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pistadlo, len tiastolne piesiteIné s vodou a vod-
nou fézou, rein-9-antrén-8-glukozid, obsiahnuty po
rozdelenf vo vodnej fdze, sa oxiduje na
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rein-8-glukozidu sa v kyslom médiu od¥tiepi a z1s-
kany refn sa acetyluje na diacetylrein,



Spdsob vyroby diacetylreinu

Oblast techniky

Vynalez sa tyvka spOsobu vyroby diacetylreinu vo
farmaceuticky pouZitel'nej cistote so zbytkovym obsahom
neZiadicich aloeemodinovych derivatov celkom niZsim ako 20 ppmn,
diacetylreinu, ziskatel'ného uvedenym spdsobom a farmaceutickych

prostriedkov, ktoré obsahuji uvedenu zlucéeninu.

Doterajsi stav_techniky

Diacetylrein vzorca
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je liefiva dfinna latka, vykazujica antiartritickia,
antiinflamatoricki, antipyretickd a analgeticku aktivitu.
Diacetylrein sa teda pouZiva pre ofetrenie artritickych chordb,

ako je napriklad uvedené v DE-A 27 11 493 a US-A 4,244.968.

Diacetylrein sa dd vyrobit napriklad acetylaciou barbaloinu
a oxidaciou ziskan€ého peracetylovaného barbaloinu oxidom
chrémovym. Okrem toho sa da diacetylrein vyrobit acetylaciou

reinu, ktory sa da napriklad ziskat z drogy zo senny.

V diacetylreine, =ziskanom ponocou tohto spdsobu, si ako
nediadiice sprievodné liatky obsiahnuté aloeemodinové derivaty,
pochadzajiice =z netlplnei oxidacie oxidom chrémovym, alebo su

spoluextrahované z drogy zo senny. Sprievodné latky su obsiahnuté



v relativne nepatrnych mnoZstvdch a dajid sa teda =za pouZitia
klasickych ¢istiacich operacii len vel'mi taZko odstranit. Okrem
toho zostavaiju pri vyEZie uvedenych postupoch v produkte zbytky

chrému, ktoré sa musia zned$kodnit pomocou zvlastnych postupov.

Podstata vynalezu

Ulohou predloZeného vynialezu teda je vypracovanie spdsobu
ziskania diacetylreinu, ktory by bol jednoduchy a uskuto€nitel'ny
s vysokymi vytaZkami a ktory by poskytoval diacetylrein vo
farmaceuticky pouzZitel'nej Cistote S0 zbytkovym obsahom

neZiadicich aloeemodinovych derivatov celkom niZsSim neZ 20 ppn.

Uvedena 1iiloha bola podlla predloZeneho vynialezu vyriesena

vypracovanim spdsobu, ktorého podstata spocdiva v tom, Ze sa

A/ rein-9-antrén-8-glukozid, obsahujici aloeemodinové komponenty
(to znamend aloeemodin a/ alebo Jjeho derivaty) podrobi
rozdelenie kvapélina - kvapalina medzi organicky 'polérne

rozpiZtadlo, len fiastofne mieSatel'né s vodou a vodnou fazou,

B/ rein-9-antrén-8-glukozid, obsiahnuty po rozdeleni vo wvodneij

faze, sa oxiduje na rein-8-glukozid,

C/ glukdzovy zbytok v polohe 8 rein-8-glukozidu sa v kyslom médiu

aodstiepi a

D/ ziskany rein sa acetyluje a ziska sa diacetylrein.

Vyznamnym =zdrojom rein-8-antrén-8-glukozidu sii sennozidy,
obsiahnutée v droge zo senny. Vyhodnou formou uskutocnenia
vynalezu je teda spiOsob vyroby diacetylreinu, ktory je v bodstate

jednoduchy aloeemadinovych derivatov, pri ktorom sa

A/ zmes sennozidov podrobi redukcii na zodpovedaijiuci
rein-9-antrén-8-glukozid a zluceniny aloeemodin-9-

antréon-8-gluko-zidu



B/ vykona sa rozdelenie kvapalina - kvapalinalziskan?ch zlidc¢enin
medzi poldarne organické rozpustadlo, len fiastofne mieSatel'ne

s vodou a vodnou fazou

C/ rein-9-antrén-8-glukozidoveé zluceniny, obsiahnuté PO
rozdeleni wvo vodnej faze, sa oxiduji na zodpovedajuce

antrachindnové zliceniny,

D/ glukdzovy =zbytok v polohe 8 antrachindnoveij zlaceniny sa

v kyslom prostredi odstiepi a

E/ ziskana 1,8-dihydroxyantrachindénova zlicenina sa acetyluije

a ziska sa diacetylrein.

Jednotliveé stupne postupu moZno objasnit nasledujucim

spOsobom:
Redukcia sennozidov

Zmes sennozidov, slidZiacich ako vychodiskovy material, sa da

napriklad ziskat z drogy zo senny.

Droga =zo senny pozostava =z usufenych listov a plodov
sennesovej rastliny. ako Jje napriklad indicka senna (Cassia
angustifolia) a egyptska senna (Cassia acutifolia). Droga zo
senny obsahuije diantrdnglukozidy reinu a aloe-emodinu.
NajdoleZiteijsSie sui sennozidy A, B, A1, C, D a D1. Sennozidy

zodpovedaiji vzorcu

@
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Pri sennozidoch 1, B, Al znamena substituent R karboxylovi
skupinu a u sennozidov C, D a D1 =znamena substituent
R hydroxymetylovi skupinu. Sennozidy A, B a Al, popripade C,
D a D1 sii stereocizoméry a 1isia sa navzajom konfiguraciou na

uhlikovych atédmov 10 a 10-.

Ziskavanie sennozidov z drogy zo senny je napriklad opisané
v DA-A-32 00 131, na ¢o je tu v celom rozsahu brany zretel'. Podla
toho sa extrahuje najprv droga zo senny vodnym metylalkoholom.
Koncentréi. ziskany po uplnom odstraneni metylakoholu, obsahuje
sennozidy vo forme draselnej soli.Tento koncentrat je vhodny ako
vychodiskovy komponent pre spdsob podl'a predloZeného vynalezu.
Koncentrat sa mdZe este Cistit kvapalinovou axtrakciou s vo vode
Ciastodne rozpustenymi alkoholmi alebo ketdnmi (napriklad
2-butanol, 2-butanon) (rafindt). Takto =ziskany rafinat sa okysli
na hodnotu pH 1,5 aZ 2.0 a sennozidy sa privedd ku kryStalizacii
za zaoCkovania. Ziskana zmes surovych sennozidov 3je rovnako
pouZitel’'na ako vychodiskovy produkt pre spdsob podl'a predloZengho
vynalezu. Pokial' je to potrebné, méZe sa zmes surovych sennozidov

tieZ este prekrystalizovat.

