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DESCRIPCION
Método para preparar albiflorina y paeoniflorina
Campo de la invencion

La invencion pertenece al campo técnico de los medicamentos y se refiere a un método para separar y extraer
compuestos en el campo quimico, en particular a un procedimiento de preparacién de los materiales activos
bioldgicos naturales de planta paeoniflorina y albiflorina.

Antecedentes de la invencion

Paeonia Lactiflora, perteneciente a la planta herbacea perenne ranunculacea paeonioideae hutch, y sus raices
secadas se pueden usar como un medicamento. Dos tipos de peonias se registran en la edicion de 2010 de la
Farmacopea china, una de las cuales es Radix Paeoniae Alba, que es la raiz secada de Paeoniae Lactiflora Pall, y la
otra es Radix Paeoniae Rubra, que es la raiz secada de Paeonia Veitchii Lynch. Una pluralidad de preparaciones
medicinales chinas tradicionales que contienen Paeonia Lactiflora aparece actualmente en el mercado, tales como
comprimidos contra la trombosis cerebral, capsulas beneficiosas para el cerebro y de rehabilitacién, comprimidos
para ftratar pardlisis, pildoras de resurreccion, pildoras activadoras colaterales y similares, que se usan
principalmente para tratar enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, neuralgia, hipertension, abortos,
dismenorrea, etc. La investigacion quimica moderna muestra que la peonia consiste principalmente en paeoniflorina,
albiflorina, oxipaeoniflorina, benzoilpaeoniflorina y otros componentes. Debido al alto contenido de paeoniflorina en
el material medicinal, y su disponibilidad comparativamente facil del producto puro, existen mas informes e
investigaciones sobre la paeoniflorina. La paeoniflorina tiene actividades de alivio del dolor, calmante, protectora del
higado, resistente a la inflamacién, regulador inmunitario, dilatacion de los vasos sanguineos, mejora de los
comportamiento de aprendizaje y memorizacion y similares, y se puede usar para tratar artritis reumatoide, hepatitis,
enfermedades seniles, etc. Durante mucho tiempo, la mayoria de los estudios consideraron que la paeoniflorina,
como un ingrediente activo principal de la peonia, se puede tomar como un indice para medir el medicamento que
contiene peonia y para evaluar el comportamiento de calidad del medicamento dependiendo de su contenido.

La albiflorina pertenece a los compuestos monoterpenoides, la férmula molecular es C23H25011, el peso molecular es
480,46 y la estructura molecular se muestra como FORMULA (I); la paeoniflorina pertenece a los compuestos
monoterpenoides, la formula molecular es Cz3H258011, €l peso molecular es 480,46 y la estructura molecular se
muestra como FORMULA (I).
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En los ultimos afios, la investigacion farmacolégica moderna encontré que la albiflorina tiene funciones de alivio del
dolor, calmar y resistir la convulsion, asi como una funcién sobre el sistema inmunitario, el musculo liso, resistencia a
la inflamacién y a microorganismos patégenos y proteccion del higado. Clinicamente, la albiflorina se usa
principalmente para la resistencia a la epilepsia, el alivio del dolor, la rehabilitacion de drogas, el alivio del vértigo, el
tratamiento de la artritis reumatoide, la disenteria bacilar y la enteritis, la hepatitis viral y enfermedades seniles, la
resistencia a la floculacion de sulfato de bario y la disolucion del moco.

Por lo tanto, la investigacion sobre la albiflorina esta incrementando cada vez mas la atencién. Por ejemplo, una
patente de invencién de 200510045840.0 divulga una composicion extraida y separada de radix paeoniae alba
(paeonia lactifora pall), que contiene los compuestos activos paeoniflorina y albiflorina, en donde el contenido total
de estos dos componentes es 50-95%, y la relacion de paeoniflorina a albiflorina en la composicién esta en 1:10-
10:1. La composicién se usa para preparar medicamentos para tratar la leucopenia, disminucion de plagquetas y
hemoglobina provocada por diversas razones. Para otro ejemplo, una patente de invencién de 200710132810.2
divulga una composicion farmacéutica que contiene paeoniflorina y albiflorina, en donde la relacion de paeoniflorina
a albiflorina en la composicién estda en 10:1 - 50:1. Esta composicion se puede usar para prevenir y tratar
enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares. Sin embargo, las susodichas investigaciones solo se limitan a
los efectos farmacologicos de la paeoniflorina y la albiflorina, y su producto es una composicion de la paeoniflorina y
la albiflorina.

Debido a las propiedades técnicas de la albiflorina, es dificil preparar albiflorina de alta pureza. No hay una técnica
simple y comoda en la investigacion existente para preparar albiflorina de alta pureza con bajo coste y a gran escala.
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Por ejemplo, una patente de invencion de 200910100680.3 divulga un método para preparar albiflorina mediante
cromatografia en lecho movil simulada (SMBC). Este método usaba extracto de glucésidos totales de peonia como
una materia prima y prepara la albiflorina para preparar albiflorina mediante SMBC, en donde la fase inmovil de
SMBC es gel de silice C18, y la fase movil es una solucion mixta de metanol o acetonitrilo y agua, acido férmico y
alcohol isopropilico. En la solucién mixta, en porcentaje en volumen, el metanol o el acetonitrilo supone 10-50%, el
agua supone 50-90%, el acido formico supone 0-1% y el alcohol isopropilico supone 0-2%, y el porcentaje en
volumen total de los diversos componentes es 100%. La pureza de la albiflorina preparada mediante este método
puede ser mayor de 90%, pero esto no es adecuado para la produccién en masa, teniendo en cuenta la gran
cantidad de gasto en el gel de silice en fase inversa (RP-C18), el procedimiento complejo, el control estricto de las
condiciones y su coste posterior.

Por lo tanto, no existe una técnica tal que pueda cumplir la necesidad de la produccién industrial y productos de alta
pureza de paeoniflorina y albiflorina simultaneamente.

Compendio de la invencion

El objetivo de esta invencion es proporcionar un método para preparar paeoniflorina y albiflorina simultaneamente,
con un procedimiento de funcionamiento simple y un ciclo de produccién corto. En un procedimiento, que usa el
método de la invencion, la paeoniflorina y la albiflorina se pueden obtener a nivel de kilogramos, respectivamente. La
paeoniflorina y la albiflorina preparadas tienen un alto contenido y las purezas pueden ser mayores de 90%. Usar
este método para preparar paeoniflorina y albiflorina puede reducir notablemente el coste de produccioén, y es
aplicable a la preparacion masiva y la produccioén industrial.

