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(57) ReSeni sc tyka zplisobu ziskdvani sennosidli A, Ba Al vzor-
¢e I, které v podstaté ncobsahuji sennosidy C, Da D1 a alo-
eemodinové komponenty, pfi kterém se smés sennosidd
podrobi redukci na rhein.9-anthron-8-glukosid a aloeemo-
dinin-9-anthron-8-glukosid, provede se rozd&lovani kapali-
na-kapalina ziskanych sloutenin mezi polimni organické

rozpoustédlo, pouze omezend misitelné s vodou a vodnou
fézi, a rhein-9-athron-8-glukosid, obsaZeny ve vodné fizi,
se opét oxiduje na edpovidajici sennosidy a tyto se ziskéva-
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Oblast techniky

Vynalez se tyka zpusobu ziskavani sennosidid A , B a
Al , které jsou v podstaté prosté sennosidd C , D a D1 a
aloeemodinovych komponent, jakoZ i sennosidu, ziskateln?ch
~ uvedenym zpﬁgobem a farmaceutickych prostredkid, tyto senho—

sidy obsahujicich.

Dosavadni stav techniky

Sennosidy jsou laxativné plsobici substance, které se
vyskytuji v susSenych drogach z rostlin rodu Cassia a Rheunm.
Droga ze senny sestavad z ususenych listd a luskl rostlin

senny, napriklad indické senny (Cassia acutifolia) .

Laxativné aktivni sennosidy jsou dianthronové
glukosidy, odvozené od rheinu a aloeemodinu.  Nejdilezitéjsi
jsou sennosidy A , B , Al , C , D a Dl . Odpovidaji ndsle-~

dujicimu vzorci.
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xylovou skuplnu a u sennosidd ¢ , D a D1 znaéi substituent
R hydroxymethylovou skupinu. Sennosidy A , B a Al ,
popfipadé C , D a D1, jsou stereoisomery a 1li$i se navzdjem
konfiguraci na uhlikovych atomech 10 a 10'

Surové droga obsahuje vedle sennosidd také aglykony
{(sennidiny) , pologlyk051dovane sennldlny, polymery,
- produkty odbouravan1 senn051du aloeemodin a jeho derlvaty a
podobné, které mohou vyvolivat nezadouci ved19351 ucinky,,

R

~ Zpusoby ziskdvani sennosidd z drogy ze senny jsou
“napriklad. popsdny v DE-B~16 17 667 , FR-M-6611 , GB-A-
832017 a DE-A-3 200 131 . - Sennosidy, ziskané podle techto
znamych zpusobu, obsahuji vidy podle pouZité drogy smes
sennosidi s 1,5 aZ 5 % hmotnostnimi sennosidd ¢ ,
Da Dl . Jak jiz bylo vyie receno, obsahuji tyto ve své
molekule podil, odvozeny od aloeemodinu, vzorce

Bylo by vhodne kdyby bylo meZno ziskat sennosmdy, ktere by
v podstaté neobsahovaly sennosidy C , D a D1 .

Prakticky Uplné oddéleni sennosidd € , D a D1 ze

jako jsou napriklad nevolnosti, zvraceni, nadymani a koliky..,.

i




smési sennosidl neni podle dosavadniho stavu techniky zné-

P

me.

Podstata vynalezu

Ukolem predloZeného vyndlezu tedy je vypracovani
zZzpusobu ziskavanl sennosida A , B a Bl , ktere by byly v
podstaté prosté neZadoucich doprovodnych latek, cbzvlasté

sennosida ¢ , D a D1 .

Uvedeny ukol byl vyresen vypracovanim zpuscbu podle

pfedlozeného vynalezu, jehoZ podstata spoc¢iva v tom, Ze se

A) smés sennosidu podrobi redukci na rheine%-anthron-8- .
-glukosid |, '
B) provede se rozdélovani kapalina-kapalina ziskanych

sloucenin mezi poldrni organické rozpoustédlo, pouze

omezend misitelné s vodoula vodnou fazi, a

1
. C) rhein-9-anthron-8-glukosid, obsazZeny ve vodné fazi, se
oxiduje na sennosidy A , B a Bl a tyto se ziskavaji.

Stupen A :

Jako vychozi material pro zpusob podle predloZeného
vynalezu se vSeobecné pouzZivajli smési sennosidu, které
vznikaji pFi extrakci drogy ze senny vyse uvazovanymi
postupy. Napriklad je jako vychozl materidl pouZitelna
sennosidova smés, ktera se ziskd podle zpusobu, popsaného
v DE-A-32 00 131 . Podle tohoto ﬁpﬁsobu se nejprve aroéa
ze senny extrahuje vodnym methylalkoholem. Koncentrét;




-sidy-ve--formé--draselnych soli:

ziskany po Uplném odstranéni methylalkoholu,obsahuje senno-

L e

“Tetito Koncentrat se muze
pouzit jako vychozi materidl pro zpusob podle predloZeného
vynalezu.

Koncentrit se mGZe jesté Cistit extrakci kapalina-ka-
palina s alkoholy nebo ketony, c¢asteéné rozpustnymi ve vodé
(naptiklad 2-butanol , 2-butanon, aceton){rafinat). Takto
ziskany rafinat se okyseli na hodnotu pH 1,5 aZ 2,0 a
sennosidy se privedou ké krystaligaci za zaockovani. Zis-
kana smés surovych senncsidl je rovnéZ pouZitelnd jako
vychozi produkt pro zpisob podle pfedloieného vynalezu.
Pokud' je zapotfebi, miZe Se Smés surovych sennosidi takeé
jesté prekrystalizovat.