Alternativne sa moZe ako wvychodiskovy prdukt pouZit
koncentrat, zmiesany s vo vode fdiastofne rozpustnym alkoholon

alebo ketdénom, zvlast s 2-butanolom.

Pri extrakcii drogy zo senny Jje pomer drogy k extrakénému

rozpustadlu vvhodne 1 : 4 aZ 1 := 15, obzvlast 1 : 4 aZ 1 : 10.

Extrakcia sa vyhodne vykonava za pritomnosti pufru, ako je
napriklad trinatriumcitrat, glycin, hydrogénuhlid¢itan sodny alebo

sacharéza.

Podl'a spoOsobu podl'a predloZeneého vynalezu sa tieto
vychodiskové materidly podrobia udplnej redukcii na zodpovedaijuci
rein-9-antrdn-8-glukozid (R = CO0OH) a zodpovedaiiici aloeemaodin-9-

antrén-8-glukozid (R = CHz20H) vzorca
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Sou

Ako reduk&éné &inidlo s vhodnym redukénym potencialom je

R = COOH, CHz20H

moZné uviest napriklad chlorid cinaty, oxid siridity. bdérovodiky
alkalickych kovov a vyhodne ditioniénany alkalickych kovov,

zv1ast ditioniénan_sodnf (natriumditionit).

Pre vykondvanie redukcie sa mdZe vychodiskovy material
predloZit vo wvodnom roztoku alebo suspenzii a prida sa reduk&né
&inidlo v pevnej forme alebo rozpustené vo vode. M8Ze sa tieZ
pracovat v dvoifazovei zmesi tak, Ze sa pridd polarne organické
rozpiidtadlo, diastofne mieSatel'né s vodou, zvlast 2-butanol alebo

aceton.

Redukovat sa mdZe pri teplote okolia alebo pri zvysenej
teplote. Redukcia sa vyhodne vykonava pri teplote v rozmedzi 40
aZ 60 OC, zvlast 50 aZ 55 0OC. Pracuje sa pri slabo kyslom aZ
slabo alkalickom pH roztoku vychodiskovych sennozidov, popripade
ich suspenzie, vyhodne pri hodnote pH v rozmedzi 7 aZ 9. Pokial
je treba, moZe sa redukcia vykonavat viackrét. zv1ast duakrat az

desatkrat.

Vytvoreneé 9-antrén-8-glukozidy sa vyzraZaji pridavkon
kyseliny, napriklad kyseliny sirovej, na pH 4 aZ 4,5. Teplota by
pri tom nemala byt vysSSia neZ asi 40 9C. U&elne sa pracuije pri
zraZani 9-antron-8-glukozidov a pri ich izoldacii (napriklad
filtraciou) pod ochrannou dusikovou atmosférou, aby sa vylicdila

nekontrolovana oxidacia tejto zludfeniny.

Je doleZite, aby redukcia prebehla udplne. U%elne sa preto
pouZiva redukéneé c¢inidlo vo vysokom prebytku. Pri pouZiti

ditionidnanu sodného sa oby&ajne pouZiva jednonasobné aZ



Stvornasobné mnoZstvo ditionifnanu, wvztahuiiticeho sa na obsah
sennozidov vo vychodiskovm materiali. Okrem toho sa necha
redukéné ¢€inidlo pdsobit aspoil po dobu dvoch hodin, vyhodne aspoii
troch hodin. Obycajne neprebieha redukcia dalej ako desat hodin,

Dodatoéna redukcia sa vyhodne vykonava za uvedenych podmienok.

Ziskany produkt sa pred svoiim =zavedenim do nasledujiceho
stupita vyhodne vyzraZza tak, Ze sa vo vodnom roztoku pridavkom
bazy (bydroxid sodny, hydroxid draselny) privedie do roztoku aZ
asi hodnoty pH 6 aZ 7, vodny roztok sa extrahuje 2-butanoclonm,
aceténom alebo 2-butandnom a produkt sa okyslenim na hodnotu pH

asi 2 aZ 4 pridavkom kyseliny opdt vyzriaZa.
Rozdel'ovanie kvapalina ~ kvapalina

V tomto stupni sa odstrania aloeemodinové komponenty, zv]1ast

aloeemodin-9-antrén-8-glukozid. Na to sa ukutoéni rozdelovanie
kvapalina - kvapalina pri ziskanom produkte v poldrne organickonm
rozpustadle, len obmedzene miesitelnom s vodou, proti vodnej

faze. Vhodné poldrne organické rozpistadla sid alkanoly so 4 a3
5 uhlikovymi atdmami a dialkylketénmi s 1 aZ 3 uhlikovymi atdémami
v alkylovych castiach, ako je napriklad acetdn, 1-butanol a 2

butanon. Vyhodne sa pouZiva 2-butanol a acetdn.

Vyhodne sa k vodnej fazi prida reduk&éné &inidlo, aby vodna

fdza mala behom celého rozdel'ovania kvapalina - kvapalina
redox-potencial - 210 mV alebo nagativnei3i. Ufelne sa poudiva
rovnaké reduk&né €inidlo, ktoré sa pouZivalo vo stupni A. Pri

pouZiti ditioniénanov alkalickych kovov o koncentricii 2 a® 4 %
hmotnosnych, rpi hodnote pH v rozmedzi 7 aZ 11, aby sa udrZali

uvaZované potepcidlové podmienky.

Objemovéeé paomery vodnej faze (tazXka faza) k organickej faze

(Iahka faza) sid vSeobecne v rozmedzi 1 @ 5 a> 1 : 40.

Vyhodne sa uskutofiiuje extrakcia kvapalina - kvapalaina

v protipride, Zmes antrdnovych zliudenin sa pri tom privadza wvo



forme roztoku, ziskaného po redukcii, ked boli antrdnové
zldceniny izolovan privadzaiju sa vo forme roztoku

é'
o koncentriacii 3 aZ 15 % hmotnostnych.

Po rozdeleni sa nachadza poZadovany
rein-9-antrén-8-glukozid vo vodnej féaze. VyzraZa sa okyslenim
roztoku na pH asi 2 aZ 4 pridavkom kyseliny a ziska sa beZnymi

metdodami .
Oxidacia rein-9-antrén-8-glukozidu

Uvedenym spdsobom ziskany rein-9-antrén-8-glukozid sa teraz

oxiduje na rein-8-glukozid vzorca

R = COOH, CHz20H

Ako vhodné oxidacdné €inidla pre tento 1icfel je moZneé uviest
kyslik, peroxidové zluCeniny (peroxid vodika> a zlidiceniny
manganu, chrému alebo Zeleza s vysokym oxidadnym stupiiom. Vyhodne
sa pouZivaji Zelezité soli, =zvlast siran Zelezity. Ufelne sa
pracuje pri zvysSenych tepolotécﬁ. avZak niZgich neZ 60 O0C. Tym sa
vyladi vznik neZiadicich a nedef inovatel’'nych oxidacnych
produktov. Po ukondeni oxidacie sa vytvoreny rein-8-glukozid

obvyklymi spdsobmi izoluije.
Odstiepenie glukdzového zbytku
Glukdzovy zbytok v polche 8 sa odstiepuje v kyslom roztoku.

