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(54) Menetelmé Zoapatle-kasvin, kuten Montanoa tomentosa tai Montanoa
fluoribunda-kasvin lehdistd saadun, kohdun tyhjentéviéd yhdisteitd
siséltévén kasviuutteen puhdistamiseksi - Fdrfarande for rening av
ett vixtextrakt av 18v frédn Zoapatle-vixten, sdsom Montanoa tomentosa
eller Montanoa fluoribunda-véxten, innehdllande livmodertdmmande
féreningar

Keksinn®dn kohteena on menetelmié Zoapatle-kasvin, kuten Montanoa tomentosa-
tai Montanoa floribunda-kasvin lehdistd saadun, kohdun tyhjentévid yhdisteitd

sisdltévén orgasnisen kasviuutteen puhdistamiseksi, joilla yhdisteilld on kaave

HO CHQOH

CH
CH 3
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cu. . CHq CH

. . - 3. .
Jossa R merkitsee ryhméd {§ tai 2~
CH :>// CH 77/\

3 3
CH CH3
jolloin R:n merkitessd ryhmdd ~ 3 yhdisteelld on seurasavat fysikaaliset tunnus-
CH )/J’§
3

arvot:
IR (laimentamaton): 2,90, 5,96 ja 6,21 um}

Nmm;ﬁgl35 : 6,11, 5,48, 4,25, 4,13, 3,56, 2,11, 2,08, 1,48, 1,13 ja 1,01 miljoonas-
osaa,

Jja jolloin R:n merkitessd ryhmas CH3 yhdisteelld on seuraavat fysikaaliset
tunnusarvot: CH3>%;\

IR (laimentamaton): 2,91 ja 5,88 um;

NMRSSSI35': 5,41, 4,26, 4,15, 3,58, 3,18, 2,18, 1,76, 1,67, 1,15 ja 1,04 miljoonas-
osaa,

jolloin joko k#sitelld#n mainittua kasvimateriaalia vedelld noin 100°C:ssa ennen
sen uuttamista orgasnisella liuottimella, edullisesti etyyliasetaatilla, jota
seuraa uutteen jatkopuhdistus edullisesti bentseenillé ja heksaanilla, tai mainittu
orgaaninen kasviuute pestéén vedelld huoneen lampdtilassa.

Zoapatle-kasvi ( tai oikeammin kasvit) on pensas, joka on korkeudeltaan
n. 2 m ja joka kasvaa villind Meksikossa. Kasvitieteellisesti se Cervantes'in
mukaan tunnetaan nimelld Montanos tomentosa, se kuuluu Compositae-heimoon Heliant-
heae-ryhméén, toinen laji (tai muunnos) on Montanoa floribunda. Kasvia on kuvattu
yksityiskohtaisesti teoksessa Las Plantas Medicinales de Mexico, kolmas painos,
Ediciones Botas (19Ll4). Kasvia on kéytetty vuosisatoja "teen" muodossa tai muiden
raskojen vesipitoisten valmisteiden muodossa etupddssid synnytyksen aikaansaami-
seen tal kuukautisten aiheutteamiseen inmisillé. Sen kiéyttd on kuvattu kirjallisuu-
dessa, mutta tarkkoja kemiallisia ja farmakologisia tutkimuksia ei ole suoritettu.
Se véhdéinen mééré perustavaa laatua olevaa tydtd, joka on tehty, on johtopa#tdk-
siltédén ristiriitaista.

Zoapatle-kasvia on kansan keskuudessa kdytetty tyypillisesti katkeranmskui-
seena "teend", joka on valmistettu kasvin lehdistd keitt&mdlld niitd vedessd siten
kuin kuumaa juomaa valmistetaan.