Para conseguir el proposito, por una parte, la invencién divulga un método para preparar paeoniflorina y albiflorina,
que comprende las siguientes etapas secuencialmente:

a) percolar y extraer Paeonia Lactiflora mediante un procedimiento de extraccion con percolacion para obtener
extracto de Paeonia Lactiflora; y

b) llevar a cabo cromatografia de separacion en resina macroporosa en el extracto de Paeonia Lactiflora para
obtener una mezcla de separacion en columna de resina macroporosa;

c) llevar a cabo cromatografia en columna de alimina en la mezcla de separacién en columna de resina
macroporosa, en donde la cromatografia en columna de alimina comprende:

c-1) disolver la mezcla de separacion en columna de resina macroporosa; afiadir 6xido de aluminio a la
solucion de la mezcla de separacion en columna de resina macroporosa, y secar para obtener una muestra
de cromatografia en alimina;

c-2) disponer la muestra de cromatografia en columna en la parte superior de la columna de alimina; eluir la
columna de alimina con acetato de etilo como eluyente; recoger fluido de la columna de alumina después de
eluir; combinar los flujos/el flujo de paeoniflorina y/o albiflorina en el fluido, para obtener liquido de elucién de
cromatografia en alimina; y

c-3) secar el liquido de eluciéon de cromatografia en alimina para obtener una mezcla de cromatografia en
alimina;

d) llevar a cabo cromatografia en columna de gel de silice en la mezcla de cromatografia en alumina, en donde
la cromatografia en columna de gel de silice comprende:

d-1) disolver la mezcla de cromatografia en alimina, afiadir gel de silice a la soluciéon de la mezcla de
cromatografia en alimina y a continuacion secar para obtener una muestra de cromatografia en gel de silice;

d-2) disponer la muestra de cromatografia en gel de silice en la parte superior de la columna de gel de silice;
eluir la columna de gel de silice con acetato de etilo como eluyente; recoger fluido de la columna de gel de
silice después de eluir; combinar el flujo de paeoniflorina o albiflorina en el fluido, respectivamente; y

d-3) evaporar los flujos que contienen paeoniflorina o albiflorina hasta sequedad, respectivamente, para
obtener dos productos separados, paeoniflorina y albiflorina.

En donde, en la etapa a), se adopta agua, etanol o metanol como disolvente de extraccién para dicha percolacion y
extraccion, preferiblemente agua.

Especificamente, la relacion del volumen del disolvente de extraccion al peso de la Paeonia lactiflora esta en 5-20:1,
es decir, cuando el peso (peso seco) de la Paeonia lactiflora es 1 kg, el volumen del disolvente de extraccion es 5-20
L, o, cuando el peso (peso seco) de la Paeonia lactiflora es 1 g, el volumen del disolvente de extraccion es 5-20 ml.

En particular, en el procedimiento de extraccion con percolacion, la relacion de flujo del disolvente de extraccion por
hora al peso de la Paeonia lactiflora es 0,5-8:1, preferiblemente 1-5:1, es decir cuando el peso (peso seco) de la
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Paeonia lactiflora es 1 kg, el flujo del disolvente de extraccién por hora es 0,5-8 L, o, cuando el peso (peso seco) de
la Paeonia lactiflora es 1 g, el flujo del disolvente de extraccion por hora es 0,5-8 ml.

Especificamente, el método comprende ademas embeber la Paeonia lactiflora en agua, a continuacion percolar y
extraer, en donde la relacion del volumen del agua para imbibicién al peso de la Paeonia lactiflora esta en 2-3:1, es
decir, cuando el peso (peso seco) de la Paeonia lactiflora es 1 kg, el volumen del agua para imbibicion es 2-3 L, o,
cuando el peso (peso seco) de la Paeonia lactiflora es 1 g, el volumen del agua de imbibicién es 2-3 ml.

En donde, en la etapa b), la cromatografia de separacién en columna de resina macroporosa comprende la etapa b-
1, la etapa b-2 y la etapa b-3:

en donde la etapa b-1 comprende afiadir el extracto de Paeonia lactiflora a la columna de resina macroporosa;

en donde la etapa b-2 comprende eluir la columna de resina macroporosa con agua como eluyente y retirar
impurezas; y

en donde la etapa b-3 comprende eluir la columna de resina macroporosa con solucién de etanol como eluyente,
recoger fluido de la columna de resina macroporosa después de eluir, combinar los flujos/el flujo de paeoniflorina
y/o albiflorina en el fluido y secar para obtener una mezcla de separacién en columna de resina macroporosa.

Especificamente, en la etapa b-1), la resina macroporosa se selecciona de una de las resinas de adsorcion
macroporosas no polares D101, D201, AB-8 y HP-20.

En particular, en la columna de resina macroporosa, la relacién del volumen de la resina de adsorcion macroporosa
al peso de la Paeonia lactiflora esta en 0,5-5:1, es decir cuando el peso (peso seco) de la Paeonia lactiflora es 1 kg,
el volumen de la resina de adsorcion macroporosa es 0,5-5 L, o, cuando el peso (peso seco) de la Paeonia lactiflora
es 1 g, el volumen de la resina de adsorcién macroporosa es 0,5-5 ml, preferiblemente 1-2:1.

Especificamente, en el procedimiento de separacion en columna de resina macroporosa, la velocidad del liquido de
elucién es 0,5-5 veces superior al volumen del lecho de la columna por hora, es decir, el flujo de eluyente por hora
es 0,5-5 veces superior al volumen de la resina de adsorcidon macroporosa en la columna de resina macroporosa.

En particular, en la columna de resina macroporosa, el flujo es, a saber, un flujo de dos componentes, que contiene
paeoniflorina y albiflorina; o el flujo es, a saber, flujo de un solo componente, que contiene paeoniflorina o albiflorina.

Especificamente, en la etapa b-2), le relacion en volumen del agua a la resina macroporosa esta en 3-5:1; en la
etapa b-3), el porcentaje en peso de la solucién de etanol es 30-70%, preferiblemente 40-60%; y la relaciéon en
volumen de la solucién de etanol a la resina macroporosa esta en 3-5:1.

