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SUMMARY 

High-performance liquid chromatography of dymarin. I... Quantitative determination 
of silymarin from Sly&urn marianwn by high-per$ormance liquid chromatography 

The separation of the genuine silymarin, consisting of silybin, silydianin and 

silychristin, from the fruits of Silybum mtzrianurn Gaertn. has been achieved by high- 
performance liquid chromatography (HPLC) using reversed-phase systems with 
methanol-water-acetic acid (40:60:5). The separation can be used for a direct quanti- 
tative estimation utilizing I-naphthol as internal standard. The HPLC determination 
permits individual estimations of silybin, silych&in, silydianin, and in addition the 
fiavanonol taxifolin. This me’Lhod can be used for routine quantitative analysis of 
silymarin in crude extracts and pharmaceutical preparations. 

Die hochIeistungsfliissigchrornatographis.che (HPLC) Trennung van natiirlich 
vorkommenden Polyphenolen wurde bisher sowohl auf Reversed-phase-Systeinen als 
such auf Kieselgelen mit Amino- oder Cyano-Phasen beschrieben. Wulf und Nagel’ 
beschrieben die Tremmng von Flavonoiden, Court2 die Polyphenole aus Nicotiana 
m&accwn und I3oeffer und Coggon3 die PoIyphenoIe des schwarzen Tees. Aus Grape- 
fruits& trennten Fisher und Wheaton Naringin und Naringenin-7-B_nrtinosid. Von 
Schwarzcnbach5 und spiiter van Fished wurde die Trennung des als Zuckerersatzstoff 
disk&e-n Neohesperidin-dihydrachalkon mittels HPLC beschrieben. Auf Kiesel- 
gelen mit Aminophasen trennten Becker et al.’ isomere Flavon-Cglykoside. Die 
HPLC-Anzlyse van natiirlich vorkommenden Xanthonen wurde von Hostiettmann 

und McNai? durchg&ihrt. Im Rahmcn von Untersuchungen iiber FIavonoide aus 
den Nadeln von verschiedenen Larixarten berichteten Niemann und Koerselmann- 
Kooyg eber ihre HPLC-Ergebnisse. 

Da das.antihepatotoxisch wirksame Silymarin, bestehend aus den Isomeren 
Silybin, Siiydianin *und Silychristin, aus Mariendistelftichten (Silybwn mzzrianzun 
Gaertn./Caraki m~riiae Fruct. DAB 7,2. Nachtrag 1975) von aktueller therapeutischer 
Bedeutung ist und die Silybum-Droge aLs Monographie in das Europ2ische Arznei- 
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Wertbestim- 
mungsmethode als die bisher ausgearbeitetenr” im Mikromasstab wtinschenswert. 
mer die Trennung der Einzelverbindungen Silybin, Silydianin und Siiychristiir mittels 
HPLC auf Reversed-phase wurde von uns kiirzlich berichtet’l. 

Silybin 
Silydimin 

Sdychristin 

Fig. 1. Strukturformeh der Silymzrin-Isome_wn. 

EXPERIMENTELLES UND ERGEBNISSE 

Nachtrag zur ersten Mitteihmg” 
Der nach Silybin im Chromatogramm der Fig. 2 eluierte Peak (X/Y) ist nicht, 

wie von uns zun%hst angenommen, Dehydrosilybin. Neuere Untersuchuugen haben 
ergeben, dass Dehydrosilybin direkt nach Silybin eluiert und unter den gegebenen Be- 
dingungen nur sehr schlecht davon abgetrennt wird. Bei Durch8ussraten um 1.0 ml/ 
rnin oder bei der spZter noch erw3hnten weiteren Optimierung des Systems mit 
Ameisensaure ist aber eine Trenmmg zu erzielen. Bei dem im Chromatogramm der 
Fig. 2 mit X/Y bezeichneten Peak handelt es sich vermutlich um Silymarinoligomere 
(Silymarin P)“. Es ist nicht auszuschliessen, dass Dehydrosilybin und Silymarinoli- 
gomere Artefakte sind, die w&rend der Isolierung entstehen. 