U&elne sa pracuje pri teplote v rozmedzi 85 aZ 95 0C. Ziskany

produkt sa izoluje obvyklym spisocbom.



Je zname, Ze sa sennozidy po kyslej hydrolyze prevadzaiju
reakciou s chloridov Zelezitym priamo na rein <(vid napriklad
DE-A-27 11 493). Pri tom vsak ¢ini vytaZok len asi 10 % a okrem

toho je vytvoreny rein len taZko oddelitel'ny.

Pri spOsobe podla predloZenéhoc wvynalezu sa vykonava
reduktivne Stiepenie sennozidov, oxidacia vytvorenych antrdnovych
zlifenin na zodpovedajice antrachindnové zliceniny a odgtiepenie
glukdzového zbytku v polohe 8 antrachindnovei zluceniny vZdy
v oddelenom stupni. V nadvidznosti na reduktivne Stepenie sa
vietky zluceniny, ktoré méZu v dJdalsom priebehu viest k tvorbe
aloeemodinu alebo jeho derivaton, rozdel'ovanim kvapalina
- kvapalina kvantitativne odstrania. K tomu Jje este moZné
vykondvat oxiddaciu pri priaznivych teplotach, takZe sa wvyluddi
tvorba neZiaduicich a nedefinovatel'nych oxidadénych produktov.
Okrem toho sa mdoZe sol Zeleza, pouZivana pri tomto vedeni
reakcie, prakticky kvantitativne ziskavat spiat a po opiatovnei
oxiddacii znovu pouZit, Oddelenie oxidacdného stupina a hydrolyzneho
stupiia dovol'uje na =zdklade vy3Sej rozpustnosti antrénglukozidov
vo vode v porovnani s vyskytujlicimi sa aglykmi, vykonavat
oxidacia ohraduplne pri teplote miestnosti a pod 60 0C, &im je uZ

potladena nevyliifitel’'na tvorba nedef inovatel'nych produktov.

Acetylacia 1,8-dihydroantrachindnovych zlucdenin

Acetylacia ziskanych 1,8-dihydroxyantrachinénovych zlidenin
sa vykonava obvyklymi spdsobmi. Napriklad sa méZe acetylovat
pomocou acetanhydridu =za pritomnosti octanu sodného, ako je
opisané napriklad v Arch. Pharm. 241, 607 (1903). Acetylacia sa
méZe vykonavat tieZ pomocou inych, pre odbornikov znamych metdd,

napriklad reakciou acetvlchloridom a obdobne.

Tymto spdsobom ziskany diacetylrein je v podstate zbaveny
aloeemodinu a jeho derivatov. 0Obsah tychto nefistét je pri tom
este asi 50 ppm (stanovené podl'a analytického postupu, opisaného
v prikladovej €asti). Obsah tychto nefistdt sa mdéZe dalej zniZit,

ked sa ziskany diacetylrein prekrystalizuje nasledujicin



spbsobom.

Diacetylrein sa prevedie na sol' alkalickym kovom tak, Ze sa
spracuje vodnou bazou. Bko takito vhodni formu bazy je moZno
uviest octan alkalického kovu, vyhodne octan draselny. PouZije sa
vvhodne ekvimolarne mnoZstvo bazy a wvodny alkohol s 1 aZ 3
uhlikovymi atdmami, napriklad 80 % aZz 90 % etylalkohol, ako
reakéné médium. Sol’ diacetylreinu s alkalickym kovom sa necha za
studena vykrystalizovat, vyime sa do vodného alkocholu s 1 aZ 3
uhlikovymi atdmami a vyzraZe sa okyslenim pH na asi 3 pridanim
kyseliny. VyzrdZany diacetylrein sa potom pomnocou obvyklych

e a

spdsobov izoluj

Uvedenym spdOsobom zisakny produkt obsahuje menej neZ 20 ppm
vyZEgie uvaZovanych nefistét. Okrem tohto sa produkt vyskytuje vo
forme ihlovitych krystalov, ktoré sid zvlast vhodné pre galenickeé

pripravky.

Ziskany produkt sa mdZe obvyklymi metddami susit. U¢elne sa
nasjkér vykonava suSenie za vakua pri relativne nizkeij teplote,
napriklad nie viac ako 40 9C, tak dlho., pokial’ obsah vody
v produkte neklesne na asi 3 % alebo menej. Potom sa mG6Ze teplota

zvyEit na 70 aZz 110 °C.

Predmetom predloZeného wvynalezu Jje tieZ podlla vynalezu
ziskatel'ny, v podstate Cisty diacetylrein, ako aj farmaceutické
prostriedky, ktoré tito =zliddeninu obsahuju. Oblasti pouZitia,
aplikované davky a vhodného aplikacdné formy su zname napriklad
z US-A,244.968, 4,346.103 a 4,950.687, DE-A-27 11 493 ako i Drugs
Exptl. Clin. Res. 6 (1) 53 aZ 64 (1980).

Priklady uskutonenia vynalezu

Nasleduijice priklady uskutocnenia sliZia k bliZSiemu

objasneniu predloZeneého vynalezu.



Prikl1ad 1
Ziskané zmesi sennozidov, pouZivané ako vychodiskovy material:

Do v rade usporiadanych perkolatorov o aobjeme 250 litrov sa
da 40 kg drogy zo senny (obsah sennozidov asi 1,5 % hmotnostnych)
a prekryje sa dierovanou ocelovou doskou. Ako rozpiustadlo pre
extrakciu sa pouZije 70 % metylalkoholu, ktory sa privadza na
drogu v prvom perkolatore. Roztok, vytvoreny v prvom perkolatore
sa vedie na drogu, nachadzajicu sa v druhom perkolatore. Pri tom

sa ponechd rozpistadlo vol'ne tiect cez prvy perkolator.