Alternativné se mizZe jako vychozi produkt pouZit
koncentrat, smiseny s ve vodé ¢asted¢né rozpustnym alkoﬁblem
nebo ketonem, obzvlasté s 2-butanolem. N

Pri extrakci drogy ‘ze senny ¢ini pomér drogy k ex-
trakénimu rozpoustédlu vyhodné 1 : 4 az 1 : 15 , obzvlas-
té. 1 : 4 azZ 1 : 10 .

Extrakce se vyhodné provadi za prfitomnosti pufru, jako
je napfiklad trinatriumcitrat, glycin, hydrogenuhliditan
sodny nebo sacharoEa.

Podle zpusobu podle predloZeného vynialezu se tyto
vychozi materidly podrobi dplné redukci na odpovidajici
rhein-9-anthron-8~glukesid (R = COOH) a odpovidajici aloe-
emodin-9-anthron-8-glukesid (R = CH,0H) vzorce

M S
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Jako reduk¢ni ¢inidla s vhodnym redukénim potencialenm
'je moZno uvést napfikiaé chlorid éinaty, oxid'sifiéity, .t
borovodiky alkalickych kovi a vyhodné dithionicénany alkalic-
kych kovil, obzvlasté dithioniénan sodny (natriﬁmdithio—
nit).

!

Pro provadéni redukce se miZe vychozi materidl G
predlozit ve vodném roztoku nebo suspenZi a prida se reduké-
ni ¢inidlo v pevné formé nebo rozpusténé ve vodé. MazZe se
také, obzvlasté pri pouziti primdrniho extraktu ze senﬁeso—'
vych luskt podle DE-A-32 00 31 (= vodny koncentrat) , &
pracovat ve dvoufdzové smési tak, Ze se pridad polarni e
organické rozpoustédlo, ¢astecéné misitelné s vodou, obzvla&-~

té 2-butanol nebo aceton.

Redukovat se muZe pri teploté okoli nebo pfi zvySené
teploté. Redukce se vyhodné provaddi pfi teploté v rozmezi
40 az 60 °C , obzvlasté 50 aZ 55 °C . Pracuje se pfi
slabé kyselém aZ slabé alkalickém pH roztoku vychozich
sennosidia, popripadé jejich suspeﬁae; vyhodné pfi hodnoté pH
v rozmezi S5 az 10,5 . Pokud je petfeba, miZe se redukce
provadét vicekrit, obzvlasté dvakrat aZz desetkrat.

Vytvorené 9-anthron-g8-glukosidy se vysrdii pfidavkem

LT

‘up‘




—————

kyseliny, napriklad kyseliny sirové, aZ asi na pH 2 a2z

4,5 . Teplota by pri_tom-neméla- byt -vys$si nez asi~- 40-Oc . o T

UCelné se pracuje pri srazeni anthronglukosidd a pfi jejich
iBolaci (napriklad filtraci) pod ochrannou dusikovou
atmosférou, aby se vylouédila nekontrolovana oxidace téchto
sloucenin. '

Je dulezité, aby redukce probé&hla Uplné. U&elné se
proto pouZiva redukéni &inidlo ve vysokém prebytku. Pfi po-
uziti dithioni&nanu sodného se obvykle pouziva jednonisobné
azZ ctyrnasobné mnoiZstvi dithioniénanu, vztaZeno na obsah
sennosidu ve vychozim materiilu. Kromé toho se necha
redukéni &inidlo-plsobit alespord po dobu dvou Hodin, vyhodné
alespori tfi hodin. Obvykle neprobiha redukce déle ne? deset
hodin. Vyhodné se provadi dodateénd redukce za uvedenych
podminek.

Kol
=

Ziskany produkt se pred svym zavedenim do nasleduji--

ciho stupné& B vyhodné prfesrazi tak, Ze se vodn§

/ .
roztok pridavkem baZ%e - (hydroxid sodny, hydroxid draselny)
privede. asﬂ?kodnotu pH 6 a% 7 , vodny roztok

se extrahuje 2-butanolem, acetonem nebo 2-~butanonem a pro-'
dukt se okyselenim na hodnotu pH asi 2 aZ 4 pridavkem
kyseliny opét vysrazi.

Stupen B :

v toﬁto stupni se odstrani aloeemodinové komponenty,
obzvlasté aloéemodin—9~anthron-8-glukosid. K tomu se
provede rozdélovani kapalina-kapalina u ziskanéhe produktu
v poldrnim organickém rozpoustédle, pouze omezené misitelném
s vodou, proti vodné fdzi. Vhodnd poldrni organicka
rozpousStédla jsou alkanoly se 4 aZ 5 uhlikovymi atomy




v A
.

a dialkylketony s 1 az 3 uhlikovymi atomy v alkylovych
Castech, jako je naprfiklad aceton, 1l-butancl , 2-butanol.
a 2-butanon. Vyhodné se pouZiva 2-butanol a aceton.

Vyhodné se k vodné fazi p¥rida redukéni ¢€inidlo, aby
vodnd fdze méla béhem celého rozdélovani kapalina-kapalina
redox-potencial =~-210 mV nebo negativnéjsi. Ucelné se
pouzivda stejné redukéni ¢inidlo, které se pouZivalo ve
stupni A . PFri pouziti dithioniénani alkalickych kovu jako
reduk@niep éiqidel je vseobecné dostatecny roztok o koncen-
traci 2 ai 4 % hmotnostni, pfi hodnoté pH v rozmezi - h
7 az 10,5 , aby se udriely uvaZované potencidlové podminky.
Hodnota pH se uUcelné udriuje pridavkem pufru v uvedeném
rozmezi. ' g

Objemové poméry vodné fdze (tézka faze) ku organické
fdzi (lehkd faze) Jjsou vieobecné v rozmezi 1 : 5 az 1 :
40 .

v @

Vyhodné se provadi extrakce kapalina-kapalina v proti- »
proudu. Smés anthronovych slouc¢enin se prFi_tom privadi ve = .o
formé roztoku, ziskaného po redukci, nebo, kdyZ byly
anthronové slouéeniny iBolované, privadéji se ve forme

roztoku o koncentraci 3 aZ 15 % hmotnostnich.

