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Metodo per la zione dei costituenti isoprenici

del guayule
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La presente invenzione si riferisce in generale al
settore dell’industria dell’estrazicne ¢ lavoerazions
della gomma, in particolare della gomma i guayvule /o
del tipo guayule, pin in particolare nel sebtore del

recupero del suol prodotti di scarto.
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xre lfinvenzions riguarda un metodo di
separazione deil gostituentl isoprenici dalla resina di
gquayvule o del tipoe guavule, tra cul le gunayuline A & B,

e le argentatine &, B, € & D.

Arte nota

Il guayule (Farteni
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ur  arkbusto
perenne originaric delle regioni semiaride del Messico
del nord 2 del Texas.

tszc ha un contenute in gomera poliisoprenica 1, 4-

ols wvariabile in dipendenza di vari fattoril e conmpreso

tra 11 5 e 411 20% girea sulla planta
elevati oosti dfimportazicone della gomma estrathas da

albre fontli naturali come I7Hevea brasiiensis, 11

guayule fu presc in considerazione gila yprima

seconda gquerra mondiale, sia negll Stati Unipi
Ttalia, come fonte alternativa di gomma naturale.,
La gomma di guayule i differenzia da guells
dell’Hevea brasiliensis per alcuni aspettl fondamentali
tra 1 quali il pid rilevante risulta guello riferito ad

un  contenuto proteico significativamente inferiore e
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tale da alla gom naturale garatteriastiche
di dpnallergenicita. ‘allergia da lattice di Hevea &

causata infatti da una proteina chiamata

che nells pilanta poessieds un runle per la

del lattice; essa sl lega all'epitopo heveln:

sulle IgE scatenandoe la rispoesta immunitaria che si

2

=10 =

|“

manifeosta in una sorie di
re ‘\K\J_a_czl’ oris.,
Altre glante idonsse

per 1festrazions Jdi gommca

simile a guella estratta dal guayule comprendono ad

TN T Y e
Sl S50

o N 5 e ~ S i d oy ~ 5 £ T =
Sedidago gramnifolia, Selidago rigida, Cacaiia
V. Fyonanihemam

slante ancora appartengone al gerneri delle Asteracesae

{Compositase), Euphorbiaceas, Campanulacsas, Labhiatae e

Cggl 11 guayule non viene pilu considerato solo
SO una vogsibile fonte di £ OIHE naturale
ipnallergenica & soprattutto negli ultimi anni  sono
stati condotti numerosi studi wvolti alle sviluppoe di
metodi & tecnologis tali da congentire Una
valorizeazione completa Jdi tutte ls componenti della
2 oul la resina.

iantsa, tr

7y
"L

La ragina  del gquayule, prodotta  1n  guantita

romparabili se pon guperiorl alla gomma, pud sagere

1
implegata infatti in diversi utilizzi tra 1 guall, a

titolo di

ampio, la fabbricazione di adesivi = la

produzions di pannellil in legno resistenti alllattacoo
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mentre la bilom

regiduale del guayule
dopo estrazione della gomma naturale /o della resina
pud essere utilizzata nella fabbricazions di pellefts e
brigustte combustibili e come fonte di zuccheri
cosiddetrtd  di seconda generazione {dalles  frazioni
cellulosiche od  emicellulosiche di detta hiomassa
regsiduale}  fermentabili pol a hkio-stancleo /o bio-
carburanti.

La resina prodotta dalla pianta del guayule, oosi
come da altre plante da ocul sl ricava una gomma & una
resina simile a guella del guayules, tra cul guelle
elencakte sopra, € ricoa di metakolitl zecondari tra 1
guali 1 costitituenti goprenici  appartensnti  alla
famiglia dei terpeni

guayuline sono composti

interesss per lfindustria aesgenziera & per la
produsicns  di  feromoni  «di insetti, le  argentatine
inveos SO composti triterpenici odi potenziale
attivita antiossidante ed antitumcrales. Le tecniche di

lavoraziane del guaylle finora gviluppate SUNO

"

prevalentemente focaliwvzate sul processzi di estrazionse

|)',“)1

della gomua naturale poliisoprenica 1,4-0ils e della

resina grezza, sul loro trattamento & su progessil di

conservazione della bion

Tabella 1: Costituenti isoprenicl di interesse

tituente Classifigazions Struttura

[
o
7]
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molacolar
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4

Suayvulina

s
x

[ARVITHEF

Guavulina B

Zesquiterpens

4

Argentatina

s
x

Argentabtina B

nating B

Argentatina C

Argentating O
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Argentatina [ Triterpane

Arngentating &

M

[ich s
Lx

Sullo specifico tema della resina del guayule {o

similis ad  ancora pit  in  particolare  dei asuoi

coztituenti, noen  gono  fincra statl  condoetti  studi

dettagliati, sia in ragione della natura di hiomassa

di  scarto dalla avorazione della gommsa
raturale ma soprattutto per la difficclta Jdi acceeders

X

ai  muel cozstituenti in  forma pura e con sistemi

I metodi fincra notl prevedono infatti 17impiego

di progessi Jdi purificazione di tipo

colonnad ohe igultann essere costosi
difficeltosi par uno scale-up e sucoessiva

realizegazionse industriale. La Aifficclta nel

r“

gseparazione & nella purificazions sta nsl

resina ¢  coztitulta da una miscela
comgpostli di  diversa natura che comprends, oltre a
metakoliti quali grassil, oere o gomme a basso peso
molecolare anche un certo numeron di metaboliti
szeondari di natura isoprsnica

SGohloman et al, {1983) desorivong la
cuantificarzione di guayuline e argentatine a partire

della planta del guayule {Parthenium

Le guayulins song atate recupsrate

maedliante saponificazione con distillazione “short path”™
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saguita

. esaguita media
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{Sehloman, W.

Al’lda_es\ oy £

characterization J.
A75}) .

n metods i

LJ. L

state descritto

u

avulin A from

gsolvente per evaporazicns; ssparazions

in

liguido/liguida oon

evaporazions sothovuobo

verde; £
mediante

purificazione

razioni raccoolts,
bianco pgurc

el una misoels i
1

fisolamento

metodo.

cristalliszazione,
Guayule

ottenimentn

-z molacolare

1
etile acetato & zothoponato a ripar

razinna
oromatografia
cromalc
di croma
ottiens,
un  p

TN resa
guayulina A =2 B.

delle argentatine
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o6 -

La guantificazions 2

inte metodl Jdi cromatografia (EPLC)

Py

t

Jr.; Hively, R. .3 Erishern, A.;

bvoroduct,  evaluation: extract

- o) g O 1SN Y ] O
Agrio, Food Chemx, 1883, 31, 875~

delle guayuline & & B &

Zoeller utilizza teoniche

{1994) &

Wagrier, J.FL

purification of

Juayule. J. Agrig, Fond  Chem,

clel

guavule mediante

delle

Jgamme &

in grezao viens

“tizione

rine, seguita da anidrificazigns

2 allontansumeniae del solvente por

finn ad otternere

&

AETO

UR QO

wiento cromatografico della resina

gravimetrioca su gel di silics;

grafica della guayulina A& oon un

tografia gravimetrica zu gel

dells

dO}’_'}D concantrazions

ecipitato di guayulina A

Ome

oA

del 1%

gullfestratic gy
La azepararzic

non & prevista
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11 suwildetto metodo desoritto da Zosller et al.,,
1294, presenta alcocuni swvantaggl, tra 1 gualli le hasse

rese di obttenimento di guayuline pure. La guavulirna A

tti  ettenuta  con una resa  del 1%
sull’estratto grezzo mentre la guayulina B ¢ ottenuta
in miscela con la guayulina & o risulta di difficile
purificazione,

Al

o+

cro svantaggio dsl metode € costituite dalla

i/

vurificazione 4i uno sclo dei suel costituenti, avverc
la guayvulina A,

La guayvulina B & stata invege ottenuta in forma

‘J}

pura da Firestons Tire and Rubber Co., ma con una resa
del solo 0, 4% dalla  resina, mediante teconiche

—

cromatografiche {Singh, M. Bagws Guayule resin

gseparation and purification M.3. Thesis, Texas A&M

University, Department of Ruclegar Engineering, Deac

I1 yproklema  tecnico alla bhase della presente
invenziong & guindi guelln di metters a disposizions un
pratlco, =conomico, warsabtile aoalakbile = ad
alta resga per la separazione di gostituenti izcprenici
dalla resina di una planta di guayule, in particolare
guayulina A, guayulina B, argentatina A, argentatina E,

argentatina O efn argentatina D.