En donde, en la etapa c-1), la relacion en peso de la mezcla de separacién en columna de resina macroporosa al
oxido de aluminio esta en 1:0,5-5; en la etapa c-2), las relacién en peso del 6xido de aluminio en la columna de
alimina a la mezcla de separaciéon en columna de resina macroporosa esta en 5-30:1, preferiblemente en 8-25:1,
mas preferiblemente en 10-25: 1.

En particular, la relaciéon en peso del éxido de aluminio anadido a la solucién de mezcla de separacién en columna
de resina macroporosa a la mezcla de separacion en columna de resina macroporosa esta en 1:0,95-1,
preferiblemente en 1:1; la relacion del diametro de la columna de alimina a la altura del 6xido de aluminio en la
columna esta en 1:6-10.

Especificamente, en la etapa c-2), en la columna de alimina el flujo es, a saber, un flujo de dos componentes, que
contiene paeoniflorina y albiflorina; o el flujo es, a saber, un flujo de un solo componente, que contiene paeoniflorina
o albiflorina.

En donde, en la etapa d-1), la relacion en peso de la mezcla de cromatografia en alumina al gel de silice esta en
1:0,5-5; en la etapa d-2), la relacion en peso del gel de silice en la columna de gel de silice a la mezcla de
cromatografia en alimina esta en 5-30:1, preferiblemente en 12-30:1.

En particular, la relacion en peso del gel de silice afiadido a la solucién de mezcla de cromatografia en alimina a la
mezcla de cromatografia en alimina esta en 1:0,95-1, preferiblemente en 1:1; la relacién del diametro de la columna
de gel de silice a la altura del gel de silice en la columna esta en 1:6-10, preferiblemente en 1:8-10. También se
describe un método de preparacion de paeoniflorina y albiflorina, que comprende las siguientes etapas
secuencialmente:

a) extraer Paeonia lactiflora al usar una solucidon de etanol o metanol como un disolvente de extraccion con
reflujo con calentamiento para obtener extracto de Paeonia lactiflora;

b) retirar el etanol o metanol al evaporar para concentrar el extracto de Paeonia lactiflora, diluir mediante agua
para obtener diluente de extraccion de Paeonia lactiflora; y
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c) someter sucesivamente a separacion en resina macroporosa, cromatografia en columna de alimina vy
cromatografia en columna de gel de silice al diluyente de extraccion de Paeonia lactiflora.

En donde, en la etapa a), la concentracién en porcentaje en masa de la soluciéon de etanol es 30-100% vy la
concentracién en porcentaje en masa de la solucién de metanol es 30-100%.

Especificamente, en la etapa a), la relacion del volumen del disolvente de extraccion al peso (peso seco) del material
medicinal de Paeonia lactiflora esta en 5-12:1, es decir, cuando el peso (peso seco) de la Paeonia lactiflora es 1 kg,
el volumen del disolvente de extraccion es 5-12 L, o, cuando el peso (peso seco) de la Paeonia lactiflora es 1 g, el
volumen del disolvente de extraccion es 5-12 ml; la extraccion se realiza 2-3 veces en 2-4 h/vez.

Especificamente, en la etapa b), la relacion del volumen del diluente de extraccion de Paeonia lactiflora al peso
(peso seco) de Paeonia lactiflora esta en 1-8:1, preferiblemente 2-8:1, es decir, cuando el peso (peso seco) del
material medicinal de Paeonia lactiflora es 1 kg, el volumen del diluyente de extraccién de Paeonia lactiflora es 1-8 L,
0, cuando el peso (peso seco) de la Paeonia lactiflora es 1 g, el volumen del diluyente de extraccion de Paeonia
lactiflora es 1-8 ml.

Especificamente, en la etapa c), la cromatografia en columna de resina macroporosa comprende la etapa 1, la etapa
2 ylaetapa 3:

en donde la etapa 1 comprende afiadir diluyente de extraccion de Paeonia lactiflora a la columna de resina
macroporosa;

en donde la etapa 2 comprende eluir la columna de resina macroporosa con agua como eluyente y retirar
impurezas; y

en donde la etapa 3 comprende eluir la columna de resina macroporosa con solucién de etanol como eluyente,
recoger fluido de la columna de resina macroporosa después de eluir, combinar el flujo/los flujos de paeoniflorina
y/o albiflorina en el fluido y a continuacion obtener una mezcla de separacién en columna de resina
macroporosa.

Especificamente, en la etapa c), la cromatografia en columna de alimina incluye la etapa 1, la etapa 2 y la etapa 3:

en donde la etapa 1 comprende disolver la mezcla de separacién en columna de resina macroporosa; afiadir
oxido de aluminio a la solucion de mezcla de separacién en columna de resina macroporosa y secar para
obtener una muestra de cromatografia en columna;

en donde la etapa 2 comprende disponer la muestra de cromatografia en columna en la parte superior de la
columna de alumina; eluir la columna de alimina al usar acetato de etilo como eluyente; recoger fluido de la
columna de alumina después de eluir; combinar el flujo/los flujos de paeoniflorina y/o albiflorina en el fluido, para
obtener un liquido de elucién de cromatografia en alimina; y

en donde la etapa 3 comprende secar el liquido de eluciéon de cromatografia en alimina al evaporar para obtener
una mezcla de cromatografia en alimina.

Especificamente, en la etapa c), la cromatografia en columna de gel de silice incluye la etapa 1, la etapa 2 y la etapa
3:

en donde la etapa 1 comprende disolver la mezcla de cromatografia en alumina, afiadir gel de silice a la solucion
de mezcla de cromatografia en alimina y a continuacion secar para obtener una muestra de cromatografia en
gel de silice;

en donde la etapa 2 comprende disponer la muestra de cromatografia en gel de silice en la parte superior de la
columna de gel de silice; eluir la columna de gel de silice al usar acetato de etilo como eluyente; recoger el
liquido de elucién (a saber liquido fluyente o efluente); combinar los flujos/el flujo que contienen paeoniflorina o
albiflorina en el liquido de elucién; y

en donde la etapa 3 comprende respectivamente evaporar los flujos/el flujo que contienen paeoniflorina o
albiflorina hasta sequedad, para obtener paeoniflorina y albiflorina, respectivamente.

