Sposéb izolacji magnofloryny z suchego wyciagu z korzeni berberysu kretenskiego

Przedmiotem wynalazku jest sposob izolacji magnofloryny z suchego ckstraktu
roslinnego berberysu kretenskiego (Berberis cretica L.).

Chromatografia  przeciwpradowa to nowoczesna technika rozdzielcza,
umozliwiajgca wyodrebnianie poszczeg6lnych sktadowych z mieszanin zwiazkéw
organicznych, np. z wyciggéw roslinnych przy zastosowaniu uktadu dwéch niemieszajacych
si¢ cieczy (chromatografia podzialowa ciecz-ciecz), z ktorych jedna zatrzymana jest na
rotujacej kolumnie (faza stacjonarna), a druga ja obmywa (faza ruchoma). W wyniku réznic
W powinowactwie poszczegdlnych zwigzkéw do fazy stacjonarnej lub ruchomej, mozliwe
jest rozfrakcjonowanie zlozonej matrycy. Proces rozdzielania w chromatografii
przeciwprgdowej odbywa si¢ w temperaturze pokojowej, co umozliwia prace ze zwiazkami
lotnymi, jak réwniez przy niewielkim zuzyciu rozpuszczalnikéw o podstawowej czystosci.
Jest to technika uniwersalna, umozliwiajgca prace zar6wno ze zwiazkami niepolarnymi, jak
1 polarnymi, a powodzenie rozdzielenia chromatograficznego zalezne jest od whasciwego
doboru ukladu rozpuszczalnikow. Ponadto, przeniesienie warunkéw analitycznych do skali
przemystowej lub preparatywnej jest nieskomplikowane, a prowadzone analizy cechuje
duza powtarzalno$¢ wynikéw i wysoka wydajno$é rozdzielania (proces adsorpcji
wyeliminowano brakiem statego podloza).

Zgodnie ze znanym stanem techniki obecnos¢ magnofloryny byla dotychezas
stwierdzona w réznych gatunkach roslin z rodziny berberysowatych, makowatych,
jaskrowatych, magnoliowatych, czy szaklakowatych. Dotychczas izolacja magnofloryny
przebiegala z zastosowaniem tradycyjnej chromatografii kolumnowej na statych
adsorbentach. Magnofloryna z grupy alkaloidéw izochinolinowych moze mie¢ zastosowanie
w medycynie do wytwarzania preparatéw farmaceutycznych.

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie zastosowania przeciwprgdowej chromatografii
cieczowej do procesu oczyszczania magnofloryny z suchego ekstraktu roslinnego
berberysu kretenskiego, ktére umozliwi ograniczenie procesu adsorpcji tego zwiazku na
stalym nosniku, co z kolei zwigkszy wydajnos¢ procesu izolacji. Niniejsza nowoczesna
technika separacyjna umozliwi wydajniejsza izolacje alkaloidu na skale przemystows.
Znana jest takze z publikacji autorstwa: Wirginia Kukufa-Koch i inni, Application of pH-
zone refining hydrostatic countercurrent chromatography (hCCC) for the recovery of

antioxidant phenolics and the isolation of alkaloids from Siberian barberry herb, Food



Chemistry 203 (2016) 394-401), izolacja berberyny i magnofloryny z ziela berberysu
syberyjskiego, przy uzyciu dwufazowej mieszaniny, zawierajacej eter metylowo-fert-
butylowy oraz wodg, w trybie zaleznym od pH. Metoda ta nie przyniosta jednak
oczekiwanych efektow w procesie izolacji magnofloryny z berberysu kretenskiego, ktory
charakteryzuje si¢ znacznie wigkszq zawartoécia tego alkaloidu w wyciggach z korzenia.
Spos6b izolacji magnofloryny z suchego ekstraktu z korzenia berberysu kretenskiego
(Berberis cretica 1..) wedlug wynalazku, za pomoca przeciwpradowej chromatografii
cieczowej polega na tym, ze sporzadza sig dwufazowa mieszanine rozpuszczalnikéw octan
etylu: butanol: woda w ilosciach procentowych wzgledem catej mieszaniny 8-15% (V/V)
octanu etylu, 24-34% (V/V) butanolu, 50-68% (V/V) wody, a nastepnie prowadzi sig
rozdzielanie za pomoca przeciwpradowej chromatografii w trybie elucji (faza ruchoma),
stosujac rotacj¢ kolumny w zakresie 1000-1800 obrotéw/m, po czym otrzymang z jednej z
frakcji wyizolowana magnofloryne oczyszcza sig¢ na kolumnie wypelnionej adsorbentem,
korzystnie sita molekularnego, z substancji balastowych, poprzez przemywanie mieszaning