Pre extrakciu 40 kg drogy =zo senny sa pouZije celkom 160
litrov rozpistadla. Po tom, o sa tento objem 70 ¥ metylalkoholu
prevedie cez oba perkolatory a zachyti sa zodpovedajice mnoZstvo
perkoldtu, pripoji sa vyprdazdiiovacia hadica perkolatoru na dalej
zaradend nadrZ a cez perkolatory sa esSte dodatofne vedie 60
litrov 70 % metylakoholu. Potom sa vedie zostavajice vol'né
rozpistadlo =z prveho perkolatoru do hornej ¢asti druhého
perkolatoru a zhromaZduje sa dodatofny perkolat, aZ sa ziska
celkom 120 litrov. Potom sa vyprazdni prvy perkolator, naplni sa
znovu 40 kg drogy zo senny a dodatolny perkalat sa cerpa na
drogu, pricdom postaci 120 litrov dodato&ného perkolatu k tomu,
aby sa droga v perkolatore prekryla. Potom sa upravi teplota

roztoku na 30 °OC.

Potom sa spoii tento perkolator s predtym extrahovanym

a extrakcia sa vykonava, ako je vy3SSie opisané.

Na kaZdych 40 kg drogy sa zhromaZdi 160 litrov perkolatu,
z ktorého sa metanol potom odstrani vo vakuoveij rotacéneij odparke.
opatrenej stfpcom s napliiovymi telieskami. Ziska sa takto asi 30
litrov koncentratu. Tento koncentrat sa extrahuje rovnakym

cbjiemom vodou nasyteného Z2-butanolu.

Stupeil A:



Redukcia sennozidov na rein-9-antrén-8-glukozidy

1,0 litra extrahovaného koncentratu sa pomocou 48 % (hmot.)
hydroxidu sodného =zalkalizuje na hodnotu pH 7,5. Zahreje sa na
teplotu 60 °C a za mieSania sa behom pol hodiny prida do roztoku
90 g ditioni¢nanu sodného v pevneij forme. Po ukondeni pridavkﬁ sa
miesa este dalsiu hodinu. Potom sa za miesania prida
koncentrovana kyselina sirova aZ do dosiahnutia hodnoty pH = 2.
Zmes sa ochladi v priebehu dvoch hodin na teplotu okolia,
vyzrdaZana krysStalickd zrazenina sa odfiltruje a premyije vodou,

obsahujicou oxid siridity.

Pokial’ je potrebné, tak sa surovy rein-9-antrén-8-glukozid
prezraZa. EsSte wvlhky filtrany kola® sa rozpusti v zmesi 15
objemovych dielov 2-butanolu a 85 objemovych dielov vody, ktora
obsahuje 0,5 % hmotnostnych pyrosirifitanu sodného tak, aby sa
ziskal pridavkom 48 % C(hmot.) roztoku hydroxidu sodného a na pH
7 10 % roztaok Chmotnost/cbijemn). Roztok sa potom okysli
koncent.rovanou kyselinou chlorovodikovou na pH 2,8, alebo niZ3i
a necha sa stat po dobu dvoch hodin. Vypadnuta zrazenina sa
odfiltruje, premyje sa vodou, obsahujiicou oxid siridity alebo

pyrosirifitan sodny a vysufi sa.
VytaZok : 90 %.

S produktom, ziskanym uvedenym sp&sobom sa znova vykonava

redukcia (dodatofna redukcia) nasleduijicim spéson:

3.0 g surového vysufeného rein-9-antrén-8-glukozidu, alebo
zodpovedaijliceho mnoZstva vlhkého produktu sa rozpusti spolocne
s 1.4 g ditioni¢nanu sodného a s 2,3 ml 5 N hydroxidu sodného
v 15 ml vody. Potom sa doplni vodou na 24 ml a roztok sa zahrieva
po dobu 20 mimit pri teplote 55 OC. Potom sa pridda dalSich 1.5
g ditioni¢nanu sodného a roztok sa zahrieva po dobu dvadsiatich
minit pri teplote 55 O9C. Dalej sa pridad 0,9 ml 5 N hydroxidu
sodného a 1,5 g ditioni¢nanu sodného. Po dvadsat mindtovom

zahrievani na teplotu 55 O0C sa eSte raz prida 0,9 ml 5



- 12 -

N hydroxidu sodného. Takto ziskany roztok sa zavadza priamo do

nasledujicej extrakcie kvapalina - kvapalina.

Stupeil B :

Oddelovanie aloeemodinovych komponentowv

Oddelovanie aloeemnodinovych komponent.ov sa vykonava
rozdel’'ovanim kvapalina - kvapalina 9-antrdn-8-glukozidov v proti-

pride za pomoci aparatiry zo 60 miefacich-odludovacich jednotiek

(Mixér-Settler-Apparatur). Bko vodna tazZsia faza sa pouZiije
roztok 3,0 g ditionifnanu sodného v 3,5 ml 5 N hydroxidu sodného
a 96 ml vody. BAko organicka, lTahSia faza., sa pouZije (vodou
nasyteny) 2-butanol alebo acetdn. Obe fazy sa vedd cez aparatiiru

tak, aby objemovy pomer taZsej faze k l'ahsSej faze bol 1 : 10.

Rozdel'ovana zmes sa privadza do aparatiry vo forme cferstvo
redukovaného roztoku alebo vo forme roztoku so =zodpovedaijiicou
hodnotou pH a so =zodpovedajucou koncentraciou, obsahuijiicou
g-antron-8-glukozidy, a sice takym spdsobom, Ze sa pre objemovy
diel rozdel'ovanej zmesi poZije 30 objemovych dielov organickej

fazy.

Hodnota pH roztoku, obsahujiceho zmes, sa udrZuije pomocou
glycinoveého pufru na 9 - 9,5. Tento pufor. pozostiavajici s 3
objemovych dielov 7,5 ¥ glycinového roztoku a jedného cobjemového
dielu 1 N hydroxidu sodného, sa priddava v mnoZstve 240 ml roztoku
pufru na 150 g surového rein-9-antrén-8-glukozidu. NeZiadjice
aloeenodinovéeé zliuceniny sa obohacuji v organickej faze, zatial &o
rein-9-antrén-8-glukozid =zostava vo vodnej faze. Vodnd faza sa
kyselinou sirovou okysli na hodnotu pH 2,8, vytvorena zrazenina
sa odfiltruje a premyje sa vodou a acetdénom a na vzduchu sa
vysusi pri teplote okolia. Uvedenym spOosobom sa ziska
rein-9-antrén-8-glukozid s obsahom aloeemodinovych komponentowv
41 ppm, stanovené ako aloeemodin podl'a metddy, ktora je uvedena

dalej.