Meksikossa naiset, joiden kuukautisjakso on jédnyt pois ja jotka oletetta-
vasti ovat raskaana, juovat tétd teetd, mydskin monet varmuudella raskaana olevat
naiset juovat tdtd teetd padttéiékseen ei-toivotun raskauden. "Tee" sisdltédd toden-
nékdisesti moninaisten aineiden seoksen, joista monet voivat olla haitallisia ja
halutun vaikutuksen kannalta tarpeettomia. Luonnon kasviaineet sisdltédvét tunne-

tusti yleensd erittédin monia eri aineita. Ne sisdltivit yleensid monia yhdisteiti,
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joilla on samanlaiset kemialliset ja fysikaaliset ominaisuudet, sekd myds yhdis-
teitd, joilla on téysin erilaiset ominaisuudet, ja yleensd eri yhdisteiden erot-
taminen ja tunnistaminen on vaikeata. Ennen t&téd keksintSd ei menetelmdd vaikut-
tavien aineiden eristamiseksi ja puhdistamiseksi Zoapatle-kasvista ole kuvattu.

Kohdun tyhjentdvélls aineella tarkoitetaan ainetta, joka saa lémminveristen
eldinten kohdun supistumean, jolloin kohdun sisdltd tulee ulos. Tdllaisia aineita
kéytetddn yleensé kuukeutisten aikaansasmiseen, rakkulamaisen rypélealkion ulos-
sjamiseen, sikidn ulosajemiseen tai resorboimiseen, keskenmenon tai viivistyneen
synnytyksen aikaansasmiseen ja tilanteissa, joissa kohdun sis&ltd, kuten sikid
tali istukka, tulisi poisteaa.

Kohdun tyhjentédvien aineiden ldsniolo raskauutteessa midritet&&n menetel-
milld, joita kdytet8dn naaraseléinten kohdun supistumisen ja tiineyden keskeyty-
misen havaitsemiseen. Raskauutteella suoritetuilla kokeilla on havaittu kohdun
supistumisia kéytettdessd n. 150-500 mg/kg uutetta. Tiineyden keskeytyminen mar-
suilla on havaittu raskauutteen annoksilla 300-500 mg/kg.

Keksinndn mukaisessa menetelmissd kiytetddn ldhtSaineena raskaa Zoapatle-
kasviuutetta, jonke puhdistaminen suoritetaan siten, ettéd

a) mainittu vedelld esikésitelty tal pesty kasviuute liuotetaan veden kanssa
sekoittumattomaan orgaaniseen liuottimeen, edullisesti dietyylieetteriin, huoneen
léampbtilassa,

b) saatua liuostse késitell#dn huoneen lémpdtilassa heikon eméksen, kuten
natriumvetykarbonaatin vesiliuocksella, ja orgaaninen faasi erotetaan, jolloin
edullisesti ennen orgaanisen faasin erottamista lisété#n vedetdntéd natriumsul-
faattia,

c) saatu orgaaninen faasi kromatografoidaan huoneen lémpdtilassa adsor-
boivaa ainetta, kuten piihappogeelid, sis&ltévdalld pylvadlld, jolloin kohdun
tyhjentavé aines adsorboituu pylvééseen,

d) pylvds eluoidaan polaarisen ja ei-polaarisen liuottimen seoksella, edul-
lisesti isopropanolin ja kloroformin secksella, huoneen lidmpdtilassa,

e) kohdun tyhjentdvéd ainetta sis8ltévét fraktiot yhdistetddn, liuotin haih-
dutetaan pois ja haihdutusjdannds liuotetaan veden kanssa sekoittumattomaan orgaa-
niseen liuottimeen, kuten bentseeniin,

f) liuos kromatografoidasn orgaanista polymeerigeelid, kuten vinyyliase-
tasttisekapolymeerid, sisaltédvdlld pylvadlld huoneen lémpdtilassa,

g) pylvids eluoidaan ei-polaarisella liuottimella, kuten bentseenilléd, huoneen
lampStilassa, ja kerdtdsén kohdun tyhjentdvid yhdisteitd sis&ltévit fraktiot, ja

h) kohdun tyhjentdvit yhdisteet otetaan talteen, jolloin toisesta fraktiosta

saadaan kaaven I mukainen yhdiste, jossa R merkitsee ryhmii CH3>/35?‘
~

CH3
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ja toisesta fraktiosta saadaan kaavan I mukainen yhdiste, jossa R merkitsee ryhmii