Quantitative Auswertung der Trenmmg 
Unter den bereits genannten Standardbedingungenl! haben wir zwei Siiybum- 

Drogen verschiedener Herkunft und Arzneifertigpr5parate untersucht. Die Bestim- 
mungen wurden nach der Methode des inueren Standards durchgef%hrt. Ais Standard- 
substanz w5hlten wir:&Naphthol, da es bei 280 nm im UV absorbiert und die Reten- 
tionszeit zwischen Si&dZnin und Silybin am giinstigsten Platz im Chromato,oramm 
liegt. Dies gilt bei Verwendung einer ~+Bondapak@-CrsS&rle (Waters Assoc., Frank- 
furt/M, B.R.D.). Ninunt man jedoch zur Trennung die chemisch gebundene Gs- 
Phase der Fa. Merck, Darmstadt, B.R.D. (LiChrosorb@ RP-18), so bleibt zwar die 
eigentliche Silymarintrennung gleich, das 1-Naphthol aber iindert seine Retentions- 
reit und erscheint erst am Ende der Trennung au einem ungthtstigeren Zeitpunkt 
(iabelle I). I-Naphthol ist daher auf LiChrosorb-RP-l8-SsuLen nur bed&t als 
Staridardsubstanz verwendbar. Fiir diese Trennphase stihlagen wir daher u-Kresol als 
inneren Standard var. . 
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Fig. 2. Chromatogramm eins Methanolextraktes aus Siiybi mar&e Fructus. S%dIe: @ondapak Cls; 
Eluent: Methanol-Wasser-Eisesssessig (40505); Durchfiussrate: 2.0 ml/mh. 

Eine weitere Optimierung der Tremmng gelang uns durch Ersatz der Essig- 
ssiure durch Ameisens%re. Dabei erhijhte sich die Analysenzeit um das Doppelte bei 
gleicher Durchtlussrate. Da aber tit dieser S5ure wegen ihrer korrosiven Aggressiv&t 
im Dauerbetrieb der Fl%sigkeitschromatograph und die Sgule stark belastet werden, 
haben wir weiterhin Eisessig als JLaufmittelzusatz verwendet. 

Die Auswertung der Chromatogramme haben wir per Hand fiber die Peak- 
hShen durchgefiihrt. Da durch die kurze Analysenzeit scharfe Peaks erhalten werden, 
ist diese Methode gut anwendbar. Wie Bakalyar und Hen@ gefimden haben, ist die 
Genauigkeit des Ergebnisses abh@ig van der konstanten Zusammensetzung des 

TAl3ELLE I 

RELATIVE RETENTIONSZElTEN DER EINZELVERBINDUNGEN AUS SILYMAR!N . 
Durchflussrate: 20 ml/min. 

Komponente I-Naphfd o-Besol 

fiBoh& Cm LiChrosorb RP-18 LiChrosorb Rt-18 

QXifOlbl 

silychristin 
silydimin 
Silybin (A) 
Silybin (B) 

0.35 0.15 0.40 
0.50 0.21 0.61 
0.57 025 ilO.69 
l-16 

OS~.. 0.5s 
. 2.. 

1.32 > l&l 1.81 
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Eluenten. Dies wiederum ist im vorliegenden Fall einer Reversed-phase-Chromato- 
graphic leicht miiglich. 

Die manuelle Auswertung tiber die Pea&I&hen war wegen des nur geringen 
Unterschieds im Retentionsverhaltcn bei einer Durchfiussrate von 2.0 ml/mm von 
Silychristin nnd Silydianin nur mit Fehlem miiglich. 

Bei Verdoppehmg der Analysendauer durch Emiedrigung der DurcMussrate 
wurde such die manuelle Fl%henauswertung wegen der besseren Anfiiisung der 
TreMUng ermiiglicht. 

