republika), kyselina octov· p.a., methanol p.a.
(MeOH ), redestilovan· voda, octan sodn˝ p.a., aceton p.a.,
smÏs β-glukuronidasa/arylsulfatasa (40/20 U.ml-1) z Helix
pomatia (Merck, NÏmecko).

B i o l o g i c k ˝ m a t e r i · l : Plazma byla zÌsk·na od dvou
dobrovolnÌk˘ A a B, kte¯Ì mÏsÌc p¯ed experimentem uûÌvali
t¯ikr·t dennÏ 1 tabletu Silymarinu (Favea) ñ dobrovolnÌk A
nebo 1 tabletu LegalonÆ70 (Madaus AG) ñ dobrovolnÌk B.
Dvacet Ëty¯i hodin p¯ed odbÏrem oba dobrovolnÌci nemÏli
nadmÏrnou fyzickou z·tÏû, nekou¯ili, vyvarovali se n·poj˘
a potravin, obsahujÌcÌch xanthin, jako je k·va, Ëaj a Ëokol·da.
HladovÏli  od  veËera p¯ed experimentem  a bÏhem experi-
mentu. Krev byla odebÌr·na do zkumavek s EDTA v Ëasov˝ch
intervalech 0,5, 1, a 2 hodiny od pod·nÌ tablety p¯Ìsluön˝ch
prepar·t˘. Ihned po odbÏru byla centrifugacÌ zÌsk·na plazma,
kter· byla p¯ed dalöÌm pouûitÌm zamraûena p¯i ñ20 ∞C. Plazma
pro zjiötÏnÌ n·vratnosti SB z biologickÈho materi·lu byla
zÌsk·na od dobrovolnÌk˘, kte¯Ì neuûÌvali û·dnÈ lÈky ani potra-
vinovÈ doplÚky, obsahujÌcÌ silymarin.

K a p a l i n o v · c h r o m a t o g r a f i e : Kapalinov˝ chroma-
tograf Shimadzu Class - LC 10 (Shimadzu, Japonsko) byl
v uspo¯·d·nÌ odplyÚovacÌ jednotka GT-104, pumpa LC 10AT,
termostat CTO-10AC, DAD detektor SPD-M10AVP, centr·l-
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nÌ jednotka CBM-10A, autoinjektor SIL-10ADvp s d·vkovacÌ
smyËkou 500 µl. Separace byla prov·dÏna na kolonÏ 250/4
Nucleosil 100-5 C18 AB, p¯edkolona 11/4 stejn˝ sorbent (Ma-
cherey Nagel, SRN). StanovenÌ bylo provedeno v gradientu
mobilnÌ f·ze (sloûka A: MeOH-H2O-CH3COOH 37:63:0,5;
sloûka B: MeOH, program gradientu je uveden v tabulce I).
HPLC anal˝zy byly prov·dÏny p¯i teplotÏ kolony 30 ∞C, pr˘-
toku 0,9 ml.min-1 a detekci p¯i 290 nm, nast¯ikovanÈ mnoûstvÌ
bylo 50 µl.

Tabulka I
Program gradientu mobilnÌ f·ze

»as, min 0 3,75 11,25 15 20 20,1 27
% B 0 10 35 100 100 0 STOP

P ¯ Ì p r a v a a n a l y t i c k È h o v z o r k u

1. Extrakce nekonjugovanÈho silybinu na pevnÈ f·zi

K 1 ml krevnÌ plazmy bylo p¯id·no 2 ml acet·tovÈho pufru
ñ AC (0,1 mol.l-1, pH 4). SmÏs byla nanesena na prekondi-
ciovan˝ sorbent (Spe-ed Octadecyl C18/18 %, 200 mg/3 ml
(Applied Separations, USA), kondiciov·n MeOH (2◊2 ml),
H2O (2 ml) a AC (1 ml)). Kolonka byla promyta AC (1 ml).
Analyt byl desorbov·n MeOH (2 ◊2 ml) a acetonem (1 ml) do
zkumavky, n·sledovala centrifugace p¯i 2 000 g/12 ∞C/1 min.
Po centrifugaci byl supernatant p¯efiltrov·n p¯es filtr 0,45 µm
(Sartorius, NÏmecko) a odpa¯en na vakuovÈ rotaËnÌ odparce
p¯i 45 ∞C do sucha. Odparek byl rozpuötÏn v 100 µl mobilnÌ
f·ze A a aplikov·n na HPLC kolonu.

2. StanovenÌ celkovÈho silybinu

K 1 ml krevnÌ plazmy bylo p¯id·no 1,5 ml AC a 60 µl
roztoku smÏsi β-glukuronidasa/arylsulfatasa, o aktivitÏ 0,56/
0,28 U.ml-1 (cit.15). Zkumavky byly uzav¯eny gumovou z·t-
kou, inkubov·ny 4 hod p¯i 37 ∞C ve vibraËnÌ vodnÌ l·zni, potÈ
doplnÏny 0,5 ml AC a zpracov·ny stejn˝m extrakËnÌm postu-
pem jako v bodu 1.