Po rozdéleni se nachdzi pozadovany rhein-9-anthron-
-8=-glukosid ve vodné fazi. Vysrazi se.okyselenim roztoku na
pH asi 2 aZ 4  pridavkem kyseliny a ziskd se béZnymi

metodami.

Stupen C :

V tomto stupni se rhein-anthron-8-glukosid opét

-




oxiduje na odpovidajici sennosidové slouceniny. Jako vhodna

oxidacéni_c¢inidla je-—zde-meiZne--uvést-peroxid-vodiku, oxid™

mangani¢ity, manganistan a acetonylacetondt manganity.

Vyhodné se v&ak oxidace provadi pomoci kysliku. Jako
zdroj kysliku miZe slouZit napfiklad vzduch.

Vzhledem k tomu, Ze je rhein-9-anthron-8-glukosid ve

vodé nerozpustny, prevadi se pro oxidaci do rozpustné formy.:

- Toto se provadi napriklad tak, ze se pridavkem vhodné bése_
az na hodnotu pH asi 6 -~ 7 prevede na sil s alkalickym
kovem nebo s vapnikem. "Podle potfeby se miZe do roztoku
pf;dat-nepatrné*mnoisﬁvi”'(ai'asi*'30 % Bbjémov?cﬁf'*éuééaaﬁ
¢adsteéne misitelného rozpoustédla, jako je obzvlastée 2-bu- -
tanol.

Oxidace se provadi v pokud moZno koncentrovaném
roztoku, nebot timto zplsobem je preferovana tvorba .pozado-
vanych sennosidi. Uéelné se oxidace provadi s.roztokem,
ktery obsahuje asi 250 az 300 g rhein-%-anthron-~8-gluko-
sidu na jeden litr rozpoustédla. Pri pouéiﬁi kysliku jako
oxidac¢niho ¢inidla se tento uc¢elné vede skrz roztok.

Oxidace kyslikem se miZe ulehéit pouZitim katalysmdto-
ru. ~ Jako vhodné katalysatory je moZno uvést napriklad
palladium nebo soli trojmocného Zeleza, ocbzvlasté chlorid
Zelezity. MnoZstvi katalytdtoru se obvykle pohybuje
v rozmezi 0,2 -aZ 2 % hmotnostni, vztaZeno na mnoZstvi
rhein-9-anthron48-glukosidu,a_thodné v rozmezi 0,5 a2
1 % hmotnostni. |

Alternativné se miie oxidace provadét pomoci Zelezi- -
tych soli, jako je napfiklad siran Zelezity nebo chlorid

.
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Zelezity, pfi pH v rozmezi 8 - 8,5 . Vyhodné se pri_tom
pracuje pri teploté 30 az 50 oc a za pritomnosti citratu
trojsodného.

Oxidace se provadi tak dlouho, dokud jiZ neni dokaza-
telny Zzadny rhein-9-anthron-8-glukosid (nevyskytuje se UV-
-fluorescence anthronovych sloucenin) .

Sennosidy se ziskdvaji béZnym zpusobem okyselenim zis-
kaného roztoku. Ucelné se zfedi roztok pred pridavkenm .
kyseliny v uvahu pfichazejicim rozpoustédlem (naptfiklad vo-
da/2-butanol) na dvojnasobek aZ trojnasobek stavajiciho
objemu. Timto zpisobem se dosahne toho, Ze rhein-8-gluko-
sid, vytvoreny jako vedlejsi produkt, zustavad pri vysraiZenis

sennosidl prakticky uplné v roztoku.

Oddéleni rhein-8-glukosidu se miZe také provadét pres
védpenaté soli, nebot vapenatd sl rhein-8-glukosidu je

nerozpustnd a vysrdii se, zatimco vapenatd sul sennosidd

zustava v roztoku. i

e

e
A

Sennosidy se okyselenim pridavkem kyseliny na hodnotu
pH asi 2 aZ 4 vysraii a potom se ziskaji obvyklym zpuso-

bem.

‘U ziskanych sennosidd se jednd v podstaté o sennosidy
A, BaaAl. ‘Jsou v podstaté prosté sennosidu ¢, DabDl
a ostatnich aloeemodinovych sloudenin. Obsah sennosidd C ,
D a D1 v produktu; ziskatelném zpusobem podle predloZeného
vyndlezu, je ni2$i neZ 100 ppm (stanoveno pomoci analytic-

ké metody, uvedené v prikladové casti.