VytaZok : 97 %, vztahujici sa na rein-9-antron-glukozid.
Stupen C :
Oxiddcia na rein-8-glukozid

Produkt =zo stupiia B (vztahuijice sa na obsah 3,0 kg
sennozidov A, Al a B), sa suspenduje v roztoku zo 184 litrami
demineralizovanej vody a 75.5 kg hydratu siranu Zelezitého (22
% Fe 2*%). Suspenzia sa zahreje na teplotu v rozmedzi 55 aZ 62 °C
a oxiduje sa po dobu 14 hodin za pouZitia rychlobeZného
dispergatoru. Ked Jje oxidacia ukon&ena, odfiltruje sa vytvoreny
rein-8-glukozid a premyje sa 50 litrami demineralizovanej vody,

ktord bola okyselenda kyselinou sirovou na pH 2.
Stupeit D
Hydrolyza na rein

Vlhky zbytok na filtri zo stupila C sa suspenduje v 200 kg
20 % (hmot.) kyseliny sirovej a mieSa sa po dobu 8 hodin pri
teplote v rozmedzi 88 aZ 92 0C. Vytvoreny rein sa odfiltruje
a pre skladovanie sa mdZe ususit za vakua 100 Pa po dobu 48 hodin
pri teplote 40 OC, alebo sa mdZe vo vlihkom stave ined pouZit pre

acetylaciu v stupni E.

Celkovy vytaZok pre stupne A aZ D ¢ini 79 %, vztahujici sa

na sennozidy A, A1 a B, vsadené do stupiia A.
Stupen E
Acetylacia na diacetylrein

~

6.9 kg reinu =zo tupna D sa suspenduje v 100 litroch

0

anhydridu kyseliny octovej po dobu 10 minut, zmieSa sa s 2 kg
octanu sodného, potom sa za miefania zahreje na teplotu 95 O0C

a zmieda sa s 0,65 kg aktivneho uhlia, na c¢o sa zmes miesa po
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dobu 30 mimit pri teplote v rozmedzi 90 aZ 95 9C. Aktivne uhlie
sa z hordiceho roztoku odfiltruje a filtrat sa pri teplote 90 0C
zmiesa s 2,1 kg 96-98 % (hmot.) kyseliny sirovej. Potom sa =za
miesania pokial’ moZno rychlo ochladi - na teplotu 20 0C. Vzniknuta
suspenzia sa prefiltruje a zostatock na filtri sa premyije

demineralizovanou vodou aZ do nepritomnosti siranovych idnov.
VytaZok : 83 %.

Stupeii F

Krystalizdacia, sufenie, mletie

Za silného mieSania sa suspenduje 7.5 kg diacetylreinu zo
stupita E (vztahujice sa na suchi latku) v 375 litroch 90 ¥ (obij.)
etylalkoholu. Suspenzia sa zahreje na teplotu 70 °C a potom sa
zmieSa s 3,75 kg octanu draselného. Pri ochladeni na teplotu
v rozmedzi 0 aZ 2 OC wvykry3Stalizuje =z &ireho roztoku, ktory
medzitym vznikol, &istd draselnd sol’ diacetylreinu.

Fa

Draselnd sol’ sa odfiltruje a =za pridania 3 kg octanu
draselného sa pri teplote v rozmedzi 20 aZ 30 OC rozpusti v 300
litroch 40 % (obj.) etylalkoholu. Ciry roztok sa okysli kyselinou
sirovou o koncentracii 10 % hmotnostnych na pH 3,0
a vykrystalizovany diacetlyrein sa odfiltruje a premyje sa

demineral izovanou vodou aZ do nepritomnosti siranovych idnov.

Susenie produktu sa vykondva najprv vo vdkuu pri tlaku 100
Pa a pri teplote 40 O0C po dobu 24 hodin. Ked sa obsah zbytkoveij
vody zniZi pod 3 % hmotnostné, materidl sa =zhruba rozmelni a za

vdkua 100 Pa sa dosusi po dobu 24 hodin pri teplote 70 ©OC.

Potom sa material rozmelie za pouZitia sitovej vioZky 0,5 mm
a pre odstranenie zbytkov rozpistadiel sa dosufi za vdakua 100 Pa

pri teplote 70 OC.

VytaZok : 95 %.



Priklad 2

Opakuje sa extrakcia drogy zo senny a redukcia sennozidov,
opisana v priklade 1. Dodatodnd redukcia sa potom vykondva
nasledujicim spdsobon:

/ .
Rozpusti sa 14,0 g sachardzy, 4.5 g ditionifnanu sodného (85%)
a 13,3 g octanu sodného v 133 ml vody a k tomuto roztoku sa prida
1.3 ml 48 % (hmot..) roztoku hydroxidu sodného a 17,3 g uhli&itanu
draselného. Potom sa zmiesa s 293 ml aceténu a 50 ml vody.
Reakéna zmes sa trepe v trepacej nalevke, potom sa fiaza oddeli
a ziska sa 375 ml hornej fazy (acetdénova fazad) a 130 ml spodnei

fazy.

V 98 ml. spodnej fazy sa rozpusti 1,4 ml 48 % C(hmot.) roztoku
hydroxidu sodného a 10 g surového rein-9-antrén-8-glukozidu. Zmes
sa zahreje na teplotu v rozmedzi 45 aZ 50 OC a ponecha sa pri
tejto teplote po dobu 20 aZ 30 minidt. Potom sa prida 1,0 ml 48
% (hmot.) roztoku hydroxidu sodného a 3,4 g ditionié&nanu sodného
a zahrieva sa po dobu dalsSich 20 aZ 30 miniit na teplotu
v rozmedzi 45 aZ 50 OC. Nakoniec sa =znovu pridd 1,0 ml 48 %
Chmot.. > roztoku hydroxidu sodného a 3,4 g ditioninanu sodného
a znovu sa po dobu 20 aZ 30 minmit zahrieva na teplotu v rozmedzi

45 aZ 50 OcC.

Oddel'ovanie aloeemodinovych komponentov sa vykonava
rozdel'ovanim kvapalina - kvapalina redukovaného roztoku
v protipride proti vysSSie uvaZovanej hornej faze C(acetdnova
fazay. Odtekajica raf inovana faza, obsahujica
rein—g—anprén—e—glukozid sa odpari na objem 400 ml a zmiega sa
s 20 ml 2-butanolu, na cdo sa okysli pridavkon kyseliny
chldérovodikovei alebo kyseliny sirovej na hodnotu pH 4,0 a3 4,2.
Vytvorend zrazenina sa odfiltruije, premyje sa 40 ml vody a 30 mal
acetdénu a potom sa vysusSi. Ndsledujica oxidacia prebieha

sposobom, popisanym v priklade 1.