Sommario dellfinvenzione

Un  simile problema &  statoe risolta secondo

17invenzione da un metedo per la separazione di almeno

U 20

tituente iscprenico dalla resina di una pilianta di
gquayvule e/o del tipo guavule che comprends le fasi di:

Yy

a) mettere a disposizions una resina degrassata di

TCAMRHE
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-8 .

guayule efo del tipe guayule;

:

kY sottoporre la resina degrassata a ripartizione i

sy

tipo licuido-ligquidn oon solventi tra loro immiscibkbili
corn l7ottenimento i un estratto apolare contenente i

atitusnti  isoprenici guavulina A, guayulina B e

{}

argentatina B; e un  estratto polare contenente 1
costituenti isoprenici argentatina A, argentatina € o
argentatina Dy =

¢l separare almenoe un costituente iscprernico da tale

astratto polare /o da detto ratto apolare oosil

ottenuti, in cul la fase <) prends ura fasze in oui

I’estratto polare wviene sottopeste a ripartizions di
tipo liguido-liguido con solventi tra loro immiscoibili
a/0 una fagse in gul detto estratto apolare  wiene
sottoposto & ripartizione di tipo solido-liguideo.

Con llespressioneg *“resina degrassatbta™ si intends
qui  un estratto resineso della planta di guayule
sostanzialmente priva di cere, grassl e gomme a hkasso
peso melecolare,

Con l’egpressione Yripartizione di tipo liguidoe-
liquide” e “ripartizions liguido-liguido” si intends
cul un prosesso di oseparazione di o une o pin composti
presentl  in una miscela  complessa  ohe sfrutta la
diversa solubilita dei composti da separare in due
golventi immiscihili tra loreo.

Corn lfespressions “ripartivicons di tipo liguido-

solide” e “ripartizione liguido-solide”™ i intends qui

i estrazione basata sullaffining LTI

sresantl Iin o uana

»7‘

gollda per uno @ pin costiltuenti

~izione (o sstrazions} di tipo liguido-

solido {comunsments indicata con lfacronimo SPFE, dal

TCAMRHE



M

(A

Baszand & Yanasdo

~.

nome ingleze solid-phase extraction) si afr
la distribuzione dei ecostituenti tra una £ase liguida
ed una fase solida insolukile nella solusions con la
guale ¢ poszta a contatto,. Dopo 1l contatto per un
periode di tempo opportune, la faze liguida viene

rimosza ed 1 gomposti adsorbiti sulla

posaonn  essere  recuperatl tramite

soluzione estrasnte.
Preferibilmente, dette almeno un  gostituente
isoprenico {indicata anche SO izoprenoide nan

polimerico) & scelto comprends guayulina

A, guayulina B, argentatina B,

gentatina €, argentatina D, e loro miscels.

Freferibilmente, in fase a) la rezina &

ottenuta da plante di guayule o del tipoe guayules, pin
preferibilmente da una o pin plante zeelte nel gruppo
B

ay s e N gy o] e RO X S SR PR S
che comprends Partheniwn argentatum,

La resina degrassata di  fase &) pud  sgaere

nttenuta a partire da una planta fresca o essiccata,

raturale o ocoltivata in vitro.

In uria Forma

i ealizzazione 1a resing

degrassata di  fass a) ¢ obtenuta a partire
estratto grezzo della pilanta intera.

In una forma di realizzazions alternatilva, la

TCAMRHE
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Iri Tna ulteriore forma
alternativa, la resina desgrassata di

a partire da un estratto grezzo della

Con 1l termine “estratto grezzg”
fravions della pilanta i guayuls o del tipoe guayule
contensntse la resina c¢he g1 ottiens in seguito al
“rattamento della planta, solitamente con solwventi, al
fine di separare dal componentl ligno-cellulosicl la

1x
azione degiderata della planta contenente la resina.

LA ST

Con 11 termine agassa” sl intende la hiomassza
residua derivante dal progessil di estrazicone della

gomma naturale del guavule.

o

It

Praeferibilmente, la resina degrassata i

al

(['

355
ottenuta mnediante una  fase di degraszsazions, i

preferibhilmente una fase i crigtallizeazione

P

frazionata {detta anche "winteriszazione”) adi 111
estratte grezze di una pilanta di guayule o del tipo

guayule.

in percentuales

X

0%, win preferibilmentes 80% girca, Preferibkilmente, la
HEEe adi cristallizzarzrions frarionata {o
“winterizzasziona™} comprends un trattamento a
temperatura gmpresa tra 30 2 30 2, ein

preferibilmente 40 ¢, dell’estratto

solvente, preferibilmente  con agitaziones fino alla

sostanziale completas dissoluzions dell’estratto grezzo;

TCAMRHE
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<

e guccessive raffredidssnento creferibilmentes &  una

temperatura  di glrea 0°8, corn l7ottenimento  della

e

i
[

razione di una oomponente apolare, che comprende
cere, grassi e gomme a bagso peso moelecolare, da una
componente polare {dette anche Yaogue made i)
comprendente la resina degrassata.

:

Preferibilmante, nella fase di corisztallizzazione

"

frazicnata, 11 solvente 2 =zcelte tra mebtanole, acgusa,
etanala, metanoleo, acetone & lora combiinazioni,
preferibilmente metanolo

Freferibilmente, nella fase di eristallizzazione

azlonata, lfestratto grezsc

nel sclvents in un rapporbto, espresso in peso gecoo {(g)

-

dell festrattn  grezzo  rispetto al  wvolume {13 del

solvente compreso tra 50 e 150 /1, pin preferibilmente

di 100 /1.

Preferibilmente la fase b)) & preceduta da una fass

i

di ooneentrazione della resina degrassata a uan volums,
in percentuale del volume sul volume della
rezina prima della concentrazione, compresn tra 5 = 20%

"erikhilmente com

(viv), pid pre

Freferibilmente, in detta fasze b}, la ripartizione
dal tigo liguido-liguido viene candotta & una

e o D A
tra 15%C & 267, riu

preferibilmente a 20°C.

Praferibilmente, 1in detia fase b)Yy, 1 zolventi tra
loro immiscibili goemprendone un solwvente polare 2 un
solvente apolare.

Preferibilments, in fase b} 11 solwvente polars &
scelto nel gruppo cohe  comprende  aggua, metanclo,
etancle, l1sopropanolo, terbutanolo, =til agetato, e

lore combirnazioni, pin preferibilmente una soluzione Jdi

X

TCAMRHE
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metannle & acqua, pin preferibilmente

volumetrico tra metanolo £ adgua compres:

2:l, ypiu preferibilmente tra 3:1

T
A
=

-

ancora in

eferibhilmente Jdi 4: ciroa; o 11 solvente apolare &
scelte tra petroletere,n-esane e loro combinazioni, pid
preferibilmente petroletere,

Preferibilmente, il solvente polare & presente in
un  rapportoe wvoelumetrico rispetto al golvente apolare
comprase bra Z:1 e B8:1, wpin preferibilmente tra 4:1 e
S5l

Freferibilmente, la fasze ) di sgottoporre la
resina degrassata a ripartiziore & ripstuta una o piu
volte,

Freferibilmente, la fase by

essicoamento dell’estratte apcolare cosl ottenuto, piu

preferibilmernte a una pressione compresa bra 1,5 mbar ¢
L T o T, IR R .- Ty vy A g T SO il I
S, 0 mbar & a una temperatura comeresa bra 25°C e 35°C,

Preferibilmente, la resa della somma Jdi guayulina
A, guayulina B o argentatina B nellfestratto apolare

ottenute 1n fase k), espresso in percentuals in peso

LA della SOMINA di

argentatina A, argentatina < & argentatina b
nell’estratto polare ottenuto in fase b}, ezpresso in

vercentuale in peso seoco rispetto al peso

Ry

resina degrassata di fase a) & di almeno &,0%, piu

preferibilmente di almeno 11, 0%,

Preferibilmente, in Yy, 17 almeno un
costituente  lisoprenico € scelto tra guayulina A,

guayulina B, argentatina B o loro miscels & la fasge )

TCAMRHE
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CLOME o)
gttenute in fase bk} a ripartizicone di tipo solido-
liguide.