3>¢\.
CH3

Kerdtyt fraktiot haihdutetaan kuiviin huoneen ldmpdtilassa n. 40°C:ssa.
Kerdttyjen fraktioiden koostumusta tarkkaillaan kéyttden ohutlevykromatografiaa
tai kaasukromatografisa. Vaihtoehtoisesti raskauutteen liuos voidaan kromatogra-
foida suoraan poistamatta liuotinta. Liuos voidaan vékevoidéd ennen kromatogra-
foimisvaihetta kédsittelyn helpottamiseksi.

Reekauute sisdltdd ainekin kolme padkomponenttia, kuten kaasukromatografia
osoittea. Keksinnén mukaisella menetelmélld saadaan puhteena kaksi kemiallisesti
erilaista kohdun tyhjent&véd yhdistettd, kuten kaasukromatografisesti ja NMR- ja
IR-spektreillé on osoitettu. Eristettyjen aineiden kohdun tyhjentédvét ominaisuudet
midritetdin mittaamalla kohdun supistuksien mé&ré ja aste, jossa tiineys keskey-
tyy naaraselédimelld. Jos halutaan, voidaan véh&isii epépuhtauksia poistaa puhdis-
tetuista yhdisteistd kéyttden edelleen kromatografiaa adsorptioaineilla kuten
esimerkiksi piihapolla tai Florisililla. Pylvéds eluocidaan orgasnisella liuottimella
tai liuotinseoksella, kloroformi-isopropanolin ollessa edullinen liuotinseos, ja
xoottujen jskeiden koostumusta seurataan kdyttden ohutlevykromatografiaa.

Puhdistetut kohdun tyhjentdvit yhdisteet ovat vaikuttavia annostettuna
1,0 mg - n. 100 mg/kg. Kulloinkin kéytettévé tarkka annos riippuu eldinlajista,
jolle yhdistettd annetaan. Yhdiste voidaan antaa valmisteina, jotka on valmistettu
hyvéksyttévian farmaseuttisen kdyténndn mukaisesti. Sopivia valmisteita ovat liuok-

set, suspensiot ja kiinte&t annosmuodot.
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Esimerkki

10 kg Zoapatle-kasvin lehtid ja 113 litraa vettd pannaan 378 litran hdyry-
vaipalla varustettuun ruostumattomaan ter8sséiliddn. Seosta kuumennetaan
98-100°C;:ssa 2,5 tuntia jaksottain sekoittaen. Kuuma seos suodatetaan metalli-
lankaverkon lépi, jolloin saadsan n. 95 litraa kirkasta, tummaa uutetta. Kiinted
jéénnds s&ilidssé pestddn 15 litralla kuumaa vettd, suodatetaan ja suodos yhdis-
tetddn edelld saatuun uutteeseen. Yhdistetyt vesiuutteet uutetaan 113 litralla
etyyliasetaattia. Seosta sekoitetaan voimakkaasti, ja sen annetaan erottua. Pin-
nalla oleva vaahtokerros juoksutetaan pois emulsion hajottemiseksi, ja etyyli-
asetaattia erotetaan niin paljon kuin mahdollista. Seokseen lis#téén vield 76
litraa etyyliasetaattia, ja edelld esitetty prosessi toistetaan. Yhdistetyt etyy-
liasetaattiuutteet haihdutetaan SOOC:ssa tyhjbsséd. Jaénnbs uutetaan kolmella
annoksella kuumaa (75-80°) bentseenid (yhteensd 10 1), Bentseeniuutteet haihdute-
taan 50°C:ssa tyhjéssd, ja jiddnndstd keitet#ién palautusjddhdyttéen kolme kertaa
yhteensid 8 litran kanssa heksaania. Heksaanilla pesty jé&nnds liuotetaan 2 lit-
raan asetonia, liuokseen lisét8#n 10 g aktiivihiiltd (Nuchar ~), ja seosta sekoi-
tetaan yksi tunti huoneen lémp&tilassa. Hiili poistetaan suodattamalla, ja suodos
tislataan 30°C:ssa tyhjosséd, jolloin saadaan 69 g raakauutetta.