La invencion tiene las siguientes ventajas:

1. El método divulgado por la invencion puede preparar paeoniflorina y albiflorina en un mismo procedimiento, y
puede preparar, respectivamente, paeoniflorina a nivel de kilogramos y albiflorina a nivel de kilogramos; el método
hace un uso completo del valor de uso exhaustivo de la fuente medicinal y es adecuado para la produccion
industrial.

2. La paeoniflorina y la albiflorina preparadas mediante el método divulgado por la invencién son de alta pureza y el
contenido de paeoniflorina y albiflorina es mayor de 90% después de purificarse mediante cromatografia en columna
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de gel de silice.

3. Tomando el agua como el disolvente de extraccion para extraer paeoniflorina y albiflorina en la invencion y
usando etanol y acetato de etilo atoxicos e inocuos como disolvente de elucién no solo se ahorran costes, sino que
el método es ecolégico y cumple las demandas de desarrollo de la economia sostenible y la proteccion
medioambiental.

4. El método de preparacion divulgado por la invencion es de procedimiento simple, de alta eficacia de refinado, de
bajo consumo de energia, ecoldgico, facil en el control de las condiciones del procedimiento de operacion y las
calidades.

5. La paeoniflorina y la albiflorina de alta pureza de la invencion se pueden usar independientemente para preparar
medicamentos y alimentos sanitarios funcionales, o se pueden combinar con otros medicamentos o alimentos
tradicionales chinos y occidentales, en particular algunos medicamentos chinos tradicionales capaces de activar la
sangre y eliminar la estasis y tratar enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares o medicamentos chinos
tradicionales capaces de calmar y resistir la depresion y la ansiedad, para adoptar un efecto cooperativo o sinérgico,
para preparar medicamentos o alimentos sanitarios funcionales.

Descripcion de los dibujos

La FIG 1. es un diagrama de flujo de la preparacion de paeoniflorina y albiflorina;

la FIG 2. es un cromatograma de HPLC de paeoniflorina preparada mediante la realizacion 1;
la FIG 3. es un cromatograma de HPLC de albiflorina preparada mediante la realizacion 1;

la FIG 4. es un cromatograma de HPLC de paeoniflorina preparada mediante la realizacion 4;
la FIG 5. es un cromatograma de HPLC de albiflorina preparada mediante la realizacion 4;

la FIG 6. es un cromatograma de HPLC de paeoniflorina preparada mediante la realizacion 5;
la FIG 7. es un cromatograma de HPLC de albiflorina preparada mediante la realizacion 5.
Descripcion de las realizaciones

La invencioén se describira adicionalmente mediante las realizaciones posteriores, y las ventajas y las caracteristicas
de la invencion se aclararan con la descripcion. Pero las realizaciones son solo una demostracion y no limitan el
alcance de la invencion segun se define por las reivindicaciones adjuntas. Los técnicos de este campo entenderan
que estan permitidas modificaciones o sustituciones de los detalles y las formas del esquema técnico sin desviarse
del alcance de la invencion, pero las modificaciones y las sustituciones se incluiran dentro del alcance de proteccion
de la invencién segun se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

Realizacion 1
1. Extraccion de material medicinal

1) triturar 3 kg de Radix Paeoniae Alba secada en un polvo grueso, afiadir el polvo a un depdsito de acero
inoxidable (el volumen es 12 L) para percolar un medicamento chino tradicional, y a continuacion afiadir 6 L de
agua purificada al depdsito para embeber la Radix Paeoniae Alba durante 2 h.

2) usar agua purificada para percolar y extraer el polvo grueso, para obtener extracto de Radix Paeoniae Alba,
en donde la velocidad de flujo de los disolventes en la extraccion es 6 L/h, y la relacion del volumen del agua
purificada al peso del material medicinal Radix Paeoniae alba esta en 10:1, es decir, cuando el peso (peso seco)
de la Radix Paeoniae alba es 1 kg, el volumen del agua purificada es 10 L, o, cuando el peso (peso seco) de la
Radix Paeoniae alba es 1 g, el volumen del agua purificada es 10 ml.

2. Cromatografia en columna de resina macroporosa

1) adsorber y separar el extracto de Radix Paeoniae Alba mediante una resina macroporosa de absorcion, en
donde la resina macroporosa de absorcién es resina macroporosa D101, el volumen de la columna de la resina
macroporosa de absorciéon D101 en la columna de resina macroporosa de absorcién es 4 L (la columna
cromatografica tiene 8 cm de diametro y 1,5 m de altura), la relacion de volumen de resina a peso (peso seco)
del material medicinal Radix Paeoniae Alba esta en 4:3, es decir, cuando el peso (peso seco) de Radix Paeoniae
Alba es 3 kg, el volumen de la resina macroporosa es 4 L, o, cuando el peso (peso seco) de Radix Paeoniae
Alba es 30 g, el volumen de la resina macroporosa es 40 ml; después de que el extracto de Radix Paeoniae Alba
fluya completamente en la columna de resina a una velocidad de 8 L/h, eluyendo mediante 12 L de agua
purificada hasta que el fluido (a saber liquido fluyente o efluente, que se esta eluyendo de la columna de resina
macroporosa de absorcion) sea transparente, y descartar el liquido fluyente después de que sea eluido de la
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columna de resina mediante agua; eluir mediante 12 L de etanol que esta a un porcentaje en peso de 50% a una
velocidad de 8 L/h; recoger el liquido fluyente después de que sea eluido de la columna de resina mediante
etanol, en donde cada 3 L de liquido fluyente se recogen como una parte de flujo;

2) detectar paeoniflorina y albiflorina en el etanol de la columna de resina macroporosa recogido eluyendo las
partes de flujo mediante cromatografia en capa fina (TCL), combinar la parte de flujo eluida que contiene
paeoniflorina y/o albiflorina, para obtener una emanacion de la columna de resina, en donde en la TLC, la placa
de gel de silice G se toma como la placa de capa fina, y el liquido de mezcladura de cloroformo y metanol que
estan mezclados en la relacion 4:1 en volumen se toma como disolvente para TLC; después de la cromatografia,
pulverizar 5% de solucién de sulfato de etanol, calentar durante 5 min a 150°C para el desarrollo del color; y

3) condensar la emanacion de la columna de resina que contiene paeoniflorina y albiflorina al usar un depésito
de condensacion a vacio para retirar el disolvente; y evaporar adicionalmente mediante un bafio de agua, y
triturar el residuo para obtener 210 g de mezcla de separacion en columna de resina macroporosa, en donde el
procedimiento de condensacion se realiza a 70°C, con una presion relativa de -0,09~-0,075 MPa.