Preferibilmente, in fase ¢}, la ripartizicons di
tipo solido-liguido comprendle le fasi di zottoporre
l7estratto apolars ottenuto in fase k), sciolto in una
combinazione di dus solventi tra loro wmiscibili, ad

adsorbimento su una o

tbrice solida, piu preferibilwmente
per intrappelamento seletibivo; o di trattamentoe, pin
preferibilmente lavaggice, della matrice solida oosi
nttenuta gon una combinazione di due solwenti tra loro
mizcibili, Iatelsl l'ottenimenta di CNa solusicons
contenente una miscsela di guayulina A e guayulina B, e

urna matrice solids contenente

Preferikbilmante, il trattamento dells matrice

.
I
—
[
o
o
(\4

sl ottenuta viene 2segquita Con ris
combiinazione i selventi che 2 la medesima della
comhinazione di selventi della fase di adsorbimento su
matrice solida.

Freferibilmente, la fase i adzorbimento 811
matrice solida & segulta da evaporazione della
combinazione di solventi.

Freferibilmante, 1l adsorbimento su mabrig aolida

:

viene esegulite in un pallone di »

azione O S un

supporte filtrante, pin preferibilmente in un pallone

Freferibilmente, lfadsorbimsnto su matrice solida
viens esegulto a presslone compresa tra 1,0 mbar e 2,5

mbar, pid preferibilmente tra 1,5 mbar ¢ 2,0 mbar e &

una Lemperatura TOMBTesa

eferibhilmente tra ZE8°Z o 32 °0.

/-w

Preferibilmente, la matrice solida & secelta nel

TCAMRHE
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grugpo che eli

idrogarburi aventi

{1

legati

o
r
i
'_)-‘
b
(53]
(13|

ase invearsal), g=l1 a gruppl

clapnidrici o eguivalenti, gel «di silice legati a gruppl

fenilalehilici o eguivalenti, e loro combinazioni, piu

se

preferikilmente gel di silice hase

P

Preferibilmente, nalla ripartizione di tipo

selide-liguide di fase ), la combinazione di solventi

& una combinazions di un solvente polare 2 un zolvente

.

apolare, piu preferibilmente in un rapporto volumetrioon

t\
del solvente apolare rispetto al  solvente polare

comprasa bra 4:1 & 4931, pin preferikbiilmente hra 5,5

i
[y

.

e 19:1, ancora pia preferibilmente di circa 9:1.

w
e
5
i
T
Lol
—
ot
84

E

Freferibilmente, la matrice solida ©

I+
3
(9]
——

dimensicni della maglia (mesh) comprese tra 70 ).
Preferibilmente, il rapporta, esPressuy irn
vercentuale In velume sul wolums, tra la combinazicns
di solventi ¢ la matrice solida & compresa tra 1:5 e
1:2, pit preferibilmentes tra 1:4 & 1:3.
Preferibilmente, nella ripartizione i tipo
selide-liguide di fase <), nella  combinazicons i
solventi, 1 solwventi sono unitl allfsstratto apolare

ottenute in faszse kY in un rapporto, espresso in volume

di oombinazicone Jdi solwventi rispetto al peso

dellfestrattoe apolare, comprasge tra 5 e 9 mlig, plu
preferibilmente 7 wmlig.
Freferibilmente, nella ripartizione di  tipo

solido-liquide di fase o), il solvente polare & scelto

nel grugpo che comprends: etanclo, metanolo, acsatons,
acido acetioa, etil acetato, atetonitrile,
diclorometana, e  loro conbinazioni; e 11 solwvente

apolare & scelto nel gruppo che comprende: pebtroletere

TCAMRHE
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e r-esano € lore combinazioni,

Preferikbilmante, 1a resa della misoela i
guayulina A e guayulina B nells soluzicne contenente la
mizcela di guayvulina A 2 guayulina B obtenuta in fase
oYy, espressa in percentuale in peso zecoo rizpettoe al
pego secoo della resina degrassata di fase ay & di
almeno 5,0%, piv preferikilmente di almeno §,0%.

Praeferibilments, la resza i argentatina B nella

matrice solida  ottenuta in  fase o), espresga In

parcentuale in peso seeon rispebto al peso seccoo della
rezina degrassata di fase ay & di almeno £,0%, piu
preferibilmente di almeno 3,2%.

Preferibilmente, la zalida cunternents

argentatina B viene sottoposta A un Ulteriore
Frattamento, preferibilmente lavagglco con un aolvente
npoelare, Iatelsl l7ottenimento i una soluzions di
argentatina B,

Preferibilmente, nellfulteriore trattamento della

(T

matrice solida, 11 =zolvente polars

Ry

seelte nel gruppo

che comprearide atanolo, metanaelo, acetons, acideo

I
T

aceticeo, e2thil acetato, acetonitrile, digcloromstans, &
loro combinazioni, preferibilmente acetato di etile.
Preferikbilmante, l7ulteriore trattamento della
matrice solida  wvisne esegulito & una  Lemperatura
comprasa bra 15%C e 30°C, plu preferibilments oomprasa
tra 20°0 e Z2L°C,

Freferibilmente, lfulteriore trattamento della

T

T
"’

(o3

matrice solidas & seguiteo da una faze di filtrazione

cssiocazicnse dells soluzione i “gentatina B¢

fu

»

separat
Praferikbi lmente, in fase oYy, 1falmeno U

costituente i1soprenico & scelto tra argentatina A,
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argentabtina ¢, argentatina D ¢ loro misgels =2 la fase

¢} comprends una fase di sottoporre lfestratto polare

‘Jx

attenuto in fa By & ripartizione di tipn licuido-
liguido.

Preferibilments, in fase o), la ripartizione di
tipo liguide-liguidn comprende la fase di sottoporre
lfestratto polare obttenuto in fase b)) a ssparazions in
una eombinazione di un selvents polare & un solvente
apolare ocon lfottenimenta i una  fase  organica

contenents argentatina A & una fase acguosa contenente

una miscela di

{u
-

Ty
P

rgentatina £ & argentatins

Preferibilmente, nella ripartizione i tipo
liguide~liguide di fage o), 11 solvente apolare & il
solvente polare sono in un rapporto wvolumetrico del
solvente apolare rispetto al solvente polare Sompreso
tra 1:2 = 1:8, pit preferibilmentes tra 1:% e 1:7,
ancera pin preferibilments di circa 1:&.

Preferikbilmante, in fase oy, 1a fase adi
rigartizions di tipo liguido-liguide & ripetuta una o©
pin volte,

Preferibilmente, nella fase di ripartizions

‘Jx

liguido-liguide i fase ¢33, 11 solwvente apolars &
soelto nel gruppo che comprendes oicloesano, n-es5ano,

vetroleteres a loro

combrinazioni, pid preferibilmente

Praeferibilments, nslla fass di ripartizicons di
tipo liguido-liguidn di fase ¢), 11 solverte polare &
scelto nel  gruppc che comprends  acgqua, metanolao,
etanolo, isopropancln, tertbhutanclo, & loro

ionil, preferibilmente metanclo e acgua.

X

combineg

'_:
(8]
1]
rt
'_2.
N
'_(
o
ja
T

Praferikbi lmente, nella fase odi

liguldo-liguide di £

Py

s Ll BN il solvente polare
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ende 11 solwvente

COME

polares ottenutn in fase Iy .

Freferibilmente, nella

liguido~liguido 4di Ffasze o),

liguide & preceduta da una

dellfestratto polare ottenuto

Freferibilmante, 1a
ottenuta

argentatina A cosi

la fass

Pr

i

{

feribilmente,
miscela i a
trattata

ulteriormente COT

un

preferibilmente essicoata.

Praferibilmente,

fase organics  ottenuta

percentuale in pesn seggo

resina degrassata di fase

srefe di almeno

fepay

ribilmente 7,0%.

Freferibilmante, la

resa

2 o2 argentatina D nella fase

percentuale in

a1l

[
T

Spre

o

pegsn secoe della

resina

almenn 0,5%, plu preferibilmente

Preferikilmante, la fasze

una fase Jdy di purificazione

costituente isoprenico.

Preferibilmente,

comprende una fase di grista

costitusrite isoprenico, oOn

o o o]
L.-\'O

cristallina sostanzialmente

Preferikhillmente, in

cristalliszazionse & una orista

rgentatina € e

Al miscela

degraszata

la fase
1lizza
1fottenimento

citusnte iscprenico della

Baszand & Yanasdo

f

dellfes

Zione

ti

ripar
tizione liguido-

centrazions

(I

contenante

conternents una

argentatina I wviene

vante min

sol wolare &

»,,,

argentatina A nella

fase ), asprasga 1in

& di almeno

di argentatina

acguoea gtteriuta in fase

dli almens

¢} & seguita da almeno

di  almeno un suddstto

) di  purificazions

zione di almeno un

di almeno un

pura.

oy, 1la fase ali

Jlizeazions diretta con
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solventil apolari, pid preferibilmente petroletere gfo
n-esano, & basse temperature, piu preferikilmente a una
temperatura parl o infericre & 0 °C.