Edelld mainitulla tavalla valmistettu raakauute (50 g) liuotetaan eette-
riin (5 1), liuos suodatetaan ja pestdién kylldstetylld natriumbikarbonaattiliuok-
sella (500 ml). Eetteri kuivataan vedettdmilld natriumsulfaatilla, suodatetaan
ja haihdutetaan kuiviin, jolloin saadaan vaaleankeltainen 81jy (44,6 g). Téma
81jy liuotetaan sitten kloroformiin (40O ml) ja liuos lisdtd#én pylviddseen
(10 x 120 cm), joka on tdytetty 2,5 kg:lla neutraalia piihappoa kloroformissa.
Pylvds eluoidaan kloroformilla, kloroformi-isopropanoli-seoksilla ja kerdtdin 100
jaetta. Jakeet haihdutetaan kuiviin tyhjdssé alle 40°%:n lémpdtilassa. Pylviis

eluoidsan seuraavasti:

Jae Tilavuus/jae Eluoimisaine
(ml)
1-7 650 CHCl3
3-20 500 isopropanoli:CHCl3(l:hl,7)
31-60 500 isopropanoli: CHCl3( 1:33,3)
61-105 500 isopropanoli:CHCl3(l:28,6)
106-110 500 isopropanoli:CHCl3(l:25)
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Jekeiden koostumusta tarkkaillaan ohutkerroskromatografialle /piihappogec-
li, isopropanoli-kloroformi (1:12,5)7 ja ohjelmoidulla kaasukromatografialla
(150-250°C) /3 % OV1T metyylisilikoni-fenyylisilikoni(1:1)-pylvds/. Jakeet n:o
78-84 yhdistetdén, ja liuotin poistetaan tyhjdssd, jolloin saasdaan 81jyméinen
jéénnds (5,1 g), joka sisdltdd ainakin 3 padkomponenttia, mikd osoitetaan kdyt-
tden kaasukromatografiaa.

Osa jadnnoksestd (3,2 g) liuotetaan sitten bentseeniin (50 ml), ja liuos
lisétéén pylvddseen (10 x 89 cm), joka on téytetty 2 kg:1lla OR-PVA Merck-O-geeli
2 000 (vinyyliasetaattisekapolymeeri, joka turposa orgaanisissa liuottimissa,
tuottaa E.M. Merck, Inc.) bentseenissid. Pylvis eluoidaan bentseenilld ja yhteensi
LT jaetta kerdtddn. Ohutkerroskromatografiaa ja kaasukromatografiaa kdytetddn

jakeiden koostumuksen tarkkailemiseen.

Jae Tilavuus/jae
(ml1)

1-7 1 000

8-45 300

L6-L7 1 000

Jakeet 23-33 sisdltévdt 1,73 g (54 %) kéytetystd aineesta.
A) Jakeet 24-25 haihdutetaan, jolloin saadaan 5ljyméinen yhdiste (0,251 g),

jonka kaava on

ja fysikaaliset tunnusarvot
IR (laimentamaton) p: 2,90, 5,96 ja 6,21
mgﬁglp 6,11 (leved s, 1, —§—c%=c); 5,48 (m, 1, C=CH-CH.OH): 1,19 (4, 2,
C=CH:C§20H); 4,13 (s, 2, c:o—cgg—c=); 3,56 [1eve? t, 1, -CH(OH)7; 2,10 (4, 3,
gBC—c=c); 1,13 (s, 3, c—o—g—ch); 1,07 /4, 6, c=c—CH(qg3)27
Massaspektri /m/e/: 334 /M-187, 225, 1Lko, 111, 95, 81, 69
uv:Q . (etanoli):m239 mm ZE= 8 5007/
Kemiallinen ionisoituminen: M + H = 353; molekyylipaino = 352.