Vyndlez se také tyka smési sennosidd A , B a Al , zis-
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katelné zpisobem podle vyndlezu, jakoZ i farmaceutlckych

UrostrEdku ktere—uvedeneu—smes—cbsahujI— e e e e e

Oblast pouZiti, aplikovand mnoZstvi a vhodné aplikac¢ni

formy jsou znamé z jiZ vyse uvaZované publikace. -

Priklady provedeni vyndlezu

" NasTledujici pfiklady provedeni slouzi k blizsimu
- objasnéni predloZeného vyndlezu. -

- PE'iklad "1™ -~ -
Ziskavani smési sennosidd, pouZité jako vychozi materidl

IDo dvou v radé usporddanych perkolatorid ‘o 6bjemui 250
litrd se d4 40 kg drogy ze senny (obsah sennosidi |
asi. 1,5 % hmotnostnich) a prekryje se dérovanou ocelovou
deskou. Jako rozpoustédlo pro extrakci se pouZije 70%
methylalkohol, ktery se p¥ivadi na drogu v prvnim perkolato-
ru. Roztok, vytvofeny v prvnim perkolatoru, se vede na
drogu, nachdzejici se ve druhém perkoldtoru. Pri_tom se
ponechd rozpoustédlo volné téci pres prvni perkolator.

. Pro extrakci 40 kg drogy ze senny se pouzije celkem

160 litrd rozpousStédla. Potom co se tento objem 70%

methylalkoholu prevede pfes oba perkoldatory a zachyti se

odpovidajici mnoZstvi perkoldtu, pfipoji se vyprazdnovaci

hadice perkolatoru na dale zarazenou nadrZ a pres _ -
perkolatory se jeSté dodateéné vede 60 litri 70% methyl-

alkbholu. Potom se vede zbylé volné rozpoustédle z prvnlho :
perkolatoru do horni &asti druhého perkolatoru a shromazduje
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se dodateény perkolat, aZ se ziskd celkem 120 litru. Potom :
se vyprazdni prvni perkolator, naplni se znovu 40 kg drogy

ze senny a dodatecny perkoladt se ¢erpa na drogu, pricemZ

posta¢i 120 litrG dodatecného perkolatu k tomu, aby se

droga v perkoldtoru prekryla. Potom se upravi teplota

roztoku na 30 °C , nadei se necha stat ptes noc.

Potom se spoji tento perkolator s dfive extrahovanym . -

a extrakce se provadi,jak je vyse-popsano.

Na kazdych 40 kg drogy sehﬁé'sh}oﬁéidi*‘lﬁo litrd
perkolatu, ze kterého se methanol potom dstrani ve vakuové
rotacni odparce, opatrené sloupcem s néﬁEonmi télisky.

Ziska se takto asi 30 litrd koncentratu.

Tento koncentrat se extrahuje stejnym objemem vodou .

nasyceného 2-butanolu. Faze se rozdéli a vodna faze se .

dale zpracovava.

Stupen A : . _ : P . g
Redukce sennosidu na rhein-9-anthron-8-glukosidy

1,0 litr extrahovaného koncentritu se pomoci 48%
(hmots) hydroxidu sodného zalkaliguje na hodnou pH 7,5 .
ZahFeje se na teplotu 60 °C a za michiani se béhem pul )
hodiny pridé do roztoku 90 g dithioniénanu sodného v pevné
formé. Po ukonéeni pridavku se michd jesté aaléi‘hodinu.
Potom se za michani pfida koncentrovanid kyselina éirové az
do dosaZeni hodnoty pH = 2 . Smés se ochladi v prubéhu 2.
hodin na teplotu okoli, vysréiené‘krystalické sraZzenina se
odfiltruje a promyje se vodou, obsahujici oxid sifiéity.




- Vytézek-: 90 %' . S
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Pokud je treba, tak se surovy rhein-9-anthron-8-glu-

w--kosid. pEesrdZi-.—-Jesté—vlhky -filtraéni—kold¢se rozpusti ve ~ ~ 7

smési 15 objemovych dild 2-butanolu a 85 objemovych dila
vody, kterd obsahuje 0,5 % hmotnostnich pyrosific¢itanu
sodnéhOjtak, aby se ziskal pfidavkem 48% (hmot.) roztoku
hydroxidu sodného az na pH 7 10% roztok (hmotnost/objem).
Roztok se potom okyseli koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou na pH 2,8 nebo niZ3i a nechi se stdt po

dobu 2 hodin. Vypadla sraZenina se odfiltruje, promyje se

..........

" ‘'vodou,obsahujici oxid si¥iéity nebo pyrosifiéitan sodny

a vysusi se.

S produktem, ziskanym uvedenym zpUsobem, se znovu

. provadi redukce (dodatecnd redukce) nasledujicim zpliso-

bem :

.-
.

3,0 g surového vysuseného rhein-9-anthron-8-glukosidu

‘nebo odpovidajici mnoZstvi vlhkého produktu se rozpusti

spoleénéd s 1,4 g dithioniénanu soedného a 2,3 ml 5 N
hydroxidu sodného v 15 ml vody. Potom se doplni vodou na
24 ml a roztok se zahfiva po dobu 20 minut p¥i teploté .55
Oc . Potom se pridd dal&ich 1,5 g ditioniénanu sodného

a roztok se zah#ivad po dobu 20 minut pFi teploté 55 °C .
Ddle se pridd 0,9 ml S N hydroxidu sodného a 1,5 g di-
thioni&nanu sodného. Po dvacetiminutovém zah¥ivani na
teplotu 55 °C se jesté jednou pridd 0,9 ml 5 N hydroxidu
sodného. Takto ziskany roztok se zavadi primo do

nasledujici extrakce kapalina-kapalina.

Stuperi B :

|
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Oddélovani aloeemodinovych komponent

0Oddélovani aloeemodinovych komponent se provadi
rozdélovanim kapalina-kapalina 9-anthron-8-glukosida v pro-
tiproudu za pomoci aparatu;ty ze 60 michacich—odluébvacicb
jednotek (Mixer—Settler-Apparatur) . Jako vodna tézsi faze
5

[P8]

se pouzije roztok 3,0 g u;;ulonqcnanu scdnéhc ve ml
5 N hydroxidu sodného a 96 ml vody. Jako organicka, lehé&i
fize, se pouZije (vodou nasyceny} 2-butanol nebo aceton.
Bbé faze se vedou pres aparaturu tak, aby objemovy pomer

tézsi faze ku lehci fazi byl 1 : 10 .