3. Cromatografia en columna de alimina

1) disolver completamente la mezcla de separacion en columna de resina macroporosa mediante una cantidad
apropiada de metanol, afiadir 210 g de polvo de 6xido de aluminio (mallas 100-200), agitar uniformemente, secar
y triturar para obtener la muestra de cromatografia en columna de alimina;

2) disponer la muestra de cromatografia en columna de alimina en la parte superior de la columna de alimina, y
llevar a cabo cromatografia en columna de alumina al tomar el acetato de etilo como eluyente, en donde la
granularidad del 6xido de aluminio absorbente en la columna de alimina es malla 100-200, la relacién del
diametro de la columna de alimina a la altura de 6xido de aluminio en la columna esta en 1:10, la relaciéon en
peso del 6xido de aluminio absorbente a la mezcla de separacién en columna de resina macroporosa esta en
20:1; el acetato de etilo se toma como eluyente mediante una dosificacion de 100 L y cada 1 L de fluido (a saber
liquido fluyente o efluente, que se eluye de la columna de alimina) se recoge como una parte de flujo;

3) detectar paeoniflorina y albiflorina en el etanol de la columna de alimina recogido eluyendo parte del flujo
mediante cromatografia en capa fina (TLC), combinar la parte de flujo eluyente que contiene paeoniflorina y/o
albiflorina, para obtener una emanacion de cromatografia en alimina, en donde en la TLC, la placa de gel de
silice G se toma como la placa de capa fina, y el liquido de mezcladura de cloroformo y metanol que estan
mezclados en la relacién 4:1 en volumen se toma como sistemas disolventes para TLC; después de la
cromatografia, pulverizar 5% de solucion de sulfato de etanol, calentar durante 5 min a 150°C para el desarrollo
del color; y

4) condensar la emanacion de la cromatografia en alimina mediante evaporacion para obtener 121 g de mezcla
de cromatografia en alimina.

4. Cromatografia en columna de gel de silice

1) disolver la mezcla de cromatografia en alimina mediante etanol de 95% en peso de porcentaje, afiadir 120 g
de polvo de gel de silice (malla 200-300), agitar uniformemente, secar y triturar para obtener una muestra de
cromatografia en gel de silice;

2) disponer la muestra de cromatografia en gel de silice en la parte superior de la columna de gel de silice y
llevar a cabo cromatografia en columna de gel de silice tomando el acetato de etilo como eluyente, en donde el
tamario de particula del gel de silice absorbente en la columna de gel de silice es malla 100-200, la relacion del
diametro de la columna de gel de silice al peso del gel de silice en la columna esta en 1:10, la relaciéon en peso
del gel de silice absorbente a la mezcla de cromatografia en alimina esta en 24:1 y la velocidad de flujo es 10
L/h; el acetato de etilo se recoge como eluyente mediante la dosificacion de 96 L, y cada 1 L de fluido (a saber
liquido fluyente o efluente, que esta siendo eluido de la columna de gel de silice) se recoge como una parte de
flujo;

3) detectar los contenidos de paeoniflorina y albiflorina en la parte de flujo eluyente de la columna de gel de silice
mediante cromatografia en capa fina (TLC), combinar la parte de flujo eluyente que solamente contiene
paeoniflorina como la primera parte (a saber, la parte de paeoniflorina) y combinar la parte de flujo eluyente que
solo contiene albiflorina como la segunda parte (a saber, parte de albiflorina), en donde, en la TLC, la placa de
gel de silice G se toma como la placa de capa fina y el liquido de mezcladura de cloroformo y metanol que estan
mezclados en la relacién 4:1 en volumen se toma como sistemas disolventes para TLC; después de la
cromatografia, pulverizar 5% de solucion de sulfato de etanol, calentar durante 5 min a 150°C para el desarrollo
del color; y

4) secar respectivamente las dos partes combinadas mediante evaporacion para obtener 83,9 g de paeoniflorina
y 25,3 g de albiflorina.
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Los contenidos de la paeoniflorina y la albiflorina preparadas se detectan mediante HPLC. Las condiciones de
deteccion son como sigue: instrumento: bomba Water 515, detector 2487; columna para espectro: Hyper ODS2 C18;
fase mévil: mezcla de acetonitrilo:0,1% de solucion de acido fosférico (14:86); longitud de onda de deteccién: 230
nm; y velocidad de flujo: 1,0 ml/min.

Después de la determinacion de la HPLC, el contenido de paeoniflorina es 96,7%, véase la Fig. 2, y el contenido de
albiflorina es 98,6%, véase la Fig. 3.

Realizacion 2

En el procedimiento de extraccion de material medicinal, excepto por que la relacion del volumen del disolvente de
extraccion de agua purificada al peso del material medicinal Radix Paeoniae alba esta en 5: 1 y la velocidad de flujo
del agua purificada es 4 L/h, los otros son idénticos a la realizacion 1;

En el procedimiento de cromatografia en columna de resina macroporosa, excepto por que la resina macroporosa de
absorcion es resina macroporosa HP-20, la relacién del volumen de resina al peso (peso seco) del material
medicinal de Radix Paeoniae alba esta en 1:1, la concentracion en porcentaje en masa del etanol eluyente es 30% y
la dosificacion es 20 L y se obtienen 189 g de mezcla de separacion en columna de resina macroporosa, los otros
son iguales que en la realizacion 1;

En el procedimiento de cromatografia en columna de alimina, excepto por que la relaciéon en peso del 6xido de
aluminio absorbente a la mezcla de separaciéon en columna de resina macroporosa esta en 10:1, la relacion del
diametro de la columna de alimina a la altura del 6xido de aluminio en la columna esta en 1:6; la dosificacion del
acetato de etilo es 53 L, la velocidad del flujo de elucién es 8 L/h y se obtienen 105 g de mezcla de cromatografia en
alimina, los otros son idénticos a la realizacion 1;

En el procedimiento de cromatografia en columna de gel de silice, excepto por que la relacion en peso del gel de
silice absorbente a la mezcla de cromatografia en alimina esta en 15:1, el acetato de etilo se toma como eluyente
mediante la dosificacion de 62 L, la velocidad del flujo de elucién es 6 L/h, la relacion del diametro de columna de la
columna de gel de silice a la altura del gel de silice en la columna esta en 1:10, se obtienen 74,3 g de paeoniflorina y
se obtienen 23,6 g de albiflorina, los otros son idénticos a la realizacion 1.