P ¯ Ì p r a v a s t a n d a r d n Ì c h r o z t o k ˘

Byl p¯ipraven z·sobnÌ roztok SB o koncentraci 500 µmol.l-1

v MeOH. Protoûe v tÈto pr·ci pouûit˝ SB je  smÏs dvou
diastereomer˘ v pomÏru 1:1, koncentrace kaûdÈho diastereo-
meru v z·sobnÌm roztoku byla 250 µmol.l-1. Ze z·sobnÌho
roztoku byly na¯edÏnÌm v plazmÏ p¯ipraveny kalibraËnÌ roz-
toky, obsahujÌcÌ 0,005; 0,025; 0,05; 0,25; 2,5 a 25 µmol.l-1

jednotliv˝ch diastereomer˘. Pro stanovenÌ n·vratnosti SB z bio-
logickÈho materi·lu byly p¯ipraveny standardnÌ roztoky v mo-
bilnÌ f·zi A ve stejn˝ch koncentracÌch.

V˝sledky a diskuse

Pouûitou metodou je moûno separovat diastereomery SB,
retenËnÌ Ëasy jsou 17,7 a 18,1 min, rozliöenÌ pÌk˘ Rij = 1,22.
Rovnice kalibraËnÌch p¯Ìmek pro kaûd˝ diastereomer (I a II),
sestrojenÈ v koncentraËnÌm rozsahu 0,005 aû 25 µmol.l-1 kaû-
dÈho diastereomeru majÌ tvar:

cI = 1,781.10-5 P ñ 0,018 . r2 = 0,99999
cII = 1,554.10-5 P ñ 0,017 . r2 = 0,99998

c ñ koncentrace diastereomeru [µmol.l-1]
P ñ plocha pÌku [µV.s]

Mez detekce pro kaûd˝ diastereomer je 2 nmol.l-1, mez stanovi-
telnosti 5 nmol.l-1 nekonjugovanÈho i celkovÈho SB. Program

Tabulka III
Koncentrace silybinu [nmol.l-1] ve vzorcÌch plazmy dobrovol-
nÌka A po pod·nÌ jednÈ tablety Silymarin (Favea)

»as Silybin
odbÏrua, nekonjugovan˝ celkov˝
hod D Ib D IIb D Ib D IIb

0,5 49,2±2,9 21,6±2,7 46,5±3,1 40,2±4,4
1 86,5±1,5 31,7±2,3 88,0±10,2 48,5±4,1
2 133,0±9,5 35,1±4,4 176,1±7,7 200,6±8,1

a »as odbÏru krve po pod·nÌ prepar·tu, b pr˘mÏr ± smÏrodatn·
odchylka, n = 2; D = diastereomer

Tabulka IV
Koncentrace silybinu [nmol.l-1] ve vzorcÌch plazmy dobrovol-
nÌka B po pod·nÌ jednÈ tablety LegalonÆ70

»as Silybin
odbÏrua, nekonjugovan˝ celkov˝
hod D Ib D IIb D Ib D IIb

0,5 25,5±3,5 n.d. c 30,9±6,6 6,8±1,0
1 25,5±4,8 8,9±2,5 52,9±4,4 82,2±8,7
2 139,0±15,6 7,5±3,7 127,0±14,7 67,6±12,0

a »as odbÏru krve po pod·nÌ prepar·tu, b pr˘mÏr ± smÏrodatn·
odchylka, n = 2, c nedetekov·no; D = diastereomer

Tabulka II
N·vratnost silybinu z lidskÈ plazmy p¯i extrakci na sorbent C18

Koncentrace silybinua, µmol.l-1 0,005 0,025 0,05 0,25 2,5 25
N·vratnost, % 92,4±7,2 91,7±5,8 89,4±6,7 85,1±6,3 82,8±8,4 80,5±7,6

a Pr˘mÏr ± smÏrodatn· odchylka, n = 3; n·vratnost obou diastereomer˘ byla stejn·, proto je v tabulce uv·dÏn pouze jeden ˙daj
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gradientu (tab. I) zajiöùuje na konci anal˝zy vymytÌ balastnÌch
l·tek, hydrofobnÏjöÌch neû silybin, z kolony a z·roveÚ n·vrat
do p˘vodnÌho stavu. N·vratnost SB je uvedena v tabulce II.
Byly sledov·ny zmÏny koncentracÌ diastereomer˘ SB v Ëase
v plazmÏ dvou dobrovolnÌk˘ po pod·nÌ jednÈ tablety prepar·t˘
Silymarin a LegalonÆ70 (tab. III a IV). Chromatogram sta-
novenÌ celkovÈho silybinu (jednotliv˝ch diastereomer˘) ve
vzorku plazmy dobrovolnÌka A po 2 hod od pod·nÌ jednÈ
tablety Silymarinu (Favea) po enzymatickÈm ötÏpenÌ konju-
govanÈho silybinu a extrakci na pevnÈ f·zi zachycuje obr. 1.