Rozdélovand smés se privddi do aparatury ve formé
¢erstvé redukovaného roztoku nebo ve formé roztoku o odpo-
vidajici hodnoté pH a o odpovidajici koncentraci, obsahuji-
ciho 9-anthron-8-glukosidy, a sice takovym zpﬁsobem, Ze se
pro objemovy dil rozdélované smési pouZije 30 objemovych
dilld organické faze.

Hodnota pH roztoku, obsahujiciho smés, se udriuje “
pomoci glycinového pufru na 9 - 9,5 . Tento pufr, sestévaf;
jici ze 3 objemovych dilua 7,5% glycinového roztoku a jed-
noho objemového dilu 1 N hydroxidu sodného, se piidava

v mnozstvi 240 ml roztoku pufru na 150 g surového rhein-
-9-anthron-8-glukosidu. NeZadouci aloeemodinové slouceniny
se obohacuji v organické fazi, zatimco rhein-9-anthron-8-
-glukosid zUstava ve vodné fazi. Vodna fdze se kyselinou
sirovou okyseli na hodnotu pH 2,8, vytvorena sraZenina se
odfiltruje a proemyje se veodou a acetonem a na vzduchu se
vysusi pfi teploté okoli. Uvedenym zpusobem se ziskad rhein-
-9-anthron-8-glukosid s obsahem aloeemodinovych Komponent

49 ppm (stanoveno jako aloeemodin). |

£
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VytéZek : 97 % , vztazZeno na rhein-9-anthron-glukosid.

—— [

e e —— & M e —————

Stupen C :

Oxidace rhein-9-anthron-8-~glukosidu

18,8 g ziskaného rhein-9-anthron-8-glukosidu se roz-
pusti v 56 ml vody a' 11 ml 2-butanolu, priéemZ se pfida
.17 N hydroxid sodny aZ do dosaZeni hodnoty pH 6,5 . Timto
roztokem se Ve valdovité nadobé probublava za pomoci sklené-
né frity vzduch po dobu 5 hodin a za michani. Rychlost
* proudéni vzduchu éini 40 ml/min . Pribéh oxidace se sledu-
- je pomoci- HPLC . - ' T -

: Kdyz jiz nehi dokazatelny  Zadny rhein-%-anthron-8-glu-
kosid, zfedi. se roztok na asi 200 ml smési vody a butylal-
koholu 56/11 . Potom se pridd koncentrovand kyselina-~-
chlorovadikovd aZ do dosaZeni hodnoty pH 1,5 a% 2,0 a ’'reak-
¢ni smés senmichéfpo dobu 2 hodin pri teploté mistnosti.
Vyloucené Kkrystaly se odfiltruji, promyji se vodou a aceto-
nem a ususi se. Ziskd se takto 14,4 g (76 %) dcisté smési
sennosidd s obsahem 41 ppm aloeemidinovych komponent (sta-
noveno jako aloeemodin) podle analytického postupu, popsa-
ného v prikladé 2 , stupen C .

Priklad 2
Opakuje se extrakce drogy ze senny a redukce sennosi-
dd, popsanad v pfikladé. 1 , avsak oxidace ve stupni C se
- provadi nasledujicim zplusobenm :

150 g ¢istych rhein-9-anthron-8-glukosidi a 75 g
hexahydratu chloridu Zelezitého se rozpusti ve 480 ml vody




_15-.

a 120 ml 2-butanolu. Potom se pfidd 48% (hmot.) roztok
hydroxidu sodného aZ do dosaZeni hodnoty pH 6,5 a rhein-9-
-anthron-8-glukosid je rozpustény. Roztok se da do nadoby
se dnem 2ze sintrované desky, naceZ se skrz roztok vede Zivy
proud vzduchu. Oxidace je ukonCena po asi 30 minutach.
Potom se roztok zredi smési ze 120 ml 2-butanclu a 480 ml
vody, prida se i

roztoku se nastavi pfidavkem koncentrované kyseliny chloro-
vodikové na 2,0 . Roztok se potom michd po dobu 18 hodin,.
vytvorend sraZenina se odfiltruje, promyje se 800 ml
acetonuka ﬁsﬁéi se. Qbéah anthféﬁoidov?ch sloudenin v pro-

. duktu je v rozmezi 94 aZ 95 %

Produkt se vyjme do 200 ml 2-butanolu a vysrazi se
pomoci 800 ml vody za pridavku 5,5 g pyrosifi¢itanu sodné-
ho. Po odfiltrovdni a ususeni vypadlé sraZeniny se ziska
95,4 g produktu z anthranoidovych slouc¢enin o nasledujicim

!
sloZeni (podle HPLC, analyga typického pokusu) :

PO

Rhein-8-glukosid 1,5 % hmotnostnich‘
sennosid B 49,7 % hmotnostnich =
sennosid Al 13,3 % hmotnostnich
sennosid A : 33,6 % hmotnostnich
sennidin monoglukosidy - 0,1 % hmotnostnich
rhein | 0,02 % hmotnostnich