Preferibilmente, nella fage di oristallizzazione
1

della guayulina &, dell’argentatina 2, € e D, la

temperatura di cristallizzazions & circa

Il

Preferikilmente, la fase d} comprends una fase dl)

( ['
-
=
b
~
o2

in cul la miscela di guayulina A ¢ guayulina B ottt

i1

{_u

in  fase o) sottoposta  a precipitazions della

guayulinag & mediante Frattamento con un solvente
apolare, preferibilmente saelto nal GrURRo che
comprende  petroletere, n-esane € lore combinazioni,

anconra pit preferibilments n-esang, oon raffreddamento,

piu preferibilmente a una tempera

-239C, ancora plu preferikilmente

un precipitato  di guavulinae A purificata = un

"

surnatante c¢ontenents una miscala di guayvulina A e

guayulina B.

%

=
pu
b
-
i
_
—t
=
-
—
—
5y
Y
k.
2

Freferibilmente, 11 precipitato di
[

purificata & sottogosto a oristallizzazicong, i

~ibilmente mediante cristallizzazione diretta con

2
”[1
‘Jx

~sano, oon 1 ottenimento di oristalli di guayulina A

Freferibilmente, la

espresza in percentuale in peso secoe  rispetto al peso

secoo della resina degrassata di fase a), & di almeno
2,0%, pin preferibilmente almenn 5,0%.

Praeferikhilmente, 1a TESA della misoela di

Lo

guayulina A e guavulina PB cotitenuta 1in fase dl},

SEQ

s
'_
o]
ke’
I
ot
-~
O
4
A7
'_l
ke’

espressa 1n percentuale in

oo della resina degrassata Jdi fase al, & di almeno

0,5%, pla preferibilmente alwmeno 2, 8%.
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Pref

rikilmente, la fase d} comprende una fass d2)
in ¢cui l7argentatina B obtenuta in fase ¢} & sothtoposta
& pregipitazione ntalal un solvente aponlare,
preferibilmente aoelto nel YruULEo chie compreands

petroletere, n-esano e loro combinazioni, ancora pid

I"‘n

preferibilmente petroletere, con raffreddamento, pin
preferibilmente a una temperatura compresa btra 0 e
23°C, ancera pin preferibilmernte 09C, othenende cosi un
precipitato di argentatina B purificata.

Preferibilmente, 11 precipitate di argentatina R

%

purificata &  sobtoposto a  coristallizzazions, pin
preferibilmente mediante cristallizzazions dirstta oon
petroletere, GO l7ottenimenteo di cristalli i
matina B purs.

»t..
Preferikilmente, la resa della argentatina B pura,

sgpregsa in percentuale in pesso seoco risg

seoco della regina degrassata di
1,52%, plu preferibilmente almeno 3, 4%.

Preferibhilmente, la fase d} comprends una fasge d3)
in cul lfargentatina A ottenuta in fase ¢} & sottoposzta
& precipitazinne folelal un sglvents aponlare,
preferiki lmente sceltao nel JEULEHD che comprande
cloleoesano, n-ssang, etere etilico, petr

=

.tN
combinazioni, ancora pit preferibdlmente etere etilico

e r-esane, oon raffreddamentso, pid preferibilmente a
. o e vy s e sy e .- R © o 3 LR R -
una  temperatura compresa tra O & -Z32Y0,  anoora piu

TR

preferibilmente -23°%2, ottenends cosi un pregipitato di
argentatina A purificata.
Preferibilmente, 11 precipitato di argentatina A

N

purificata & @ottopostce a oristallizzazione, pin

preferibilmente mediante cristallizeazione diretta con

n-egane e stere etilico, con 1l7ottenimento di oristalli

TCAMRHE
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~gentatina A pura.,

Preferikbilmante, la aoristallizzazione del
precgipitate di argentatina A purificata viene eseguita
a una temperatura compresa tra 0 e -TBYC,

Praferibilmente, la fase ) comprende una fage d4)
in gui la miscela di argentatinag € e argentatina D
ottenuta in fase o) & sobttoposta a precipitazione
dell’argentatina I infely! un aolvente aponlare,

preferibilmente aoelto riel EUDHO ohie comprernds

b pet ot

e e lore gonkdnazioni, angora piu

I~

preferibilmente petroletere, con raffreddamento, pin

2

preferibilmente & una tempsratur sresa bra 0 2 0~

[

S Com

”
s

23°C, ancera pin preferibilmernte ~23%, ottenendo cosl
un  precipitate  di argentatina T purificsata o un

surnatante conternente argentatina .

Preferibilmente, 1l gprecipitato di argentatina D

kN

s
=
B
F
=
¢
o
~
(1
10
~
~
—
C
‘J
o
pors

A cristallizzazione, i
preferibilmente mediante cristallizzazione diretta oon
petroletere, COn 1 ottanimento adi cristalli A1
argentatina D pura.

Praferibilments, la resa della argentatina D pura,
vercentuale in peso secco rispetto al peso
resina degrassata di fase a), & di almerno
0,3%, pin preferibilmente almeno 0, 8%.

Preferibilmente, la fase df)] & segulta da una fase

It

d>y im ecui il surnatants contensnte argentatina
sottopostoe a evaporazione del il residuo

disciclto in un solvente

scelto nel JrupEo che ciclossano,

T

petroletere, stere etilico, -2 S&R0 lareo
combinazioni, ancora pin preferibilmente sters eotilico,

GO ratfreddamento, pin preferibilmente & Una
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tra 0 & -23°¢, ribilmente

39, ntalyl lfaottenimento i un praecgipitata i
argentatina O purificata.

Preferibilmente, 1l precipitate Jdi argentatina <
purificata & sotltopusto & crigtallizzazione, ol
preferikbilmente mediante ceristallizzazions diretta con
n-esano, <on lfottenimento di cristalli di argentatina
O pura.,

Preferibilmente, la resa della argentatina ¢ pur

e
[

[
[
-

rispetto al peso

espressa in percentuale in peso se

secon della resins degrassata di fase a), & di almeno
0,1%, piu preferibilmente almsrce 9, 3%,
Preferibilmente, la fass db4 & preceduts da una

faze di goneentrazione della faze acguosa obtenuta in

Preferibilmente, la Fase )

& segulta da una fase
el) che comprende una reazione di idrolisi basica della
guayulina A ottenuta in fase dl) efo della miscela i
guayulina A & guayulina B ottenuta in fase ¢} aon
l7ottenimento di una soluzicns contensnte parteniola,
Preferibilments, la reazions di idrolisi basica
viene condotta in una misoela di reazione che comprende
la  guayulina A e/f¢ la miscela Jdi guayulina A e
quayulina B & una soluzione basica, in cul la sgluzione
asica & gpin preferibilmente sgelta nel gruppe ohe
comprende ldrosside di potassic, idrossgido di sodio e
loro combinazioni, il pin preferibilmente idrossido di
potassio, in oui la guayulina A &/0 la miscela i
guayulina A = guavulina B e la scluzione kasica sl
trovano in un rapporto peso (g}l su wvolume {ml}) dells
guayulina A /0 la miscgela di guayvulina & 2 guayulina B

rispetto alla soluzione basica compreso tra 1:8 e 1:10,
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pin preferibilmente tra 1:1.% = 1:10, ancora pin

oy

I

™

sreferibilmente di cirveoa 1:5, pitu preferibilmente con

P

agitazione, <on lfottenimento di una fase organica
corntensnts parteniolao,

referibilments, la migcesla di reazicone gomprencls
ingltre metanole & agqua, in cul il rapporto

.tN
volums tra aoqua & metanoelo & gompreso hra 1:20 e 1:100

e pit preferibilmente t
Freferibilmente, la soluzions contensnta
partenicle viene sottoposta a oristallizmazione, pilu

wreferibilmente mediante ceoristallizzazions diretta oon

petroleters, oon raffireddamento, piu preferibilmente &

0°C, con lfottenimento i partenioclo puroe.
Freferibilmente, la  resa di parteniolo puro
ottenuto per idreliszi dalla miscela Jdi guayulina A e

X

guayulina B dalla fase 1), espresza in percentuale in

pese secoco rispettoe  al  peso  seccoe  della reszina
dagrassata di fase al, & odi almero 0.5%, wiu

Preferibilmente, la fase &l) & segulta da una fase

cusl othtenubo,

|_l
&
',.;
P
I
o)
|_.
&
'_I
-

22} di esterificazione de

[iz)

con 17otteniments di una seluzions contenente guayulina
B.