B) Jae 31 haihdutetaan, jolloin saadaan 8ljymdinen yhdiste (0,326 g),
jonka kaava on

CH20H

)
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ja fysikaaliset tunnusarvot

IR (laimentamaton) p: 2,91 ja 5,88 9

vamgﬁg%s: 5,41 (m,lz, >c=cg-CH20H ja )C=C§_—CH2—C); 4,20 (4, 2, C=CH-C§20§
4,15 (s, 2, c—o-c_};Q—c=); 3,58 [leved t, 1,. SCH(OH)7; 3,18 (4, 2, C=CH-CH,~
1,71 3, 6, c=c—(c_113)27; 1,15 (s, 3, C-o—(‘:—ch)

Massaspektri /m/e]: 320 ZM-187, 251, 233, 221, 171, 143, 1k1, 137, 125, 113, 97,

95, 81, 69

Kemiallinen ionisoituminen: M + H = 339; molekyylipaino = 338.

)5

b

Seuraavaa yleistéd menetelméd kdytetd&én kohdun supistumisen havaitsemiseksi.

Menettelytapa I

Kehittyneitd naaraspuolisia Uuden Seelannin kaniineja nukutetaan natrium-
pentobarbitaalilla ja niiltd poistetaan munasarjat. Viikon toipumisajan jdlkeen
kaniineja késitelldén 5 pg:lla/péivé ihonalaisesti lﬂﬂ—estradiolia kuutena periék-
kdisend piivéni, mitd seuraa kdsittely 1,0 mg:1lla/pdivé ihonalaisesti progesteronia
seitseménd perdkkdisend pdivdnd. Kaniinien kohtu ja munajohtimet lé&pihuuhdellaan
72 tuntia viimeisen progesteroni-annoksen jélkeen muunnetun Heilman'in & al mene-
telmin mukaisesti (Fertil. Steril. 23:221-229). Munajohdin ja kohtu huuhdellaan
nopeudella 53 pl/min. Kohtu huuhdellaan putkella, joka ulottuu 1,0 cm kohdun
aukkoon munajohtimen pé&std. Kohtu sidotaan kohdun ja munajohtimen liittymékohdas-
sa. Toinen kanyyli sijoitetaan 1,0 cm kohdun siséén emittimeen tehdyn pienen aukon
kautta huuhtelunesteen kokoamiseksi. Testattavaa ainetta annetaan laskimonsisdéi-
sesti kaulalaskimon kautta kantajassa, joka sisdltéd polyetyleeniglykoli 200:aa,
polyetyleeniglykoli L0O:aa, etanolia ja fosfaatti-puskuria. Keanyyli kytketéén
P23-Dc Stathan-muuttimeen, joka puolestaan on kytketty Grass Model 5-polygrafin ja
kohdun supistuma mitataan.

Jakeesta 31 saatava yhdiste annettuna laskimonsisdisesti on vaikuttava ai-
kaansaaden kohdun supistuksia ja munajohtimen tyhjenemisen 72 tuntia progestero-
nilla kédsitellyilld kaniineilla annoksilla 1,0-4,0 mg/kg. Jakeista 2L-25 saatu
yhdiste on tehokas annettuna annoksin 25-40 mg/kg.

Seuraavaa yleistd menettelytapaa kéytetddn tiineyden keskeytymisen havait-
semiseen munasolun kiinnittymisen tapahduttua.

Menettelytapa II

Kehittyneitd Hartley-kantaa olevia naaraspuolisia marsuja astutetaan jatku-
vasti (yksiavioisesti) koirailla, kunnes ontelossa havaitaan em#étintulppa. Tatd
aikaa pidet#in ensimméisend tiineyspéivénd. 5-6 naaraan ryhmille annetaan testiai-
neita vatsaontelon sisdisesti menettelytavassa I kuvatussa kantajassa tiineyden 22.
paivand. Marsut lopetetaan tiineyden 25-L45. pdivénd ja tutkitaan resorption tai
keskenmenon todistamiseksi.