99,22 % hmotnostnich

Sennosidy C a D a aloeemodinglukosid nebylo moZno
pomoci HPLC dokdzat. Celkovy obsah aloeemodinu a jeho

derivatu byl stanoven na 30 ppm pomoci nadsledujici metody :
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Sennecsidy C a D a aloeemédin-s—glukosid se nedaji v

ppm-oblasti_jiZ pomoci-HRLC-chromategrafie jake--sennosidy- -

spolehlivé stanovit. Je tedy potfebné zkoumanou latku
prevést oxidaci pomoci chloridu Zelezitého za soucasné
hydrolfzy kyselinou chlorovodikovou ve dvoufazové smési z
vodného roztoku a tetrachlormethanu na rhein, popfipadé
aloeemodin. Rhein se potom prevede na sul, takZe se miZe
extrahovat do vodné faze a aloeemodin se miZe v organické -
fazi stanovit pomoci HPLC . Timto zpusobem se mize udavat
celkovy obsah sennosidi C a D a aloeemodih—s—glukésidﬁ a os-
tatnich aloeemodinovych komponent, vyjadfeno jako aloeemo-
din.

Priklad .3

Opakuje se extrakce drogy ze senny a redukce sennosi-
di, popsand v pfikladé 1 . Dodatednd redukce se-potom pro-
vadi ndsledujicim zplsobenm :

Rozpusti se 14,0 g sacharésy, 4,5 g dithioniénanu sodného -
(85%) a 13,3 g octanu sodnéhe ve 133 ml vody a k tomuto .
roztoku se prida 1,3 ml 48% {(hmot.) roztoku hydroxidu
sodného a 17,3 g uhli¢itanu draselného. Potom se smisi

se 293 m]l acetonu a 50 ml vody. Reakéni smés se tfepe ve
tfepaci ndlevce, potom se fdze oddeéli a ziskd se 375 ml
horni fdze (acetonova fdze) a 130 ml spodni féze .

V 98 ml spodni fdze se rozpusti 1,4‘ml 48% (hmot.)
roztoku hydroxidu sodného a 10 g surového rhein-9-anthron-
-8-glukosidu. Smés se zahfeje na teplotu v rozmezi 45 a3
50 °C a ponecha se pri této teploté po dobu 20 aiZ 30
minut. Potom se pfidda 1,0 ml 48% (hmot.) roztoku hydroxidu
sodného a2 3,4 g dithioniénanu sodného a zahfiva se po dobu

-
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dalsich 20 aZ 30 minut na teplotu v rozmezi 45 aZ 50
®c . Nakonec se znovu prida 1,0 ml 48% (hmot.) roztoku
hydroxidu sodného a 3,4 g dithioni¢nanu sodného a znovu se
po dobu 20 aZ 30 minut zahfivd na teplotu v rozmezi 45
az 5o °c

délovanim kapalina-kapalina redukovaného roztoku v proti-
proudu proti vyse uvazZované horni fazi (acetonova faze) .
Odtékajici rafinatova faze, obsahujici rhein-9-anthron-8-
-glukosid, se odpa¥i na objen 400 ml a smisi se se 20 ml-
2=butanolu, nacei se okyseli pridavkem kyseliny chlorovo-
dikové nebo kyseliny sirové na hodnotu pH 4,0 aZ 4,2. Vy-
-tvorend sraZenina se odfiltruje, promyje se 40 ml vody

a 30 ml acetonu a potom se vysusi. Nasledujici oxidace
prokiha zpﬁsobem/popsan?m v prikladé . 2 .

P¥riklad 4

4 ;

Koncentrat, ziskany po extrakci drogy ze senny, se. - P

smisi s asi 2 litry 2-butanolu. Redukce smési koncentratu
2 plodl senny a 2-butanolu se potom provadi v sedmi
stupnich pod atmosférou dusiku jako ochranného plynu. Po
redukénim stupni I se provadi srazeni surového rhein-9-an-
thron-s?glukosidu. ‘

Redukéni stupen I

100 litrt smési koncentratu z plodld senny a 2-butano-

lu, obsahujiciho asi 4 kg sennosidl, se predlozi do michané
nadrZe a prekryje se dusikovou atmosférou. Z2a michdni se po
socbé prida 6 litrda 20% (hmot.) roztoku hydroxidu sodného
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a potom 350 litrt vodou nasyceného 2-butanolu (napriklad

potom zahfeje na teplotu v rozmezi 42 aZ 50 °C a smisi
se se 7 kg dithionic¢nanu sodného, nacei se reakéni smés
michd jeSté po dobu 45 minut. Hodnota pH se udriuje

pomoci 20% (hmot.) hydroxidu sodného v rozmezi 7,5 az 8.
Redukéni potencidl.(proti Ag/AgCl - elektrodé) se podle -
potfeby udriuje pridavkem dithioniénanu sodného pod -630
mV . Po ochlazeni na teplotu v rozmezi 30 a3 35 °C se
roztok vysraii pomoci okyseleni 10% (hmot.) Kkyselinou =
sirovou na pH niz3i nez 4 v pribéhu 1,5 hodiny. Vznikla
suspenge se pri pomalych otdckach michadla michd pri teploté

. -nizdi.nei .25-9C -po dobu+asi~10 hodin%t *"Vznikla" sraZenina ™~

se odfiltruje. Potom se sraZenina suspenduje v 60

litrech 15% (hmot.) 2-butanolu, michd se po dobu 30 ﬁinut
pri teploté v rozmezi 50 az 60.9C a znovu se prefiltruje.
Zbytek se promyje 100 litry demineraliBované vody. Surovy
thééek rhein-9-anthron~8-glukosidu, vztazZeno na vsazené

apre

sennosidy, je vysSsSi ne? 82 % .