Freferibilmente, lfasterificazions del parteniolo
vigne egeguita con acide anlsice o cloruro di anisile,

Praferibilments, nella fase di esgterificazione el
parteniole, lfacide anisice o 11 c¢loruro di anisile
zono utilizzati in una guantitd pari a 1 eguivalents
rigpetto al parteniolo

Preferibilmente, la soluzicns contenente guayulina

Yy

B oozl ottenuta in fase =22) & sottoposta a evaporazions

2 11  residuo disciolto in  un  solvente  apolare,

TCAMRHE
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preferibilmente goello nel QLU

cicoloesano, n-ssang, etere etilico,

combinazioni, ancora pit preferibilmente

1
o
Y
—+
3
[
1
it
-
T
f
i
e

cort 1ottenimento di un precipitatoe di o guayvulina B
purificata.

Preferibilmente, 11 precipitato di guayulina B

.

t.\
purificata &  zottoposte a  oristallizzazions, SO

affreddanente, piu pre

=ribkilmente a una temperatura

o ~5 e Jt]

comprasa tra 0 e ~Z3°C, pin preferibilmente 0°C, oon

1 ottenimento di cristalli di guayulina B pura.

Freferibilmente, la

T
b:
1)

aressa in percentuale in pesou zecoo rispetto al peso

secoo della resina degrassata di fase a), & di almeno
0,55% (resa rearione 38% molare della reazions).

Preferikilmente, la faszs o} & segulits da una fasze
23} che comprensle 1IFLa reszione di riduzione
dellfargentatina B cttenuta in fase o) efo in fase d2f)
Gon l7ottenimento i Ura soluziorne contenante
argentatina .

Freferibilmente, la reazions Jdi riduzigns viens
condotta  in una miscela di reazione  comprendente
17argentatina B e litin alluminic idruro LidlH: o sodio

=

kore  idruro, pin preferibilmente scodio horo idruro

MaBHs, in cul preferibilmente la

"ﬁ?

regenta una concentrazicns, sgpressa in peso secgo di
argentatina B risgetitc al wvolums della mizcela,

SOmpre tra Z,% o 1,5 g/100 ml, pida preferibilmente

2,0 g/100 wml, win preferibilmente con agitazions, con
l'othenimento di una soluzione ¢ontensnts argentatina
D,

Praferibilmente, nella reazions Jdi riduzions, il

litio alluminic idrure LiAl1H: o sodio boro idruro sono

TCAMRHE



M

10

Baszand & Yanasdo

- 24 -

pregentl in una guantita pari a 2 egulvalenti rispetto
2ll argentatina B,
Freferibilmente, la mizscela di reazione comprende

ingltre metanclso, 1in cul 1l metanola e in una

(X
C
&
i
es
(I
o
=
{1

concentrazione espressa in percentuale in pesoe {g) sul

volume {ml} compreso tra 70 e 20%, pla preferibhilmente

0%

Praferibilmente, in  segulito alla
riduzione, la soluzione contensnte argentatina D geal
ottenuta & sobttoposta & evaporaziong e 1l residuo
disgicoltes in un solvente apolare, preferibhilmente
scelto nel gruppo che comprende ciclosszann, shters

gtiliceo, n-agang, paetroleter e loro gombinazioni,

X

'_t‘

ANCOr & oin preferibilmante petrolaeters, TN
lfottenimento di  un  precipitato  di argentatinae D
purificata,

Freferibilmerte, 11 precipitate di argentatina D
purificata &  sottopostoe & coristallizzazionse, oon
raffreddamenta, pin preferikilmente a una temperatura
compresa tra 0 e ~Z3°C, pin preferibilmente 0°02, oon
lfottenimento di cristalli di argentatina D pura.

Preferibilmente, la resa i argentatina D purs,

al peso

espressa in percentuales in peso

seccn della resina degrassata di fase z3), & di almeno
0,50%, pin gpreferibilments almeno O,

Le  strutture dei composti purifigati ottenuti
secando la presente invenzione S0ONa determinate
madiante analisi & caratterizzazions spettroscoplos
secondoe metodi noti nellfarte.

Ef state infattl trovato c¢he, sottoponendo la
resina Jdi guayvules (o del tipoe guayvule) e prodottil

dellfestrazione della resina a opportuns separazioni

[
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nlare ripartiziconi del tipo

“
[
1%

corn solventi, in part

{ F'
[

s
[

licuido-liguidn a/o liguide-zolido, = vossibile

»,,,

arrivare alla e alla purificazione Jdi tutti

1 costituenti isgoprenici di  interesse, guayulina R,
guayulina E, argentatina A, argentabtina B, argentatina
2 2 argentatina D, con rese pin elevate rispettn alle
teaoniche note.

L2 tecnichs note infatti, sone basate su metodl
cromatografici a colonna, c¢he sconoe costesl = non
sgalakbili & livello industriale.

Lfarte nota, 1noltre, non desorive la separazione
o lf'isglamentn delle argentatine, anch’esse di rnictevels
interesse nell’ambito  di  applicazioni nel  sstitore
farmacologico

La Righiedente & invece riuvscita a individuare un
metode che, sfruttando le caratteristiche di polarita
delle molecgle di interesss, = sulla base di una
precisa seguenza di fasi e scelta di solventi ad ognd
stadia, permette di separare e purificare in  modo

goonomice  tutte  le

T
{
'sd

rapldo, semplice, wvarsatile
malecels di interesse,

A titole di esempio, 11 metodo della presente
invenzicne permette di lavorare 1 Kg di resina grezza
in  due giorni, oon lfottenimento oirca 30 g di
guayulina A, 20 g di argentatina B e 2 g di argentatina

A pure,.

~+
:
'_L
—
—
<
i
s
o]
[
e
]
[
—
v
—
—
"
5
—
—

Innltre, il metodo dells presante
DO limiti volumetrici, potendo paraelo egsere

plicato a volumi anche industriali.

Per la prima wvolta, quindi, ¢ stato gpossibile
mettere a disposizions 1 costituenti guayvulinas A&,

guayulina B, argentatina A, argentatina B, argentatina
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T

I, ad un grade di purificazicens = in

volumi ali da  permettere  di studiare le  loro
caratteristiche o le lorn applicazioni industriali in
larga szcalsa,

Le zuddettse molecole pogssono avere intereszanti
applicazioni in diversi amkbifi tra cul quello

essenziern, agricolo, cosmetico o Ffarmacologioo.

I1 metodo della  pressnte  invenzione  gpermette
inoltre, attraverso reazioni di semisintesi di obtenere
isoprencidi minori e di difficile derivazione dalla
resina, guali la guavulina B = 1lfargentatina I, ohe non

sarebhero altrimenti separakili in gquantité

soddisfacenti,
Questi prodotti semisintetici rappresentano una
via razionale per atteners  prodottil naturali e

sinteticli con  elesvato potenziales  di welicabilita

industriale, part da prodottl seggaratli e purificati

grazie al metodo dells presente invenzione, che risulta

f
esgare magglormente versatile =Tl acosnatenihile

rizpette al laborioszl e costosl metodl gid descoritti

Una caratteristica peculiare dellfintero metodo

della presente invenzione & ocostituita dall’assenza di

miche cromatografiche a colonna,

e
nal  contempo, in forme di realizsw
1 attenimento di prodottl oristallini purificati
par cristallizzaszione diretta QO

asse Lemperatures. La

sttenuta tramite

invenzione risulta sorprendsante in uanto

apparentemnente in contrasto con le teorie aggettate e

TCAMRHE



M

10

=

NG
‘

Lo
]

Baszand & Yanasdo

descritte nelle stato dellfarte, secondo le guali
sarebbero invece necassari atosi passagyl i

pvurificazione cromatografica a colonna per ottenere

&
'_n-..
'_A

rizultatl eonfrontakhili a gquelli gttenuti seconds

1

metode della presente invenwicne.

Cid non toglis che, gualora lo si wvoglia, le fas

'lf

i
di purificazione della pressnte invenzions sono idonse
ad essere applicate anche a prodotti non completamente

geparabtli o purificati yprecedentemente  sottopoesti  a

cromatografia,

I1 metodoe della pregente invenzione permetbte di
ridurre il numero del passagyl per la separazione e la
purificazione del costitusnti rispetto al metodi noti

nello stato dell’arte, rendendo 1l metodo plu senmplice

e i

I
“l
{1
5
0
{35
il
'_',
'_l
D
il
(o3

al contempe ottimizzando le  rs

ottenimento del prodotti puri, cogl come 1

templ impiegati. Inclitre, 1l metodo della

invenzions non preveds l7use di solwventl pericolosi.