Priklad 3

Koncentrat, ziskany po extrakcii drogy zo senny, za zmiesa
s asi 2 litrami 2-butanolu. Redukcia zmesi koncentratu z plodov
Zo senny a 2-butanolu sa potom vykonava v siedmich stupiioch pod
atmosférou dusiku ako ochranného plynu. Po redukénom stupni I sa

vykondava zraZanie surového rein-9-antrén-8-glukozidu.
Redukény stupeil I

100 litrov zmesi koncentratu z plodov Zo senny
a 2-butanclu, obsahujiceho asi 4 kg sennozidov, sa predloZi do
mieSace]j nadrZe a prekryje sa dusikovou atmosférou. Za miefania
sa po sebe prida 6 litrov 20 % (hmot.) roztoku hydroxidu sodného
a potom 350 1litrov vodou nasyteného 2-butanolu (napriklad =zo
stupiia II) a zmes sa miesa po dobu 15 mindt. Vsadenina sa potom
zahreje na teplotu v rozmedzi 42 aZ 50 9C a zmieSa sa so 7 kg
ditioniZénanu sodného, na ¢o sa reakdéna zmes mniesda este po dobu
45 minit.. Hodnota pH sa udrZuje pomocou 20 % (hmot.) hydroxidu
sodného v rozmedzi 7.5 aZ 8. Redukdény potencial (proti Ag/AgCl
- elektrdéde) sa podla potreby udrZuje pridavkom ditionicénanu
sodného pod - 630 mV. Po ochladeni sa teplotou v rozmedzi 30 aZ
35 O0C sa roztok vyzraZa pomocou okyslenia 10 % C(hmot.) kyselinou
sirovou na pH niZSie neZ 4 v priebehu 1,5 hodiny. Vznikla
suspenzia sa pri pomalych otackach mieSadla mieSa pri teplote
niZsej ako 25 OC po dobu asi 10 hodin. Vzniknutd zrazenina sa
odfiltrufe- Potom sa =zrazenina suspenduje v 60 litroch 15 %
Chmot.) - 2-butanolu, mieSa sa po dobu 30 minit pri teplote
v rozpati 50 aZ 60 OC a znovu sa prefiltruje. Zbytok sa premyije

100 litrami demineralizovanej vody.

Surovy vytaZok rein-9-antréon-8-glukozidu, vztahujiuci sa na

vsadené sennozidy je vyEEi ako 82 %.



Redukdény stupen II

3.3 kg surového rein-9-antréon-8-glukozidu =z redukéného
stupeiia I sa suspenduje vo zmesi 42 litrov demineralizovanej vody
a 7.4 litrov 2-butanolu. Pomocou 2 1litrov 20 % C(hmot.) hydroxidu
sodného a 9,9, kg citratu trojsodného sa suspenzia prevedie do
roztoku a tento sa potom 2zmieda s 3,3 kg ditionidnanu sodného
a 350 litrami vodou nasyteného 2-butanolu (napriklad zo stupeia
III)>. Vsadenina sa vyhreje na teplotu v rozpiti 42 aZ 45 OC.
Hodnota pH sa udrZuje pomocou 20 % (hmot.) hydroxidu sodného
v rozpati 8.5 aZ 9. Reduk&ny potenciidl (proti Ag/AgCl
- elektréde) sa podla potreby udrZuje pridavkom ditioniénanu

sodného pod - 750 mV.

Po 30 mimitovom stati sa horna faza odoberie a spodnd faza

sa dalej spracuje v stupni III.
Redukény stupen III
So spodnou fazou zo stupna II sa za pridania nasleduijtcich

chemikalii opakuje redukéno-extrakény postup, opisany v stupni

II:

1,65 kg ditionidnan sodny
0.8 1 20 ¥ (hmot.) hydroxid sodny
350 1 vodou nasyteny 2-butanol (napriklad zo stupiia IV).

Redukdény stupein IV - VII

So spodnou fazou =zo vZdy predchadzajiceho stupiia sa za
pridania nasledujidcich chemikalii opakuje redukcno-extrak&ny

postup, opisany v stupni II:

0,825 kg ditioni¢nan sodny
0.4 1 20 % (hmot..) hydroxid sodny
350 1 vodou nasyteny 2Z2-butanol (napriklad zo vZdy nas-

ledujiceho stupna - princip protipridu).



Spodna faza, oddelené v stupni VII, sa ochladi na teplotu
v rozpiti 30 aZ 35 0OC sa rein-9-antrdén-8-glukozid sa vyzrazZa
rovnako, ako dJe uvedené v stupni I. Vzniknutd zrazenina sa
odfiltruje a premyije so 100 litrami demineralizovanej vody. Potom
sa prekryje s 10 litrami roztoku siranu Zelezitého (priprava vid

priklad 1, stupen B).

Rein-9-antron-8-glukozid sa potom prevedie na sennozid

rovnako, ako je opisané v priklade 1 alebo 2.
Farmakologické skinsky

U&innost diacetylreinu bola stanovovana u chronickych
modelovych =zapalov po ordalnej aplikdacii. Do dvahy prichadzali
nasledovné modelové pokusy:

Cotton-Pellet-Granulom u potkanov a
antroéza u kralikov, vyvolana intraartikularnou aplikaciou

vitaminu A.

a/ Granulon u potkanov vyvolany peletami bavlny

(Cotton-Pellet-Granulom).

Mladé, pohlavne dospelé poztkany (n = 10> dostali 25, 50
alebo 100 mg diacetylreinu/kg, po pripade 5 mg indometacinu/kg,
alebo 100 mg Kkyseliny acetylsalicylovej/kg denne po dobu 5 dni.
TieZ bola pozorovand ijedna kontrolna skupina, ktoreji bola
podavana iba voda. Implantacia peliet prebehla v prvom pokusnom
dni. Cerstvé hmotnosti a sufiny 9granulémov, vypreparovanych na
konci pokusu ukazuji signifikacné a podstatné zniZenie zavislosti
na davke v porovnani s kontrolnou skupinou. Pritom zodpoveda
u€inok 100 mg diacetylreinu/kg asi 5 mg indometacinus/kg alebo
100 mg kyseliny acetylsalicyloveij/kg. Hmotnost tymusu

a nadoblidiek sa behom spracovania nezmenili.
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b/ Artrdéza vyvoland vitaminom A

Pomocou troch intraartikularnych injekcii 30.000 IE vitaminu
A behom 9 dni bolo vyvolané u dvoch skupin vZdy po 10 kralikoch
(novozélandsky biely) zmeny kibov, zodpovedajiice artréze. 0 56
dni neskér bolo aplikované desiatim zvieratam 3 mng
diacetylreinus/kg/deili po dobu 8 tyZdiiov. V porovnani s kontrolnou
skupinou doslo k makroskopicky a mikroskopicky zretelne

viditel'nému zniZeniu zmien klbov.