Die quantitative Analyse umfasst die Einzelbe&nmungen von Silybin, 
Silydianin und Silychristin und ausserdem van Taxifolin. Durch Addition dieser tier 
Werte ergibt sich der Gehalt an Silymarin xuztiglich Taxifolin. 

* Als Standardkorrekturfaktoren haben wir auf ,&3ondapak C18 die in Tabelle II 
angegebenen Werte ermittelt. 

TABELLE II 

STANDARDKORREKTURFAKTOREN AUF pBONDAPAK C,s. BEZOGEN AUF l- 
NAPHTHOL 

- 
Komponenre Korrekrurfokrr 

Ttiolin 2.16 
silychristin 1.15 
Silydianin 0.71 
silybii 0.62 

Da sich Silybm nnter den von uns gew5hhen Bedingungen der HPLC in zwei 
Pe&s- aufspaltet, mtissen beide einzehr ausgewertet und dann addiert werden. Der 
Korrekturfaktor bezieht sich auf das “Gesamt-Silybin”. Die beiden Silybin-Signale 
traten sowohl bei der Untersuchung der Reinsubstanz wie such in Drogenextrakten 
und in Armeimittelausziigen auf. Die S&.ue im Laufmittelgemisch hat dabei keinen 
Einfluss auf dieses Ergebnis, da das gleiche Eluentgemisch ohne Essigsaure ebenfalls 
die Aufspaltung ergibt. 

Versuche, die von uns im Chromatogmmm mit A und B bezeichneten Peaks 
ptiparativ zu isolieren, sind im Gange. 

Bestimmung der Nachweisgrenze 
Die Nachweisgrenze fiir Silybin wurde f% UV-Detektion (280 nm) bei hijchster 

Empfmdlichkeit des eingesetzten Photometers (Altex 151, range 0.05) mit 82 ng ge- 
funden, Das Signal-Rauschveriltnis betrug 4:l. 

Quantitative Bestimmung des Silymaringehakes in Fructus Silybi mariae Gaertn. 
Getrocknete Droge(lO.0 g) wurde in der Soxhlet-Apparatur durch vierstundiges 

Erhitzen mit CCI. 500 ml Petrol%her entiettet. Nach Entfernen des PetrolIithers wurden 

mm Drogenrtickstand ca. 30 mg I-Naphthol (genau gewogen) gcgeben und etwa 5 h 
mit Methanol extrahiert. Der Auszug wurde f5ltriert und davon zwischen 7 und 10~1 
bei gesteigerter Detektorempfindlichkeit direkt in den Liquidchromatographen ein- 
gespritzt. In Tabelle III sind die Ergebnisse der Drogenuntersuchungen wiederge- 
geben. 
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TABELLE III 

SILYMARJNGEHALT IN GETROC KNETEN DROGEN 

&mzpme~e Droge A (1O.Og) Droge B (25.0 g) 

Gekair Gehak Vergieicikwerfe’ 

% mg % mg 1%) 

Silylk l-l-3 113.7 1.44 360*1 1.22 
silydklin 0.76 76.8 0.57 144.9 0.32 
SiIyChiiStin 0.73 73.5 0.78 197-O 0.59 
Taxifolin 023 
Gesamtgehalt 2.85 

2Z8 0.15 39.5 0.28 
2.94 741.5 2.41 

* Die VergIeichswerte wurden rmch der von Wagner et aI.” beschriebenen Methode etittelt. 

Ausser der Frischdroge wurde such ein mit Silymarin angereicherter Trockn- 
extrakt gep&k Der Extrakt war in Methanol dire& li5slich und wurde nach Filtra- 

tion dire& in den FlGssigkeitschromatographen eingespritzt. Das Ergebnis ist in Ta- 
belle IV kstgehalten. 