wody z metanolem (korzystnie 50: 50 V/V).

Opracowana technika oczyszczania magnofloryny z wyciagu suchego z korzeni berberysu
kreteniskiego przy pomocy przeciwpragdowe] chromatografii cieczowej umozliwi izolacjg
alkaloidu w skali preparatywnej, w szybki i wydajny sposob, w czystosci ponad 90%. Dzigki
zastosowaniu chromatografii przeciwpradowej i wyeliminowaniu stalego adsorbentu
autorom osiggniecia udalo si¢ zniwelowa¢ proces ogonowania innych alkaloidow
wystepujacych w wyciggu, zanieczyszczajacych magnofloryne.

Wprowadzenie przeciwpradowej chromatografii cieczowej do procesu oczyszczania
magnofloryny umozliwi ograniczenie procesu adsorpcji tego zwiazku na stalym nosniku,
ktéry w znaczacy sposob ogranicza wydajno$é procesu izolacji. Chromatografia
przeciwpradowa wykorzystuje dwie niemieszajace si¢ ciecze, pomigdzy ktorymi dochodzi
do rozdzielania zwigzkéw z bogatej matrycy, jakim jest wyciag roélinny, z bardzo duzg
wydajnoécig. Zastosowany uklad rozpuszezalnikéw pozwolit na wyodrgbnienie
magnofloryny w efektywnej ilosci od pozostatych skladnikéw prébki.

Przyktad 1

Izolacje magnofloryny z wyciggu suchego z kasztanowca przeprowadzono na
chromatografie przeciwpradowym CPC (Armen SCPC-250-L), wyposazonym W kolumne o
pojemnosci 250 mL, detektor UV i kolektor frakcji. Do izolacji alkaloidu wybrano uklad:



octan etylu: butanol: woda (0,6: 1,5: 3 V/V/V). Rozdzielanie prowadzono w trybie
zstepujacym, przy 1300 obrotach na minutg. Zbierane frakcje miaty objgtosé 32 mL.
Przeplyw rozpuszczalnika wynosit 6 ml/min do konca trwania procesu, tj do 150 min. Po
uplywie 90 min analiz¢ prowadzono w trybie ekstruzji z wykorzystaniem fazy stacjonarnej
jako fazy ruchomej, wciaz w trybie zstgpujacym, do 150 minuty. Magnofloryng otrzymano
juz w 35 minucie i zbierano jg przez okres 8 minut.

Otrzymana oczyszczong i zatgzona frakcje zawierajaca magnofloryng naniesiono na
kolumne wypelniona do potowy zelem Sephadex LH-20 (sitem molekularnym), srednicy 2
cm, a nastepnie przemywano wodg destylowana z metanolem (50:50 ¥/¥). Frakcje zbierano
do proboéwek poj. 5 mL. Czysty alkaloid znajdowat si¢ we frakcjach 9-18.

Zaproponowana technika oczyszczania magnofloryny stanowi alternatyweg dla istniejacych
obecnie metod, gwarantuje pozyskiwanie tego alkaloidu z korzeni berberysu kretenskiego,
dla ktérego okreslono najwyzsza zbadang zawartos¢. Opracowane warunki oczyszczania

moga by¢ wykorzystane w skali przemystowej.

Y% A @K\%e}\z