Jakeesta 31 saatu aine osoittautui annoksella 25-85 mg/kg annettuna vatsa-

ontelon sisdisesti tehokkaaksil keskeytté&md&n tiineys.
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Patenttivaatimus:

Menetelm& Zoapatle-kasvin, kuten Montanos tomentosa- tai Montanoa flori-
bunda-kasvin lehdistéd saadun, kohdun tyhjentévié yhdisteitd sisidltévidn orgaenisen

kasviuutteen puhdistamiseksi, joilla yhdisteilld on kaava

CH20H

CH
jossa R merkitsee ryhmﬁﬁCH3>//k\? tai CH3>W¢\ ’
CH4 CH,

CH

jolloin R:n merkitesséd ryhméd CH3>y/L\3 yhdisteelld on seuraavat fysikaaliset
CH3 h
tunnusarvot:
IR (laimentamaton): 2,90, 5,96 ja 6,21 um,
CDC1

NMRTMS 3d: 6,11, 5,48, 4,25, 4,13, 3,56, 2,11, 2,08, 1,48, 1,13 ja 1,01 miljoonas-

osaa,

ja jolloin R:n merkitessd ryhmda CH3>y/\\
%

CH3

IR (laimentamaton): 2,91 ja 5,88 um;

NMRgzgl 3d:

osaa,

yhdisteelld on seuraavat fysikaaliset

tunnusarvot:

5,41, 4,26, 4,15, 3,58, 3,18, 2,18, 1,76, 1,67, 1,15 ja 1,04 miljoonas-

jolloin joko késitellddn mainittue kasvimateriamalia vedelld noin 100°C:ssa ennen
sen uuttamista orgaanisella liuottimella, edullisesti etyyliasetaatilla, jota
seuraa uutteen jatkopuhdistus edullisesti bentseenilld ja heksaanilla, tai mainittu
orgaaninen kasviuute pestéd&n vedelld huoneen lémp&tilassa, t unne t t u siita,
ettd

a) mainittu vedelld esikésitelty tai pesty orgaaninen kasviuute liuotetaan
veden kanssa sekoittumattomaan orgaaniseen liuottimeen, edullisesti dietyyli-
eetteriin, huoneen lédmpdtilassa,

b) saatua liuosta késitellddn huoneen lémpdtilassa heikon eméksen, kuten
natriumvetykarbonaatin vesiliucksella, ja orgaaninen faasi erotetaan, jolloin edul-
lisesti ennen orgaanisen faasin erottamista lis&téédn vedetdntd natriumsulfaattia,

c) saatu orgaaninen faasi kromatografoidaan huoneen lampdtilassa adsorboi-
vaa ainetta, kuten piihappogeelid, sisdltdvélld pylvéadlld, jolloin kohdun tyhjen-

tdvd aines adsorboituu pylvédseen,
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d) pylvés eluoidaan polaarisen ja ei-polaarisen liuottimen seoksella,
edullisesti isopropanolin ja kloroformin seoksella, huoneen lampdtilassa,

e) kohdun tyhjentévéd ainetta sisdltavit fraktiot yhdistetddn, liuotin
neihdutetaan pois, ja haihdutusjéénnds liuotetaan veden kanssa sekoittumattomaan
orgaeniseen liuottimeen, kuten bentseeniin,

£) liuos kromatografoidaan orgaanista polymeerigeelid, kuten vinyyliase-
taattisekapolymeerid, sisdltévélld pylvadlld huoneen lamp&tilassa,

g) pylvis eluoidaan ei-polaarisella liuottimella, kuten bentseenilld,
huoneen lémpdtilassa, ja kerdtdén kohdun tyhjentdvid yhdisteitd sisdltévat
fraktiot, ja

h) kohdun tyhjentdviat yhdisteet otetaan talteen, jolloin toisesta fraktiosta

sasdaan kaavan I mukainen yhdiste, jossa R merkitsee ryhmid CH CH3 ja toisesta

3 >/l§
CH3
CH

fraktiosta saadaan kaavan I mukainen yhdiste, jossa R merkitsee ryhmié 3>F¢\\ .
CH
3
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Patentkrav:

Forfarande f8r rening av ett organiskt vixtextrakt av 18v fr&n Zoapatle-
véxten, sésom Montanoa tomentosa eller Montanos floribunda-véxten, inneh&llande

livmodertSmmande fdreningar med formeln

0 HO |, ,CHZOH
I
R 0
CH CH
3 3
w CH
dar R betecknar gruppen CH 3 eller CH ’
3N A 3>x¢ﬁ\
CH CH
3
. . CH, .. . s . .
varvid nar R betecknar gruppen CH3>y/k§ foreningen har foéljande fysikaliska
A
ké&nnetecken: CH3
IR (outspdadd): 2,90, 5,96 och 6,21 m;
CDC1

NMR o 34: 6,11, 5,48, 4,25, 4,13, 3,56, 2,11, 2,08, 1,48, 1,13 och 1,01 miljonte-

delar,

och varvid nér R betecknar gruppen CH3>V/\\ féreningen har f6ljande fysikaliska
4

kénnetecken: CHB

IR (outspadd): 2,91 och 5,88 um}

mvm,gﬁglag: S,41, 4,26, 4,15, 3,58, 3,18, 2,18, 1,76, 1,67, 1,15 och 1,04 miljonte-
delar,

varvid man antingen behandlar det nimnda véxtmaterialet med vatten vid ca 100°¢C
innan det extraheras med ett organiskt 1dsningsmedel, lédmpligen etylacetat, varpd
féljer vidarerening av extraktet med ldmpligen bensen eller hexan, eller det nimnda
organiskae vixtextraktet tvéttas med vatten vid rumstemperatur, k 4 nne t e c k-
n at dirav, att

a) det némnde med vatten forbehandlade eller tvittade organiska véxt—
extraktet upplOses i ett med vatten icke-blandbart organiskt 1ldsningsmedel,
lémpligen i dietyleter, vid rumstemperatur,

b) den erhdllna ldsningen behandlas vid rumstemperatur med en vattenldsning
av en svag bas, sésom natriumvdtekarbonat, och den organiska fasen separeras, varvid
man férdelaktigt tillsétter vattenfritt natriumsulfat fOre separeringen av den
organiska fasen,

c¢) den erh8llina organiska fasen kromatograferas vid rumstemperatur pd en

kolonn innehéllande ett adsorberande medel, sdsom kiselsyregel, varvid det liv-
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moderntSmmande #mnet adsorberas i kolonnen,

d) kolonnen elueras med en blandning av ett polért och ett opolédrt 10snings-—
medel, lémpligen med en blandning av isopropanol och kloroform vid rumstemperatur,

e) de livmodertdmmende &mne innehéllande fraktionerna fdérenas, 16snings-
medlet avdunstas, och indunstningsresten 1&ses i ett icke-vattenblandbart
organiskt l8sningsmedel, sdsom bensen,

f) 18sningen kromatograferas med en kolonn innehdllande en organisk poly-
mergel, sdsom en vinylacetatkopolymer, vid rumstemperatur,

g) kolonnen elueras med ett opoldrt 18sningsmedel, sésom bensen vid rums-
temperatur, och de livmodertémmande fOreningar innehdllande frektionerna fdrenas,
och

n) de livmoderntdmmande fdreningarna tillvaratages, varvid ur en fraktion
erhfélles fSreningen med formeln I, dédr R betecknar gruppen CH3>/823 och ur den

CH3

andra frektionen erh8lles fOreningen med formeln I, dér R betecknar gruppen CH3:7¢ﬁ\.

CH3
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