Ochranné pOsocbenie diacetylreinu bola dalej porovnané
s posobenim kyseliny acetylsalicylovej vZdy na 7 kralikoch,
ktorym bolo 6 dni predtym aplikované trikrat 10.000 IE vitaminu
A a po 26 dennej faze im bolo po 8 tyZdiioch aplikované bud ‘5 mg
diacetylreinu/kg/deii (pokusn& skupina), alebo 15 mg kyseliny
acetylsalicyloveij/kg/deii (pozitivna kontrolnd skupina), alebo
zostali bez aplikdacie (negativna kontrolna skupina). Po 24 diioch
po poslednej injekcii vitaminu A nastipili u vsSetkych troch
skupin porovnatel’'né pohybové poruchy vo forme vledenia zadnych
konfatin. V negativnej kontrolnej skupine behom nasledujicich 8

tyZdiioch sa zosilnili klinické prejavy artrozy.

V pokusnej skupine a v pozitivnej kontrolnei skupine sa

zlepgili tieto symptdmy po osemtyZdiiovej aplikacii signifikantne.
Zneny na Zaludocnej sliznici

Behom jednordzovej davky 400 mg diacetylreinus/kg alebo
rozpistadla potkanom, nedoflc k Ziadnym erdziam na Zalddoc¢nei
sliznici, =zatial’ ¢o po davke ibuprofénu (200 mgs/kg) alebo
indomethacinu (20 mg/kg) boli najdené jednoznacné bodkovité
erdzie (priemer 1 mm) aZ velké erdzie (priemer 3 mm). TieZ dve
aplikdcie denne v davke 100 mng/kg diacetylreinu po dobu troch dni
nespbsobili Ziadne poskodenie 2alﬁdoénej sliznici, pricdom podobné
pouZitie indomethacinu 10 mgs/kg vyvolalo erdzie o priemere
1 - 3 mm. '



Toxikoldgia

Rkitna toxicita LDso <¢inila wvZdy podl'a skimanych druhov
zvierat (potkany, mySi, macky) pri oralnej aplikacii 1,9 aZ 7,9
g/kg. Pri tom sa ako naijmenej citlivé ukazali mnyZi. Po
parenteralnych davkach (i.v., i.p.) sa pohybovali hodnoty LDso

u tychto zvierat v rozpiati 119 aZ 339 mg/kg.
Klinické pokusy

1. Na 95 pacientov (49/46) bol testovany udinok diacetylreinu
v dvojslepom pokuse proti naproxénu a nasledne na podavani
placeba pri coxartrdéze a gonartréze. Aplikovan€ davky boli 50 mg
diacetylreinu dvakrat denne, eventuialne 750 mg naproxénu
jedenkrat denne. Doba sledovania bola 60 dni po sedemdiiovei
odpodinkovej faze. Nasledné podavanie placeba sa tieZ vykondvalo

po dobu 60 dni.

Hodnotené velicfiny boli symptomatika bolesti a pohyblivosti

podl’'a Score-Scala, obmedzenie funkcii a znasanlivost.

V obidvoch oSetrovanych skupindach (diacetylrein/naproxén)
bol zisteny oproti vychodiskovym hodnotiam, so zretel'om na vietky
skisobné parametre, Statistickz signifikantny stupeii zlepfenia
(P < 0,01, pripadne P < 0,5). Po vysadeni liefenia a nadviazani
davok placeba sa vZak ukdzala Statisticky signifikantna prevaha
(P < 0,01) skupiny diacetylrein/placebo po devitdesiatom pripadne
stodvadsiatom dni so zretelom na parametre spontannej bolesti
a aktivne a pasivne pohybové bolesti v porovnani so skupinou
naproxén/placebo. Tato rozdielnost bola pri 5 % hladine
vyznamnost i tieZ zabezpedena PO 30 diioch po vysadeni
diacetylreinu pri premenlivych nocnych bolestiach a bolestiach

tlakovych.

2. Pri otvorenej priebeZnej 3Stiddii s kontrolou bola skiumana
nf€innost diacetylreinu pri osteocartrdze chrbtice a kolena u 70

pacientov (35/35). Aplikovana davka bola 100 mg diacetylreinu za
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defi. Doba oSetrovania. ¢inila 60 dni. Doba pozorovania 79 dni.
Hodnotené veli€éiny boli obmedzenie bolesti a obmedzenie pohybu,

Velifiny boli zistované podl'a systému Score.

Kontrolna skupina =zahriala 35 pacientov, u ktorych sa
uskutociiovali fyzio-terapeuticke opatrenia. v skupine

s diacetylreinom bola tieZ vykonavanda fyzioterapia.

Vyhodnotenie wvysledkov ukazovalo pri zahrnuti vsSetkych
parametrov Statisticky signifikantni prevahu skupiny liefeneij,
oproti skupine kontrolnej. TieZ po vysadeni liecfby mohol byt
v skupine s diacetylreinom =zisteny pretrvavaijici terapeuticky

efekt (“hang—over—Effekt).

3. V jednoduchom slepom kriZovom pokuse oproti naproxénu bol
u dvadsiatich pacientov skimany uc¢inok diacetylreinu pri
lokalizovanej artrdze. Pacienti boli rozdeleni do dvoch skupin,
pricom v prvej skupine bolo aplikované najprv dvakrat 50 mg
diacetylreinu po dobu 20 dni. Potom nasledovali tri dni odpo&inku
(vasch-out-phase) a potom dalsie oSetrenie dvakrat denne 250 mg
naproxénu po dobu 20 dni. V druhej skupine bol zachovany rovnaky
postup, ale obratene. Doba osSetrenia trvala celkom 43 dni.
Hodnotené wvelicdiny - bolest, tlakovd bolest, pasivna pohybova
bolest., obmedzenie funkcie a opuchy - boli vvyhodnocované pomocou

systému Score.

Vyvhodnotenie vysledkov ukazalo prevahu liefenia
diacetylreinom v porovnani s liecdbou naproxénom. Nebol i
pozorované Ziadne vedlajsie 1i¢inky, ktoré by stali za zmienku,

a tieZ Ziadne zmeny klinickych laboratdrnych parametrov.

4. V dalsom dvojslepom pokuse technikou "double-dummy" proti

naproxénu bol skimany ac¢inok diacetylreinu u 23 pacientov (12/11)

a osteoartrézou (Studia znagfanlivosti). Aplikované davky boli

dvakrat 950 mg diacetylreinu denne a trikrat 250 mg naproxénu

denne. Dl1Zka pozorovania bola Styri tyZdne. Hodnotené velidiny
e

boli =zvy3Sené nalezmi pri 6zophagogastroduodenaskopii pred a po
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terapii. Do $tidie boli vzati len ti pacienti, ktori mali na
sliznici normdlny nalez, alebo len s lI'ahkym ndlezom lézie (stupei

1.