TABELLE IV 

ANGEREICHEJXTER SILYMARINTROC - 

Silymarin md Taxifolin aus 3000 mg Extra&. 

fimponente HPLC DC- Vergeichswerte’Q 

% mg (%) 

Silybin 26.65 801.3 33.2 
silydimin 18.21 547.6 12.4 
silychristin 13.35 401.5 15.9 
TaxifoIin 6.44 193.8 6.8 
GBUUtg&dl 64-65 1944.2 68.3 

Quantitaiive Besfimrmmg des Si~ytnaringeiidtes in Arzner~en (Tabelie V) 

Drag& (10 g) oder Kapseln wurden gepulvert bzw. geS&et und zusammen 
mit loi) mg I-Naphthol (genau gewogen) 1 h am Rikkfh~ss mit ca. 300 ml Methanol 
erhitzt. Der Auszug wurde filtriert und von der klaren LSsung ohne Konzentrierung 
CCE. I-10 pl dir&t eingespritzt. 

TABELLE V 
SILY MARIN-GEHALT (in& IN ARZNEIFERTIGPR&ARATJZN 

Koiqwnente Priiparat A Pr&mrat B 

HPLC DC- HPLC DC=. 

SiIybin 27.41 31.20 21.08 24.4 
silydkmkl 19.56 13.50 8.29 7.2 
silychristin 14.53 13.50 15.76 10.8 
Taxifoliu 2.80 6.30 1.66 6.0 
Gtsamtgebak (= Gehak pro Da&s) 64.30 64.50 46.79 48.4 
Gesamtgebalt Silymarin ntriiglich Taxifolin in % 

bezogen auf die deklzierte Menge 91.86 92.14 66.84 69.14 

* Die VerEleichswerte wurden nach der von Wagner et ukso beschriebenen Methde der DC- 
Diretimmgbestit. 
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DPSKUSSION 

Insgesamt wurden zwei Drogen (S&&i mar& Fructus) unterschiedlicher Her- 
kunft, ein angereicherter Silybum-Trockenextrakt und zwei Arzneifertigp~parate 
untersucht. In allen Fgllen waren die drei ftir die Wirksamkeit verantwortlichen 
Isomeren Silybin, Silydianin, Silychristin zuziiglich Taxifolin nachweisbar. Die beste 
chromatographlsche Trennung war bei den Drogen au erhalten. 

Die Qua&% der Drogen war mit 2&2_9% Gesamtgehalt im Bereich der von 
Diesell2 mittels fluorometrischer DC-Direktauswertung gefundenen Werte. Der Ge- 
halt lag fiber dem vom DAB 7 geforderten Mindestgehalt van- 1% Silymarjn, be- 
rechnet als Silybin. 

_ Einige der Restimmungen wurden nach der von Wagner et ~2.” beschriehenen 
Melrode der DC-Direktauswertung parallel iiberprti und verglichen. Dahei ergaben 
sich gute I@@@immungen in den Gesamtresultaten. Die Unterschiede schwas&ten 
zwischen 0%2.7-A. 

Grijssere Unterschiede traten bei den Einzelwerten der verschiedepen Sily- 
mar-in-Isomeren auf. Ausserdem waren bei Taxifolin gr&ere Abweichungen au be- 
obachten. Durch weitere Untersuchungen m&en die nicht immer regelmsssig auf- 
tretenden Abweichungen gekl%t werden. 

Im Gesamtergebnis kann somit die HPLC-Methode mit der DC-Direkt- 
auswertung verglichen werden. Der Vorteil der HPLC kann in der grossen Schnellig- 
keit gesehen werden. 

ZUSAMMENFASSUNG 

-Die Tremmng von Silymarin aus den Friichten von Sirybum nzarimum Gpxtn. 
in Silybin, Silydianin und Silychristin gelingt mittels HPLC auf Reversed-phase 
Systemen mit Methanol-Wasser-Eisessig(40:60:5). Die Trennung ist fiber 1-Naphthol 
als inuerer Standard direkt quantitativ auswertbar. Die HPLC-Gehaltsbestimmung 
erfasst einzeln Silybin, Silychristin und Silydianin sowie das Flavanonol Taxifolin. 
Sie kann zur quantitatitin“&s&ung von Silymarin in Rohextrakten und pharma- 
zeutischen Zubereitungen i&&vendet werden. 
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