I1 metoedn de=lla presente invenzions & applicabile
a resina obttenuta a3 partire da tubte la partili della
planta senza aloun particolare accorgimento. I1 wmetodo

asina

([:

pud infattl  essere  applicato non sola  su e

By

&

attentuta a partire dalla pilanta intera ma anch
partire dalle foglie, 1 rami o 1 fusti {presi insiemne ©
singolarmente}, nonche addirittura da sus  colture

callulari

al metodn dellas presentes invenzions si

&

ottiens un significativo aumento in termini Jdi resa (5%

di guayulina & pura secondo il metodo della presents

inver rispetto all’l% del metode Zosller et al.

1954) .
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Con 11 metode  della  presente ilnvenzions 2
possibile accedere e sfruttare le potenzialita dei
prodotti nttenuti, reguperande  oo0sl  un materiale
tradizicnalmente considerato di goarto della
lavorazione dells piliante di guayvule per obtensre la
gomma naturale.

I1 metodoe della pressnte invenzione forniszce inoltre

una ol ail problemi di ottenimento €
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di aogessibilita dei compost i isnprenoidi non

polimerici del guayule rendendo disponibili prodotti

puri ohe posszsonn essers modificati chimicaments per

dare analoghl strutturali di potenziale inter
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varl campl di applicazicne.

Breve descrizione dei disegni

La Figura 1 & uno schema a hlocchi completo di una

forma di  realizzazione del wmetodo della presents

invenzicons, a partire da un estratto gre=z obtenuto

] - o . 4 T g el By o o o ey wen de oy oy ay . o 4oy
dalla hagassa Jd1 FParthenrum argentatum., I numeri tra

parentesi rapprasantanc & quarntita i prodotto
espresse in grammi.
La Figura 2 ¢ unce schema a blooghi di una forma di

realiss

azlone del metodo della presente invenzione, a
partire da un estratto grezzo ottenuto dal rami =d dal
fusto oli Parthenium argenbatum, ohe moatra
l7ottenimento i guavulina A&, = argentatine & ¢ B, I

numeri  Lra parentesi  rappresentans la guantita  di

prodotto espresso in grammi,

La Figura 3 & uno schema & klogchi di una forma i

szione del metode della presente invenzione, g

3L
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partire da un estratitc grezzo otbtenubte dalle foglie di

Parthenium argentatumn, che mostra 1fottenimento  di

cquayulina &, & argentatine A & EB. I numeri tra

Lu
o
~
pos
o

parentesl  rappressntano la guantita di prod

ggpregso 1n grammi,
La Figura 4 & une schema a bloochl parziale di una

e del wmelodo della presente

forma di realizzazion

inwvernzlone, che 1llustra la semlisintesl delle
gquayuline ed argentatine naturall minori s partire dail
magygiori costituenti isoprenici 3talst polimerici
fguayvulina & e argentatina B) deparati = purificati con
i1 metode della presente invenzione, I nuweeri  tra
parentesi appresentane le rese 1in peso con oul gi
nttengono 1 prodottl raffigurati mediante simisintesi.

Ry

Descrizione dettagliata dell’invenzigne

Lfinvenzioneg wverrd ora descritta ulteriormente

Al reali zione Fforniti

con riferimento a

& soopo 1llustrativeo & non limitativo.

Tutte le percentuali indicate sorno in pese o tutte

le gproporzioni delles miscels di solventi sono  in

voalume, ze non diversamente indigato.

ESEMPIO 1

Winterizeazione dellfes

atto  grezzo di  Parthenium

abum {Filigura 1)

108 g di estratto grezzo ottenuto dalla hagassa di
stati sciolti lentaments in
49%C  in metanolo (800  mL)

sclvente di 1,0 L/100 g di

TCAMRHE
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A disgoluzione completa  la  miscela € stata
raffroaddata a temperatura  ambiente wper 1 ora =
sucoessivameante a 0°%0 per 24 ore. $1 & formato un

precipitateo  compattce ohe & stato reguperato per

I1 regidun o1 cnrnizistensza

auscessivamente lavato con metanolo raffreddato a Q90

iL
=
,ﬁ._.

ed esgsiccato all’ari

a temperatura ambiente otten

g

‘Jx

44 g di grassi o gomme a basse peso molecolare

La frazione liguida polare {acgue maclri)
contenente la resina degrassata 2 stata regupsrata per

le fasi succeszssive,

ESEMPT 2

Ripartizione liguido-liguide della resina {(Figura 1)

00 mL di  solurzione metanolica  obtenuta  dal

processe di winterizezazions,

e

2y separare la componsente
lipofila della resina greszza, scono stati diluiti ad un

volume finale 44 1 L ocon 200 ml di acouas ottenendo una

mizcela metanolefacqua 431,

La miscela ottenuba & stata sottoposta a progesso
di ripartizionse con petroletere(20{
raggiungimento dell’eguilibric tra le fasi, la fase

~

orgarnica € stata separata da quella acguosa,
Questfultima & stata 2stratta nuovamente oon 200

]
s

mL  di petroleteres wer 2 volte. La £a

igultante & staba successivamente lavata con 200 mlL di
una miscela di  metanclo/acgua {4:1%, recuperata,
anidrificata e concentrata a bagse pressioni fino &l

complato sssicoamento otternende 7,7 g di prodotto.

TCAMRHE
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2 stato monitorato

ripartizicne

chromatograpl

V.

{Thin layer

Ticuidn dell festratto

Eipartizione
5 {Figura 1}
T di estrattoe apoelare obttenutoe dal procssso
di 108 g di resina grezza
miscela di

e d
ripartizions liguid

8

o-liguide
mL {~7 mL/g}

di una

gong statl ascioltil in &0
petroletere ad etile acetato ¥ 1 1 2 adsor
19 lettao gdi 200 oL di gel di silice {70-230 mesh, 23
dalla sospensions psr
arigne

mL/ gy .

I1 solwvente

azilons =

=

TUOT O,

tre

volte

& gtate rimosso
vione  ridotta @
risultante stata
nte

b
~

o

e
i

solida
della

’*401"”‘:‘

matrice
cals

144

1a
mL mia

SO

1fadgorbimentao.
in un pallone

utilizzata per
Duesta operazicons & stata condotta
Al reazione secondo un metaodo noto al teonico del ramo.
de-adsorhimento & stata fatta
avuline (5.0 ).

20

l.-\,.a

di
mizcela di gu
200

tenende una
ol ora lavata con
{(£.3 .

: gtata
recuperande 1l7argentatina B

BESEMPICG 4
Eigartirvione liguido-liguidea della frazione pola
4:1 otbtenutil dal

{Figura 1}

1,2 L

VEOTEasI0

primo
degeoritto

ulteriore

~licguiae
ad

nlurione metanclo/la
i ripar liguida-

Jdi

odi
all'Esempiao sottoposti Ut
con ciosloesano {2040
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Dopo il raggiungimento dell’eguilibrio tra le
fasi, la fase organica & stata separata da guella

acguesa, uest’ultima & stata estratta nuevaments oon

(I

5 200 mL di

ztata

It

La faae organica ianltante

.

successivaments lavata con 200 mbL di una misgela di
matannla/acgua (4:1}, anidrificata &

aarngentrata & basge

fireo al completo

19 eszicoanente onhtenendn 5,25 g di estratto,
La fase metanolics della ripartizions,
comprendents le argentatine © ¢ L, & stata estratta con

200 mbL i etile acetatce per 3 wvolte, anidrificata e

concentrata a  basse  pressioni  fino  al completo

15 eszsiccamento ottenendo 1,77 g di estratto.