Po Styroch tyZdiioch ukazal endoskopicky nalez v jednom
pripade (10 %) v skupine s diacetylreinom léziu na sliznici
stupiia 2, =zatial €o v skupine s aplikovanym naprox€nom vykazal
5 pacientov (50 %) s léziami na sliznici stupia 2.3 a 4. Vo

vZ¥etkych pripadoch bol predloZeny normdlny prijimaci nalez.
Analytickeé stanovenié aloeemodinu

Rozpusti sa 50 mg diacetylreinu vo 25.3 ml 0,5 M hydroxidu
saodného a v deliacej ndlevke sa trepe po dobu 10 minut. Potom sa
prida 74,6 ml roztoku, obsahujiceho 0,5 M glycin a 0,5 M chlorid

sodny. Pri rom sa dosiahne hodnota pH 9.5.

Tento roztok sa extrahuje trikrat vZdy 25 ml chloroformu.
Spojené organicke fazy sa extrahujd raz 10 ml 0,5 M pufru o pH
9,5 (glycin, hydroxid sodny, chlorid sodny) a raz 10 ml 0,01
M kyselinou sirovou. Rozpiitadlo sa z organickej fazy odstrani

a ziskany zbytok sa rozpusti v 1 ml metylalkochole.

Pre Standartny roztok sa rozpusti 2 mg aloeemodinu v 20 ml
N.N-dimetylacetamidu a zriedi sa s metylalkohol aZ na

koncentraciu 2 ug/ml (zodpovedajiuce 40 ppm).

Obsah roztokov sa stanovuje pomocou HPLC. Linearita metdédy
HPLC bola preukazana pomocou Standartného roztoku aloeemodinu
v rozpati 0,11 ug/ml (zodpovedajiuce 2,2 ppm) aZ 53,6 ug/ml
(zodpovedaijlice 1072 ppmn). Stanovenie obsahu sa vykonava pomnocou
Merck HPLC-stipca Lichrocart 250-4, baleného s Li-Chrospher-100
RP-18, Sum, pri teplote 40 °C a s mobilnou fdzou s 1 % kyseliny
octovej v metylakohole (V/V), 1 % kyseliny octovej vo vode (V/V)

a acetonitrilu v pomere 49 : 46 : 5.



- 23 -

Analytické stanovenie produktu stupia B a sice
rein-9-antrén-8-glukozidu s obsahom alcoeemodinovych komponentov

41 ppm, stanovené ako aloeemodin.

Skumana latka sa oxiddaciou chloridom Zelezitym za sufasnej
hydrolyzy pomocou kyseliny chldrovodikovei prevedie na dvoifazowvid
zmes z vodného roztoku a tetrachldrmetanu na rein a aloeemodin.
Rein sa prevedie na sol, takZe sa mdZe pomocou rozdelovania
kvapalina - kvapalina oddelit od aloeemodinu. Aloeemodin,

pritomny v organickei faze, sa stanovuje pomocou HPLC.



1.
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PATENTOVE NAROKY

Sposocb vyroby diacetylreinu v podstate zbaveného

aloeemodinovych komponentov, vvyznacujici sa tym. Ze sa

A/

B/

crs

D/

2.

rein-9-antrén-8-glukozid, obsahuijici aloeemodinové
komponenty podrobi rozdeleniu kvapalina - kvapalina medzi
organické polarne rozpustadlo, iba ¢fiastofne miesatel'né

s vodou a vodnou fazou,

rein-9-antrén-8-glukozid, obsiahnuty po rozdeleni vo vodneij

faze sa oxiduje na rein-8—glukozid,

"glukdzovy zbytok v polohe 8 rein-8-glukozidu sa v kyslom

médiu odstiepi a

ziskany rein sa acetyluje a ziska sa diacetylrein.

Spdsob vyroby diacetylreinu v podstate zbaveného

aloeemodinovych komponentov, vyznacujici sa tym, Ze sa

R/

B/

c/s

zmes sennozidov podrobi redukcii na zodpovedajuci
rein-9-antrén-8-glukozid

a aloeemodin-9-antrén-8-glukozidové zliafeniny,

vykond sa rozdelovanie kvapalina - kvapalina ziskanych
z1lufenin medzi poldrne organické rozpistadlo, iba fiastocne

miegatel’'né s vodou a vodnou fazou,

rein-9-antrén-8-glukozidové zluceniny, obsiahnuté po
rozdeleni wvo wvodnej faze, sa oxiduiil na zodpovedaijice

antrachindnove zliuceniny,



D/ glukdzovy zbytk v polohe 8 antrachindnoveij zldfeniny sa

v kyslom prostredi odsStiepi a

E/ ziskand 1.8-dihydroxiantrachindénova zlidcenina sa acetyluje

a ziska sa diacetylrein.

3. Sposob podlla naroku 2, vyznadujici sa tym, Ze sa v stupni

A pouZiije ako reduké&éné <inidlo ditionicnan alkalického kovu.

4. Spdsob podl'a naroku 3, vyznacuijici sa tym., Ze sa pracuje pri

hodnote pH v rozpati 7 azZz 9.

~

5. Spdsob podla jedného =z narckov 2 aZ 4, wvyznacdujici sa tym,

Ze sa redukcia vykonava niekol’kokrat.

6. SpOsobom podl’'a niektoreho z predchadzaijicich narokov,
vyznacujici sa tym, Ze sa pre rozdelovanie kvapalina - kvapalina

pouZije acetdn alebo 2-butanol.’

7. Sposob podl'a niektorého z predchadzajicich ‘nérokov,
vyznacujici sa tym, Ze sa pre rozdelovanie kvapalina - kvapalina
pouZije vodna faza. ktorej redox potenciil je - 210 mV alebo
negativneijsi.

8. Spdsob podl’a niektorého z predchadzajacich narokov,
vyznatujici sa tym, Ze sa rozdelovanie kvapalina - kvapalina

vykonava v protiprude.

9. Spdsob podl’ a niektoreého z predchadzajacich narokov,
vyznacujdci sa tym. Ze sa ako oxidacdneé €inidlo pouZiije Zelezita

sol’, vvyhodne siran Zelezity.

10. Sposob podla naroku 2, vyznacuijici sa tym, Ze zmes sennozidov
je ziskatel’'nad extrakciou drogy zo senny vodnym metylalkocholom,

vvhodne za pritomnosti pufru.



11. Spdsob paodlla niektorého z predchadzajiucich narokov,
vyznacujici sa tym, Ze sa =ziskany diacetylrein prevedie na sol
s alkalickym kovom, tato sa vyime do vodného alkoholu s 1 aZ 3
uhlikovymi atdmami a diacetylrein sa opit vyzraZa pridavkon

kyseliny.
12. Diacetylrein v podstate zbaveny aloeemodinovych derivatowv.
13. Farmaceuticky prostriedok, obsahujuici diacetylrein ‘podil’a

naroku 12, popripade s obvyklymi farmaceutickymi nosicmi

a pomocnymni latkami.
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