Reduk&ni stuped: II

3,3 kg suroveho rhein-9-anthron-8-glukosidu z reduk-
¢niho stupné I se suspenduje ve smési 42 litrt deminera-
limované vody a 7,4 litri 2-butanolu. Pomoci 2 litrd
20%. (hmot.) hydroxidu sodného a 9,9 kg citrdtu trojsodného

~Se suspenge prevede do roztoku a tento se potom smisi

se 3,3 kg dithioni¢nanu sodného a 350 litry vodou
nasyceného 2-butanolu (napfiklad ze stupné III) . Vsazka
se vyhfeje na teplotu v rozmezi 42 aZ 45 °C . Hodnota pH
se udrZuje pomoci 20% (hmot.) hydroxidu sodného v rozmezi

8,5 aZ 9 . Redukcnl potencidl (proti Ag/AgCl - elektro~ -

dé) se podle potfeby udriuje pridavkem dithioni¢nanu sod-

___ze stupné II) _a_smés._se_michd-po-dobu-—15 -minut=—-Vsdzka-se—— "~ "

...........
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ného pod =750 nv .

Po tricetiminutovém stani se horni faze odebere a

spodni faze se dale zpracuje ve stupni III .
Redukéni stupen III
Se spodni fazi ze stupné II se za pridavku nasle-

dujicich chemikdlii opakuje redukéné-extrakéni postup, po-
psany ve stupni II :

1,65 kg dithionié¢nan sodny
0,8 1 20% (hmot.) hydroxid sodny
350 1 vodou nasyceny 2-butanol (napfiklad ze

B2

stupné 1IV) .
Redukéni stupen IV - VII

‘ Se spodni fdzi ze vidy predchdzejiciho stupné se za
pfidavku nasledujicich chemikdlii opakuje redukéné - ex-

-

trakéni postup, popsany ve stupni II :

0,825 kg dithioniénan sodny
0,41 20% (hmot.) hydroxid sodny
350 1 vodou nasyceny 2-butanol (naptiklad ze

vidy nasledujiciho stupné - princip pro-
tiproudu)

Spodni faze, oddélend ve stupni VII , se ochladi na’
teplotu v rozmezi 30 aZ 35 °C a rhein—Q—aﬁfhron-nglu-'
kosid se vysrdZi stejné, jako je uvedeno ve stupni I .
Vzniklad sraZenina se odfiltruje a promyje‘se- 100‘1itry de-.
mineraligované vody. Potom se ptekryje 10 litry roztoku
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siranu Zelezitého (28 kg siranu Zelezitého v 10 litrech

demineralizované vody) . ... ..

Rhein-9-anthron-8-glukosid se potom prevede na senno-
sid stejné, jako je popsédno v prikladé 1 nebo 2 .

Priklad 5

Oxidace rhein-9-anthron-8-glukosidu miZe také probihat
nisledujicim zplisobem :

6,0 kg filtraéné vlhkého rhein-9-anthron-8-glukosidu
se smisi se 12,6 kg citrdtu trojsodného. Tato smés se za
- silného michani rozpusti Vv 7,0 litrech 1 N hydroxidu )
sodného .a smisi.se s 0,7 litry 2-butanolu. Potom se tato
smés smisi s 8,8 litry roztoku siranu Zelezitého. (28 kg )
siranu Zelezitého ve 100 litrech demineraligované vody) a
s takovym mnoZstvim 20% hydroxidu sodného, aby se dosahlo
hodnoty pH 8,3 . Reakéni smés se nechd po dobu. 3 az 4
hodin reagovat.pri teploté asi 40 °C , potom se okyseli 52%
kyselinou sirovou'na hodnotu pH 1,8 - 2,0 a zpracuje se

stejné, jako je uvedeno v priklade 1 .
Priklad 6

Alternativné se prevede do roztoku rhein-9-anthron-8-
—-glukosid v 50 ml vody pridavkem roztoku hydroxidu védpena-
tého a sacharéﬁy (vyrobeného suspendovanim 7,0 g hydroxidu
vapenatého v roztoku 30,0 g sacharézy ve 100 ml vody a od-
stranénim nerozpusténého hydroxidu vépenatého) . Potom se
prida 20 ml 2-butanolu a po dobu 90 minut se do roztoku
zavadi Zivym proudem vzduch, nadeZ se pfidid 5,0 g dihydratu
chloridu vapenatého a hodnota pH se nastavi pomoci roztoku
hydroxidu vépenatého a sacharéiy na 8,5 . Vytvorena

"
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‘sraZenina se odfiltruje, filtfét se zredi pridavkem vody na

objem 340 ml, smisi se se 60 ml 2-butanolu a hodnota pH
se nastavi pomoci koncentrované kyseliny chlorovodikové na
2,0 . Dalsi zpracovani probiha stejné, jako je popsano

v prikladé 1 .

Farmakologické zkousky

Laxativni Ué&inek

1 - - - - o mL.om i L TS 3 . £l EURCI ¥ 3 T

Laxativni efekt smési sennosidl podle predloZeného
vyndlezu byl zkousen na mysSich. Pouziji se samci mysi
NMRI-i , které se béhem pokusu udrZuji v plexisklovych
klecich a poddvda se jim standardni krmivova smés s vodovod-
ni vodou (1 : 1) v kasovité konmistenci. Oddélené
dodavéni pitné vody se béhem pokusu neprovadi.

Zviratim se poddva 100 , 200 a 400 mg/kg smési
sennosida v 10 ml 0,5% hydrogenuhlicéitanu sodného/kg ‘po—‘r

moci jicnové sondy.