Después de la determinacion por HPLC, el contenido de paeoniflorina es 92,7% y el contenido de albiflorina es
93,6%.

Realizacion 3

En el procedimiento de percolacion y extraccion del material medicinal, excepto por que la relaciéon del volumen del
disolvente de extraccidon de agua purificada al peso del material medicinal Radix Paeoniae alba esta en 15:1 y la
velocidad de flujo del agua purificada es 3 L/h, las otras operaciones son idénticas a las de la realizacion 1;

En el procedimiento de cromatografia en columna de resina macroporosa, excepto por que la resina macroporosa de
absorcion es resina macroporosa D-201, la relacion de volumen de resina a peso (peso seco) del material medicinal
de Radix Paeoniae alba estda en 5:3, la concentracion en porcentaje en masa del etanol eluyente es 70% vy la
dosificacion es 12 L, la velocidad del flujo de elucién es 4 L/h y se obtienen 243 g de la mezcla de separacion en
columna de resina macroporosa de la separacién en columna de resina macroporosa, los otros son idénticos a la
realizacion 1;

En el procedimiento de cromatografia en columna de alimina, excepto por que la relaciéon en peso del 6xido de
aluminio absorbente a la mezcla de separacién en columna de resina macroporosa esta en 25:1, la dosificacion del
acetato de etilo es 168 L, la velocidad del flujo de elucién es 8 L/h y se obtienen 124 g de mezcla de cromatografia
en alumina, los otros son idénticos a la realizacién 1;

En el procedimiento de cromatografia en columna de gel de silice, excepto por que la relacion en peso del gel de
silice absorbente a la mezcla de cromatografia en alimina esta en 30:1, el acetato de etilo se toma como eluyente
mediante la dosificacion de 120 L, la velocidad del flujo de elucién es 6 L/h, se obtienen 84,3 g de paeoniflorina y se
obtienen 27,9 g de albiflorina, los otros son idénticos a la realizacion 1.

Después de la determinacion por HPLC, el contenido de paeoniflorina es 97,5% y el contenido de albiflorina es
96,7%.

Realizacion 4
1. Extraccion de material medicinal

1) triturar 1 kg de Radix Paeoniae alba en un polvo grueso, afadir a un matraz de fondo redondo de 10 L;
calentar y someter a reflujo y extraer mediante etanol como disolvente de extraccion durante tres veces, en
donde la concentracién en porcentaje en peso del disolvente de extraccion etanol es 50%, las dosificaciones de
etanol para las tres veces de extraccion son respectivamente 5L, 5Ly 5 L y las tres veces de extraccion duran
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respectivamente 3 h,3 hy 2 h;

2) combinar el liquido de extraccion de Radix Paeoniae alba de las tres veces; disponer el liquido en un depdsito
de condensacion a vacio (producido por Wuxi Huaxin Pharmaceutical Equipment Co., Ltd.); retirar el etanol,
condensar el susodicho liquido al evaporar el etanol hasta que ya no haya etanol para obtener un concentrado
de Radix Paeoniae alba, en donde el procedimiento de condensacion se realiza a 70°C, con un grado de vacio
relativo de -0,09~-0,075 MPa;

3) afadir agua purificada al concentrado de Radix Paeoniae alba hasta que el volumen total sea 2 L para obtener
diluyente de extraccion de Radix Paeoniae para un uso adicional, en donde la relacion del volumen del eluyente
de extraccion de Radix Paeoniae alba al peso de la Radix Paeoniae alba esta en 2:1.

Ademas, el disolvente de extraccién en el procedimiento de calentamiento, reflujo y extraccién es solucion de etanol
al 50%, las otras soluciones de etanol con un porcentaje en peso que varia de 30% a 100% son aplicables a la
invencion.

2. Cromatografia en columna de resina macroporosa

1) adsorber y separar el diluyente de extraccion de Radix Paeoniae rubra mediante una resina macroporosa de
absorcién, en donde la resina macroporosa de absorciéon es resina macroporosa D-201, el volumen de la
columna de resina macroporosa de absorcion D-201 en la columna de resina macroporosa de absorcién es 1,5 L
(la columna cromatografica tiene 5,5 cm de diametro y 1.200 cm de altura), la relacion de volumen de resina a
peso (peso seco) del material medicinal de Radix Paeoniae rubra esta en 1,5:1, es decir, cuando el peso (peso
seco) de Radix Paeoniae rubra es 1 kg, el volumen de la resina macroporosa es 1,5 L; después de que el
diluyente de extraccion de Radix Paeoniae fluya completamente a la columna de resina a una velocidad de 1 L/h,
eluir mediante 5 L de agua purificada hasta que el fluido (a saber, liquido fluyente o efluente, que se esta
eluyendo desde la columna de resina macroporosa de absorcion) sea transparente y descartar el liquido fluyente
después de que sea eluido de la columna de resina mediante agua; eluir mediante 5 L de etanol que tiene un
porcentaje en peso de 50% a una velocidad de flujo de 1,5 L/h; recoger el fluido después de que se eluya de la
columna de resina mediante etanol; y

2) condensar el eluyente de la columna de resina que contiene paeoniflorina y albiflorina al usar un deposito de
condensacioén a vacio; después de la condensacion, evaporar mediante un bafio de agua y triturar para obtener
71 g de mezcla de separacion en columna de resina macroporosa, en donde el procedimiento de condensacion
se realiza a 70°C, con una presion relativa de -0,09~-0,075 MPa.

3. Cromatografia en columna de alimina

Excepto por que la relacion en peso del 6xido de aluminio absorbente a la mezcla de separacién en columna de
resina macroporosa esta en 8:1, el diametro de la columna de cromatografia en alumina es 5,5 cm, la relacion del
diametro de la columna de alimina al peso del 6xido de aluminio en la columna esta en 1:10; la dosificacion del
acetato de etilo es 48 L, la velocidad de elucion es 4 L/h y se obtienen 41 g de mezcla de cromatografia en columna
de alumina, las otras operaciones son iguales que en la realizacion 1.