I1 grocessw i ripartizicons = stato monitorato

mediants TLC {Thin laver chromatography).
ESEMPIO &

Crigtalliszarione diretta di guavuline ed argentatine

20 {(Figura 1}

a., Guayulina A 5,0 g di miscela guayulinioa

attenuta dalla ripartizione solido-liguido descritto

211 ' Esempin 3, sono statl disciolti in 10 mL di n-

D e

esano. Fer raffreddamento della soluzione a —E3°0

2h {bagno di acetone e ghiacoio
ecipitate coploso che & stato rascalto par
filtrazions.
Il residuo & stato lavato con n-esano a ~23%¢ fino

all’ottenimente di  un  prodotte cristalline  bianco

TCAMRHE
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identificate come guayulina A (2,2 gy, IE v max {KBrj;

3081, 2977, 2225, 2860, 1709, 1640, 149%&, 13140, 1180
14 ¥ 14 ¥ I F ¥ F ¥

P oo —a e . A reed -
527, 784, TO8, &6Z, 583, 486 omi. GH

M

m, 2H). O ONMR

8y 124,5; 130,1; 134,0; 128,8;

19 s iy TR Ay 42,8 40,3; 32,9;
A7 16,5; 15,4,
I1 surnatante & stato recuperato ad il szolventse

4

avaporato & pressioni ridoette ottenendn 1,3 g di
miscela di guayulina A = B,

15 b, Argentatina B: 2,3 g di frazione argentatinica

gttenuta dalla ripartizions solido-liguide descritta

3, =mono  stati disgiolti din 10 mbL  di

o

=, Per raffreddamento della soluzions a Q°C

{(bagnae  di ghiaccio) 81 ¢ etteputo un eprecipitato

2{] SO che & raccolte per filtrazione.

sidun £ stato lavato con petroletere a 0°C
finn allfotitenimento di un predotto oristalling bianco
identificatn come : {2, qr. IE W max

(KBxrj: 3023, 3048,

=

[N
;
—
.
Lad
-
'_.
[N
(5322
=
-

1
{250 MHz, CDCL3); o ppm: 4.5 1K, ), 3.56 {dd, 5, 5,
1Hy, 1.11 (s, 3H),

IHy, 0.87 4d, 7,

(d, %, 1H) and

1R ATMT:
13C-1

Lo
fan
{3
[
7
—
it
g
Xl
K
{j’
2
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o
=
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et
-

12,51, 20.38, 21.03, 21.12, 21.¢%,
2 2

[
%2
[
19
[
Lo

25,15, 26.25, 26.32,
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5 o IS o » - 1 A o N e PN

48,67, 50.35, S7.61, T5.14, 80.14, 92.93, 217.00.

Argentatina RA: 5,25 g «di estratto derivante

dalla fase organica ohtenuta dal Processn Al

L.J

ripartizione liguido-liguide descritto zll'Esempio 4,
sono  stati discieolti in 30 mL di etere eti
anlurione & stata rafirveddata a -237°C (bhagng di agetonse
e ghiaccio seccwu) ed & atato aggiunteo n-esanc
lentamente finché non si & oszervato un intorbidimento
della soluzione Con consaguente precipitazione
dell’argentatina A,

= J

tato & stabo recuperato per filtrazione
e sottoposte a lavaggl oon etere etilico e n-esano fino

ad ottensre un preodotte wristalline bianco.

1 ottengonn 0,3 g di prodotto identificato come

argentatina A. IR v max {KBr}: 3386, 28986, Z870

1462, 1380, 1249, 1175, 1051, 954, 880, B37 omt, ‘H-NMR

1HY, 1.67 {=, 3E), 1.43 (s, 3HY, 1.27 {a, 3H), 1.23 (a,
H 1

3Hy, 1.12 (s, 3B L1 (s, 3EY, .22 {s, 3H), 0.77 (4,

7, lHY, 0.43 {d, 7, 1H). BC-NMR (75 MHz, CODCli); & ppm:

L . . _ A .

26.7, 7.4, 30.2, 33.4, 37.4, 37.8, 486.6, 46.7, 47.8,
) g T L 5

48.7, 50.3, 56.1, 70.9, F3.4, 87.2, 84.7, 216.1.

dalla attenuta dal Drocesso eli
ripartizions liguida-ligulde descoritto all’Esempio 4,

goro statl disciolti in 10 mb di pestroletere.

~eddamente della sgluziong a -23°C

di  acetone e ghiaccio secco) &1 & ottenuto un

TCAMRHE
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precipitato biancgo che = stato
filtrazione. Il residun & state lavato <on petrolet
=239C fino all’ottenimento di un prodotto cristallino

bianco identificato come argentatina D {0,354 gy, IR v

ax 3T e - GADND R e A y, RO
max  (KBr}: 3499, 3036, 2972, 2922, 2842,

1337, 1162, 1111, 1055, 913, 772, 5684 cmb.

MHz, CDC1st; & ppm: 4.55% { w, 1HY, 3.58 (dd, 5, 5, 1H),

0
[t

4 { br t,1lHy, 1.11 ¢z, 3HYy, 1.07 {s, Z2H)y, 1.0% (s,

2H), .82 {s, Z2Hy, 0.87 {d, 7, 3H}, 0.8% {s,3H), 0.823

oy
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S YT G TR 2 T vE 7 Y7 8¢ AE AT A -
29,27, 29,78, 322.93, 33.6Z2, 35,79, 37.84, 4R .07, 49,04,
A — - = = c - - o 5 . \

14 P &7, 50.3%, &7.81, T5.14, R, 80014, 92,930

I1 surnatante derivato dal

purificazione dell’argsntatina D & gtato recuperato ad

il solvente oompletaments & prasasioni

ridotte. Il residun & stato disciolte in 10 mL di etere
etiliceo

La zsoluzione & stata raffreddata a -23°0 (kagro i
agetone e ghiaccio secool ed & stato aggiunto n-esano
lentamente fincheé non si & osservato un intorbidimento
della soluzione atadyt conseguante precipitazionse

dell’argentatina .
Il precipitato & stato recuperato per filtrazione

cposte a lavaggl con stere stilice & n-esano fino

ad  otteners un  prodotto criztalling  kdianc. I1

surnatante & stato recupserato e ricristallis per
racuperares altro prodotto.

~

21 ottengong 0,2 g di prodetto ldentificatbo come

)
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argentatina €. IR v max {KBr}: 3234¢,
1455, 1373, 1288, 1167, 140928, 1084, 917, 732, &89, om-
.0OMH-NMREO (250 MEz, CDCL:y; & ppm: 4055 (m, 1K}, 3.58
{is, Z2Hy, 3.%¢ {dd, &, 5, 1y, 1.11 (=, 3Ky, 1.07 (s,
3Ry, 1.06 (=, 2Hy, 0.%2 s, 3Ky, 9.87 {d, 7, ZH)y, 0.85
{m, 3Hy, 0.83 (s, 3H}, 0.51 {d, 5, 1E)y 0.31 {d, 5, 1H).
ESEMPIC €

2 . . . .

Sintesi dei eostituenti isopreniocl minori a par

4
[
ot
'_).
' -/
Y

dagli estratti {(Figura £)

Partendn dallas miscela guayulinica ottenuta oome

st

descritto all’Bsempilo cppure dalla guayulina A pura

obtenuta come desoritto allfEsempio T ovvero dalle sue
acgue  madri, € stato pessibile  gtteneres mediante
semizintesi, prodottl paturali gontenuti nella regina
M che  per la lorg  minori concentrazioni HOno

Ry

Jdiffigilmente ottenikbili medianta metodiche nor -

cromatograliche.,

2. Parteninleo: Il partenioln puro & stato gttenuto

mediante reazione di idroliszi basgsica partendsn dalla

miscela guayulinioa ottenuta dall’gstratto irn

petroleterg/etile acetato gl del Procegso di
ripartizione solido/liguide owvvero dalla guayulina A

pura. A 5,00 g di miscela guayulinics =i sone aggiunti

3,8 mL di una scluzioneg basica di idrosside  di

a

notazgio e metanclo (5% p/fv; >r 4 mmol; ¢Q0egw) e 510

o

P

-
[
[
¥

~

RL di acqua. La reazione & stata lasciata in agitazione
a 40 “C per Z4 ore monitorandone l'andamento mediante

TLC {Thin Iaver ghromat

spenta per diluizione <on una soluzicons gatura di aggua
e cloruro di sodio ed estratta con pebtrolstere., La fase

organica & anidrificata, filtrata ed 11 solvente 2

TCAMRHE
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statoe fatto evaperare a pressioni ridette, I1 residuo

(o, 0 o3 & stato suceessivamente purificate  per

oristallizzazicone in getroleteres a 0 °C {in bagno di
ghiacoic). $1 & cttenuto un prodotto eristalline kianco

(2,6 g} identificatso come parteniclo ¢ deacilguayvulina.