Po aplikaci testovanych sloucdenin se zachycuje trus
a mo¢ zvifat po dobu 24 hodin a vyhodnocuje se. Ziskané
vysledky, vztaZené na kilogram télesné hmotnosti, jsou
shrnuty v nasledujici tabulce.

,a
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Z uvedenych vysledkl je zfejmé, Ze sennosidy vykazuji

" dobry laxativni uc¢inek, ktery se dostavuje relativné rychle.

Dobu do vyskytu prvniho mékkého trusu (2 hediny) Jje treba
v8ak jesté porovnat s predchozim tranzitem pfes tluste

- P ) cam s /
tfevo a vzit v udvahu ovlivnéni sennosidd mikroflorou tlus-

n

tého stfeva. Vztah ddvky a udinku je zFejmy.
Akutni toxicita

- - . . . . ‘. -
VZdy 10 samcum a samicim krys Wistar se jednorazové

podaji sennosidy v davce 2000 aZ 25000 mg/kg pomoci jic-

nové sondy.

Makroskopicka poSkozeni orgénﬁ; zpusobend podévanou
latkou, nebyla u krys pozorovana. 2jisténé hodnoty LDgg

jsou nédsledujici :

Samci krys : 5.200 + 840)
- 720) mg/kg
samice Kkrys : * 3.530 + 380)

340) mg/kg .

U samcd a samic my$i (n = 8 , kmen NMRI} nevedla
maximdlni aplikovand davka 5.000 mg/kg . k Zadnému prfipadu
smrti. PrUjem nastal u vSech my$i, i kdyZ v mendi mife nei
u krys. Hodnoty LDs, byly pro obé pohlavi vy$si nez '
5.000 mg/kg .
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Zplisob vyroby sennosidd A , B a A1 vzorce
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‘které neobsahuji sennosidy C , D a D1 a aloeemodinové- -
komponenty nebo tyto obsahuji pouze ve stopiach pod 100 ppm,

vyznacujici se

A)

'B)

tim, Ze se

sm€s sennosidd, obsahujici sennosidy A, Al, B, C,
D a D1,podrobi redukci na rhein-9-anthron-8-glukosid

a aloeemodin-9-anthron-8-glukosid pomoci redukéniho

- ¢inidla ze skupiny,zahrnujici chlorid cinat?, oxid

kovy a dlthlonlénany alkallckych kovl ,

provede se rozdélovani kapalina-kapalina ziskanych

sloucenin mezi polarni organické rozpoustédlo, pouze _
omezené misitelné s vodou, vybrané ze skupiny,zahrnu-
jici alkanoly se 4 az 5 uhlikovymi atomy a alkylke- 2

tony s 1 az 3 uhlikovymi atomy v kazdém alkylu,a mezi

vodnou fazi, a



@ AL

C) rhein-9-anthron-8-glukosid, obsaZeny ve vodné fazi, se
opét oxiduje na odpovidajici sennosidy A, Al a B po-
moci oxidaéniho ¢inidla, vybraného ze skupiny, zahrnu-
jici kyslik, Zelezité soli, peroxid vodiku, oxid man-

ganic¢ity, manganistany a acetonylacetondt manganity.

2. Zpisob
vyznaéujici se tim, Ze se pouzije smés
sennosidd z extraktu drogy ze senny pomeci methylalkoholu,
vyhodné za pfitomnosti pufru.

3. Zplisob podle nédroku 1 nebo 2 ,

vyznadujici se tim, Ze se ve stupni

A pouZije jako redukéni c¢inidlo dithioniénan alkalického

kovu.

4. Zptisob podle naroku 3 ,
vyznacujici se tim, Ze se pracuje pri

hodnoté pH v rozmezi 5 aZ 10,5

5. Zplsob podle narokdi 1 az 4 ,
vyznacujici se tim, Ze se ve stupni B

pouZije jako polarni organické rozpoustédlo 2-butanol.

6. Zpusob podle narokt 1 az 4 ,
vyznacujici se tim, zZe se ve stupni B

pouZije jako poldrni organické rozpoustédlo aceton.

7. Zplsob podle narokd 1 aZ 6,
vyznadcujici se tim, Ze se ve stupni B
pouZije vodn& faze, jejiz redox potencial je -210 mV nebo

v 4

negativnéjsi

v

8. Zplisob podle narokilt 1 az 6 ,

vyznadujici se tim, 2e se rozdélovani




kapalina-kapalina ve stupni B provadi v protiproudu.

.9, Zplsob_podle nArokf._. 1. .aF 8, .o s e

vyznadcujici 5 e tim, Ze se oxidace ve stup-

ni C provadi pomoci kysliku nebo Zelezitych soli.

10. Zpisob podle naroku 9 ,

T e AT

vyznadcuijici s e tim, Ze se oxidace provadi

pomoci kysliku pfi slabé kyselém pH v rozmezi 6 a3 7

----- 11.- - Zpisob podle nirokd 9 nebo 10 ,
vyznacujici se tim, Ze se oxidace pomoci
kysliku provadi za pritomnosti katalysatoru, obzvlasté zZe-

e e e - lezity’Chﬁsoli.a - t-...qh...__:------..--.,d—--q-.wv-:-..--«- B I T T

12. Farmaceuticky prostfedek s laxativnim d&inkem,

vyznadcdujici se tim, Ze jako Einnou latku

obsahuje sennosidy A, B a Al , které jsou prostélsennosidﬁ

C, D a Di a aloeemodinovych kom onent, nebo tyto gbsahuji -
] , Fobeom, fas 11
pouze ve stopach pod 100 ppm, olu s Obvyklymi farmaceu-

tickymi nosi¢i a pomocnymi létkami.
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