4. Cromatografia en columna de gel de silice

Excepto por que la relacion en peso del gel de silice absorbente a la mezcla de cromatografia en columna de
alumina esta en 12:1, el diametro de la columna de cromatografia en gel de silice es 7,6 cm, la relacion del diametro
de la columna de gel de silice al peso del gel de silice en la columna esta en 1:10, el acetato de etilo se toma como
eluyente mediante la dosificacion de 36 L, la velocidad de elucion es 3 L/h, se obtienen 26,13 g de paeoniflorina y se
obtienen 9,12 g de albiflorina, las otras operaciones son iguales que en la realizacion 1.

Después de la determinacion mediante HPLC, el contenido de paeoniflorina es 94,05%, véase la Fig. 4, y el
contenido de albiflorina es 92,25%, véase la Fig. 5.

Realizacion 5

En el procedimiento de extraccion del material medicinal, excepto por que el disolvente de extraccion es solucion de
etanol de 70% de concentracion en porcentaje en peso, el procedimiento de reflujo y extraccion se realiza dos veces
mediante la dosificacion del disolvente de extraccion etanol como 12 L y 10 L durante 4 h y 3 h, el liquido de
extraccion de Radix Paeoniae rubra se condensa y el etanol se recupera, y el agua purificada se afade al
concentrado de Radix Paeoniae rubra para obtener diluyente de extraccion de Radix Paeoniae rubra cuyo volumen
total es 8 L, otras operaciones son idénticas a la realizacion 4;

En el procedimiento de cromatografia en columna de resina macroporosa, excepto por que la resina macroporosa de
absorcion es resina macroporosa AB-8, la relacion del volumen de resina al peso (peso seco) de la Radix Paeoniae
rubra esta en 2:1; el diluyente de extraccion de Radix Paeoniae rubra fluye completamente en la columna de resina
a 2 L/h y se eluye mediante 8 L de agua purificada; la concentracién en porcentaje en peso de la solucion de etanol
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es 70% y la dosificacion es 6 L, la velocidad para la elucion es 2 L/h y se obtienen 83 g de mezcla de separacion en
columna de resina macroporosa, otras operaciones son idénticas a la realizacion 1;

En el procedimiento de cromatografia en columna de alimina, excepto por que la relaciéon en peso del 6xido de
aluminio absorbente a la mezcla de separaciéon en columna de resina macroporosa esta en 20:1, el diametro de la
columna de cromatografia en alimina es 7,6 cm, la relacion del diametro de columna a la altura del 6xido de
aluminio en la columna de alimina esta en 1:10; la dosificacion del acetato de etilo es 66 L, la velocidad del flujo de

elucién es 4 L/h y se obtienen 37,2 g de mezcla de cromatografia en alimina, los otros son idénticos a la realizacion
1;

En el procedimiento de cromatografia en columna de gel de silice, excepto por que la relacion en peso del gel de
silice absorbente a la mezcla de cromatografia en aliumina esta en 28:1, el diametro de la columna cromatografica
de gel de silice es 10 cm, la relacién del diametro de columna a la altura del gel de silice en la columna esta en 1:10,
el acetato de etilo se toma como eluyente mediante la dosificacion de 86 L, la velocidad del flujo de elucién es 3 L/h,
se obtienen 25,12 g de paeoniflorina y se obtienen 8,38 g de albiflorina, los otros son idénticos a la realizacion 1.

Después de la determinacion por HPLC, el contenido de paeoniflorina es 98,5%, véase la Fig. 6, y el contenido de
albiflorina es 94,1%, véase la Fig. 7.
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REIVINDICACIONES
1. Un método de preparacion de paeoniflorina y albiflorina, que comprende las siguientes etapas:

a) percolar y extraer Paeonia Lactiflora mediante un procedimiento de extraccion con percolaciéon para obtener
extracto de Paeonia Lactiflora; y

b) llevar a cabo cromatografia en columna de resina macroporosa en el extracto de Paeonia Lactiflora para
obtener una mezcla de separacién en columna de resina macroporosa;

c) llevar a cabo cromatografia en columna de alimina en la mezcla de separacién en columna de resina
macroporosa, la cromatografia en columna de alimina comprende:

c-1) disolver la mezcla de separacion en columna de resina macroporosa; afiadir 6xido de aluminio a la
solucién de la mezcla de separacion en columna de resina macroporosa y secar para obtener una muestra de
cromatografia en alimina;

c-2) disponer la muestra de cromatografia en columna en la parte superior de la columna de alimina; eluir la
columna de alimina con acetato de etilo como eluyente; recoger fluido de la columna de alumina después de
eluir; combinar los flujos/el flujo de paeoniflorina y/o albiflorina en el fluido, para obtener liquido de elucién de
cromatografia en alimina; y

c-3) secar el liquido de eluciéon de cromatografia en alimina para obtener una mezcla de cromatografia en
alimina;

d) llevar a cabo cromatografia en columna de gel de silice en la mezcla de cromatografia en alumina, en donde
la cromatografia en columna de gel de silice comprende:

d-1) disolver la mezcla de cromatografia en alimina, afiadir gel de silice a la soluciéon de la mezcla de
cromatografia en alimina y a continuacion secar para obtener una muestra de cromatografia en gel de silice;

d-2) disponer la muestra de cromatografia en gel de silice en la parte superior de la columna de gel de silice;
eluir la columna de gel de silice con acetato de etilo como eluyente; recoger fluido de la columna de gel de
silice después de eluir; combinar el flujo de paeoniflorina o albiflorina en el fluido, respectivamente; y

d-3) evaporar los flujos que contienen paeoniflorina o albiflorina hasta sequedad, respectivamente, para
obtener dos productos separados, paeoniflorina y albiflorina.

2. El método de preparacion segun la reivindicacion 1, en el que en la etapa a) se adopta agua, etanol o metanol
como disolvente de extraccion para dichas percolacion y extraccion.

3. El método de preparacion segun la reivindicacion 2, en el que la relacion del volumen del disolvente de extraccion
al peso de la Paeonia lactiflora es 5-15:1.

4. El método de preparacion segun la reivindicacion 1 o 2, en el que en la etapa b), la cromatografia en columna de
resina macroporosa comprende:

b-1) afiadir el extracto de Paeonia lactiflora a la columna de resina macroporosa;
b-2) eluir la columna de resina macroporosa con agua como eluyente; y

b-3) eluir la columna de resina macroporosa con solucion de etanol como eluyente, recoger fluido de la columna
de resina macroporosa después de eluir, combinar los flujos/el flujo de paeoniflorina y/o albiflorina en el fluido y
secar para obtener una mezcla de separacién en columna de resina macroporosa.