V porovn·nÌ s metodou Maschera et al.9 je prezentovan·
metoda stejnÏ citliv· pro stanovenÌ nekonjugovanÈho SB a cit-
livÏjöÌ o polovinu p¯i stanovenÌ celkovÈho SB (metoda Mas-
chera et al. dovoluje stanovit koncentraci 10 nmol.l-1 kaûdÈho
diastereomeru celkovÈho SB), metoda Ricklinga et al.8 do-
voluje stanovit kaûd˝ diastereomer v koncentraci 0,5 nmol.l-1

pro nekonjugovan˝ SB ovöem p¯i pouûitÌ p¯epÌn·nÌ kolon
a elektrochemickÈho detektoru. Pro celkov˝ SB m· prezen-
tovan· metoda stejnou citlivost jako metoda Ricklinga et al.8

V˝hodou pouûitÌ C18 sorbentu p¯i extrakci na pevnou f·zi
je moûnost zachytit i hydrofilnÏjöÌ deriv·ty silybinu, nap¯.
β-D-glykosidy SB14, kterÈ extrakcÌ do diethyletheru stano-
vovat nelze. V souËasnÈ dobÏ probÌhajÌ experimenty s vyuûi-
tÌm prezentovanÈ metody pro stanovenÌ p¯irozen˝ch metabo-
lit˘ SB v krevnÌ plazmÏ.

N·vratnost SB z krevnÌ plazmy p¯i pouûitÌ extrakce na
pevnou f·zi se pohybovala okolo 85 % za dostateËnÈho p¯e-
ËiötÏnÌ vzork˘.

Ve vzorcÌch plazmy po aplikaci obou p¯Ìpravk˘ byly nale-
zeny v ËasovÈ z·vislosti vzr˘stajÌcÌ koncentrace jak nekonju-
govanÈho, tak i celkovÈho SB u diastereomeru I, u dobrovol-
nÌka A se stejn˝ trend uplatÚoval i u diastereomeru II. U do-
brovolnÌka B byl rozdÌl v koncentraci diastereomeru II po
jednÈ a dvou hodin·ch od aplikace prepar·tu nev˝znamn˝.
Pozorovan˝ rozdÌl v koncentraci diastereomer˘ I a II v krevnÌ
plazmÏ je v souladu s liter·rnÌmi ˙daji15. NenÌ zn·mo, zda se
jedn· o rozdÌlnou resorpci diastereomer˘ z gastrointestin·l-
nÌho traktu, r˘znou rychlost biotransformace a vyluËov·nÌ
nebo kombinaci vöech tÏchto vliv˘.

Prepar·t Silymarin (Favea) obsahoval trojn·sobnÈ mnoû-
stvÌ silymarinu neû LegalonÆ70, rozdÌl v plazmatickÈ koncen-

traci (hlavnÏ u diastereomeru I) neodpovÌd· aplikovanÈmu
mnoûstvÌ a svÏdËÌ pro rozdÌlnou biodostupnost prepar·t˘ od-
liön˝ch v˝robc˘, coû bylo pozorov·no takÈ v pr·ci Schulze et
al.16 V˝znamnou roli v odliönÈ biodostupnosti mohou hr·t takÈ
interindividu·lnÌ rozdÌly, kterÈ mohou posuzov·nÌ biodostup-
nosti r˘zn˝ch prepar·t˘ v˝raznÏ ovlivÚovat15.

Tato pr·ce byla podpo¯ena granty MäMT »R VS 96021
a MSM 151100003, MPO PP-Z1/13/99.
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P. Kosinaa and J. Bartekb (aCentre for Bioanalytical
Research, Palack˝ University, bInstitute of Medical Chemistry
and Biochemistry, Medical Faculty, Palack˝ University, Olo-
mouc): Determination of Silybin in Blood Plasma Using
High Performance Liquid Chromatography with Solid
Phase Extraction

HPLC method with SPE preseparation step for determi-
nation of silybin, the main constituent of silymarin, in blood
plasma was optimized. A C18 sorbent for preseparation from
acidified samples was used. Diastereomers of silybin in uncon-
jugated form or total silybin are resolved by the method, the
detection limit being 2 nmol.l-1 and the limit of quantification
5 nmol.l-1 per diastereomer. The method is suitable for silybin
monitoring in human plasma after administration of drugs or
food additives based on silymarin.

Obr. 1.StanovenÌ celkovÈho silybinu (jednotliv˝chdiastereomer˘)
ve vzorku plazmy dobrovolnÌka A po 2 hod od pod·nÌ jednÈ tablety
Silymarinu (Favea) po enzymatickÈm ötÏpenÌ konjugovanÈho silybinu
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