5. El método de preparacion segun la reivindicaciéon 4, en el que en la etapa b-1), la resina macroporosa se
selecciona de una de las resinas de absorciéon macroporosas no polares D101, D201, AB-8 y HP-20.

6. El método de preparacion segun la reivindicacion 4 o 5, en el que la relacion del volumen de la resina de
adsorcion macroporosa al peso de la Paeonia lactiflora esta en 0,5-5:1.

7. El método de preparacion segun la reivindicacion 4 o 5, en el que en la etapa b-3), el porcentaje en peso de la
solucioén de etanol es 30-70%.

8. El método de preparacion segun la reivindicacion 1, en el que en la etapa c-2), la relacion en peso del éxido de
aluminio en la columna de alumina a la mezcla de separaciéon en columna de resina macroporosa esta en 5-30:1.

9. El método de preparacion segun la reivindicacion 1, en el que en la etapa d-2), la relacion en peso del gel de silice
en la columna de gel de silice a la mezcla de cromatografia en alumina esta en 5-30:1.
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10. Un método de preparacion de paeoniflorina y albiflorina, que comprende las siguientes etapas secuencialmente:

a) extraer Paeonia lactiflora al usar etanol o metanol como un disolvente de extraccion con reflujo con
calentamiento para obtener extracto de Paeonia lactiflora;

b) retirar etanol o metanol al evaporar para concentrar el extracto de Paeonia lactiflora, diluir mediante agua
para obtener diluyente de extraccion de Paeonia lactiflora; y

c) llevar a cabo cromatografia en columna de resina macroporosa en el extracto de Paeonia lactiflora para
obtener una mezcla de separacién en columna de resina macroporosa;

d) llevar a cabo cromatografia en columna de alimina en la mezcla de separacidon en columna de resina
macroporosa, en donde la cromatografia en columna de alimina comprende:

d-1) disolver la mezcla de separacion en columna de resina macroporosa; afiadir 6xido de aluminio a la
solucién de la mezcla de separacion en columna de resina macroporosa y secar para obtener una
muestra de cromatografia en columna;

d-2) disponer la muestra de cromatografia en columna en la parte superior de la columna de alimina; eluir
la columna de alumina con acetato de etilo como eluyente; recoger fluido de la columna de aliumina
después de eluir; combinar los flujos o el flujo de paeoniflorina y/o albiflorina en el fluido, para obtener
liquido de elucién de cromatografia en alimina; y

d-3) secar el liquido de elucidon de cromatografia en alimina para obtener una mezcla de cromatografia en
alimina;

e) llevar a cabo cromatografia en columna de gel de silice en la mezcla de cromatografia en alimina, en
donde la cromatografia en columna de gel de silice comprende:

e-1) disolver la mezcla de cromatografia en alimina, afadir gel de silice a la solucion de mezcla de
cromatografia en alimina y a continuacién secar para obtener una muestra de cromatografia en gel de
silice;

e-2) disponer la muestra de cromatografia en gel de silice en la parte superior de la columna de gel de
silice; eluir la columna de gel de silice con acetato de etilo como eluyente; recoger fluido de la columna de
gel de silice después de eluir; combinar el flujo de paeoniflorina o albiflorina en el fluido, respectivamente;
y

e-3) evaporar los flujos que contienen paeoniflorina o albiflorina hasta sequedad, respectivamente, para
obtener dos productos separados, paeoniflorina y albiflorina.
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Trituracion de radix paeoniae alba

/

Percolacion y extraccion/reflujo en caliente con etanol y
extraccion

/

Separacion en columna de resina macroporosa

r

Cromatografia en columna de alimina

/

Cromatografia en columna de gel de silice

Fig 1
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398-
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179
106
33 L
-40 : " ; ; : T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 250 30.0 350 40.0
Tiempo (min.)
Tabla de componentes
N° Nombre del | Tiempo de | Altura del | Superficie Concentraciéon | Contenido
componente | retencién pico (mv) del pico de la
(min.) (mv.s) muestra (%)
1 paeoniflorina | 17,82 266,04 5886,90 0,0000 0,0000
En total 266,04 5886,90
Fig. 2
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398+
Voltaje (mv)
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0.0 50 10.0 150 200 250 30.0 35.0. 40.0
Tiempo (min.)
Tabla de componentes
N° Nombre del | Tiempo de | Altura del | Superficie Concentraciéon | Contenido
componente | retencién pico (mv) del pico de la
(min.) (mv.s) muestra (%)
1 albiflorina 14,49 110,66 1895,57 0,0000 0,0000
En total 110,66 1895,57
Fig. 3
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6173,67

0,0000

0,0000

En total

256,76

Fig. 4
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AQRT
Voltaje (mv)
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18- /\
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0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 350 _ 400
Tiempo (min.)
Tabla de componentes
N° Nombre del | Tiempo de | Altura del | Superficie Concentraciéon | Contenido
componente | retenciéon pico (mv) del pico de la
(min.) (mv.s) muestra (%)
1 albiflorina 13,98 70,39 1820,39 0,0000 0,0000
En total 70,39 1820,39
Fig. 5
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498
Voltaje (mv)
408+
3%
228
138+
48+
-42 T T T T T T T 7
0.0 6.0 12.0 18.0 240 300 360 420 48.0
Tiempo (min.)
Tabla de componentes
N° Nombre del | Tiempo de | Altura del | Superficie Concentraciéon | Contenido
componente | retencién pico (mv) del pico de la
(min.) (mv.s) muestra (%)
1 paeoniflorina | 16,30 179,98 3687,08 0,0000 0,0000
En total 179,98 3687,08
Fig. 6
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498
Voltaje (mv)
408
318
2284 v
138
484
'42 T T T T T — T . -
0.0 6.0 12.0 18.0 240 30.0 36.0 420 48.0
Tiempo (min.)
Tabla de componentes
N° Nombre del | Tiempo de | Altura del | Superficie Concentraciéon | Contenido
componente | retencién pico (mv) del pico de la
(min.) (mv.s) muestra (%)
1 albiflorina 12,89 206,64 3290,11 0,0000 0,0000
En total 206,64 3290,11
Fig. 7
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