. s Ny R
IR » max 014, 2876, 2924, 2854,

1654, 1454, 1204, 1004, 851, 65%, 534 om . H-NMR {250

1.1%

B

16.5,

o
Ful a0y

R, Guayulina B: ad una soluzicone Jdi 100 mg di

acidn  anisico (Ma molaecolars HE,15; 0,657 mmol}

dizciolti in 2 mL Jdi diclorometano, 51 zono agglunti
380 pbL di olerure  di o ogsalile  28%  soluzicne  in

diclorometans

sa molacolare 126,93; densita 1,7

g/mL; 2,83 mmol; 4 eguivalenti) & & pbL di DME {100

pLimmel di o oacide)y a 0°C e in agitazione per 1 cra. La

il

rearlone stata lasclata in agitazions & temperabura

ambiente ore monitorandonsz 1l decorzo

ferst
[
Y
I
]
=
+
I
i
I

mediante TLS {(Thin

stata spenta per evaporazicns del goelventes a pressioni
ridotte ottenendo 100 my i cloruro di anisgile.,
Successivamente 77 myg i oleorure di o anisile  {Magsa
molecolare 170,15%; 0,454 mmol; 1 eguivalente) sono

\'._)
stati aggiunti ad una sceluziones di 100 myg di parteniolo

molecolare 220,3%; 0,454 mmol) discicelti in & mlL

iricdina. La reazione & s A lasol

in H‘{J.t

A

a  temperatura  ambiente per 4 ore monitorandons 11

decarso mediante TLC ({(Thin layer

omatography). La

TCAMRHE
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reazione €  stata spenta per dilulzions con una
snluzinone szatura di acgua o cloruro di sodio  ed
astratta corn patroletere . Lz fase organica &

anidrificata, £iltrata ed 11 solvente ¢ state fatto

I

gvaporarg a pressioni ridotte. TI1 residu ¢  stato

purificato mediante c¢ristallizzazions

n N
1,

C {in kagrno di ghiaceio). 51 &

Ll

ottenuts un  prodoetto  oristalline kianco (0,15 o)

identificate come guayulina B, IE v max {KBrj; 23504,

2854, 2790, 2657,
1166, 1045, §90, 770,

L67 {dd, J o= 1,41 EHe, 2H), 2.79 (dd, J = 12.3, 5.3

¢, Argentatina D semisintetica: Ad una soluzions

di 130 mg odi argentatina B
9,218 mmol) ottenuta dalla rigpartizicne solido-liguide
descritta all’Esempio ¢ cvvero dalle  acgue madri
derivanti dal processzo di gristallizzaszione descritto

all’Es

rpio 5, discgiclti in 4 mL di metanclo, si song
aggiunti lentamente in bhagno di ghiaccico a 0°C, 25 my

di sodio borg idruro NaBEy {Mazgsa molecolar

o
{T

0,881 mmel; 3,0 sguivalenti)., La reazione 2 shtata
lagciata in agitazions & temperatura ambisnte per 3
minuti, monitorandonse il dagorso adiante TLC {Thin
laver chromatography). La re:

con una soluzlone

di sodio, aggiunta di una scoluzions di acgua ed acido

soalforico 5% fino a gE nsutro od estrazions della faze

h

TCAMRHE
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ATUUOSE 0N etils acetato. La fass Drganica Ty

anidrificata, filtrata ed 11 solvertse &

I
ot
o
v
=
0
e
W
0
i
'_L
/’
S
w
H
ﬁ

oressioni ridotte. Il residun &

75

purificato per cristallizzazione in petroletere a 0 °C

{in bagne di ghiaccile). &1 & ottenuto un prodotho

i

oristalling hianco {0,074 o) identificato

- AT Y
G, 2972, ZBZEZ,

argentatina D, IR v max (KBrj): 3499,
1

2862, 1710, 1449, 1237, 1llg&, 1111, 14%%, 913, 77%, 5684

cmst. SH-KMRE UDC1a) s & ppery 4.5% {m, 1H}, 3.5¢

grezzo di rami ¢ fugto di

otbenubil dal ramli = dal

fusto di Parthenium argentatam  sone stabtl processabtl
g i - “~ e L. . D e "y = e A e o Py
in  accordo con  guesta invenzione per separare la

guayulinag A o le argentatine & = B. Al progesso di

arione della oomponente  lipofila comprendsente

gragsl e gomme a basso pesce melecclare, mediante 1l

metode della wintesriz gonoe ssguitli 1 processi

dAi separazione e di cristallizzazione diretta con le

madesimne procedures

ritte negli Ese

ragporto alla qguankbitd i estratto grezzo utiliz

»

$1 sone ottenuti 1,7 g di miscela ligofila di gr

TCAMRHE
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gOMmRe &

iL

esn molecolare ed alto peson molecolars
(HMwWy, 0,15 g di guavulina & criztallina ,08 g di
et o o ¢ ¢ <

argentatina A, 0,18 g di argentatina RB.
ESEMPI¢ 8

Materiale vegetale: estratto grezzo di foglie di

4,5 g di estrattoe grezzo, ottenuti dalle foglie di
Parthenium argentatum italianoe della BRasilicata, sono

2 Invenzigne, paer

o0
{Ts
&
r-;
’_l
8
Q
=
5
&
s}
T
lv-
- .,
{Ts
W
o
&
5
—
'_l
'_
s}
'_.
-
2
{
et o
{T:

argentatine A =
B. Al progesso dl separaziong della componente lipofila

comprendente grassl & gomme & basso pesd

mediante 11 metode della winterizzazione, sornge seguiti

i processi di ripartizicns e di oristallizzazione

il

diretta con le medesime yprocedure descritte negli

Esempl 2-¢ ed in rapports alla quantitid di estratto

grezze ukbilizzato., 8Si sonce obtenuti 0,30 g di miscela

guayulinica da cui si ricavano per coristallizzazione

diretta ¢on n-esano a ~23°¢ (hagno  di  agetons e
. . -

ghiaccio seccol 0,06 o di guayulina & eristallina, 0,06

g di argentatina A e 0,17 g di argentatina B,

Barzant & Zanardo Milano S.p.A.
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1., Metode per la  separaziong di almens un
costituente isoprenico dalla resina di una pilanta di

guayule e/o del tigo guayule che conprends

2} mebtbtere a disposizions una resina
guayule /0 del tipo guavule;

I} gothoporre detta resina degrassabta a ripartizione di

tipe liguido-liguideo con solventi tra loreo immiscibili

con 17ottenimento di un estratto apolare contenente 1
costituenti iscprenici guayulina &, guayulina B e
argentatina By e un  estrattoe polare contensante 1

-

costituenti iscprenici argentatina &, argentatina O

Hy

argentatina Dy e

di tipo liguide~liguide cort solventi  tra laro

immizcibili efo una fasze in cul detto estratto apolare

viene sottoposto & ripartizione di tipo solido-liguido.

X

9]

Metodo secondo la rvivendieazione 1, in  ecui

detto almeno un costitusnte

prenico & scelto nel

Ggrugeo che  pomprensdls guayulina A, guayulina B,

gentatina E, argentalbina DI

argentatinag D e loro miscels,

i)

2. Metodo secordo la rivendicazions 1 o 2, in gul

detta resina degrassata dl fase &} & cottenuta mediante

oy
[ b -

una

I

di degrassarione, pin preferibilments una fase
di eristallizzazione frazlonata, di un sstratto grezzo

Ai una planta Jdi guavule o del tipo guayule
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4, Metodo seconde una gualsiasi delle gprecedenti
rivendicazioni, in cuil, in fasge k), 1 solventi tra loro
immiscikbili comprendone un golvente wolare e un
golvente apclare, in gul preferibilmentes 11 solverite
polare & ascelto nel  grupps che  cgmperends  aoqua,
metanalo, atanonla, izopropanclo, terbutannlao, atil

agetatn, e loro combinazioni, piu preferibilmente una

I‘\

suluzione di metanclo e acguar; e 11 solvente apolare &

;«4

acelto Ltra petroleters n-esarie ¢ lorg combinazigni,
wpin preferibilmente petroletere.

5. Metodo secondo una gualsiasi delles precedenti
rivendicarziconi, in c¢ui, in fase ¢}, la ripartizione di
tipo solido-liguido comprendes le fasi di zottoporre
l7estratto apolars ottenuto in fase k), sciolto in una
combinazioneg di dus solventi tra loro miscibili, ad
adsorbimento gu una matrice soulida, preferibilmente per

intrappolamento selettivo; = dli trattamento,

»

preferibilmente lavagglo, i detta matrice solida cosi
pttenutsa con una comkinazione Jdi due solventi tra loro
mizcibili, Iatelsl l'ottenimenta di CNa solusicons
contenente una miscsela di guayulina A e guayulina B, e

urna matrice solids contenente

£, Metodo seconde la rivendicarione 5, in  ecui

detta matrice sgolids

contenents argentatina B wiens
sottoposta a un ulteriore tratteamento, preferibilmente
lavaggio con un solvente polare, oon l7ottenimento di
una seluzione di argentating EB.

7. Metodo secondo una gqualsiasi delle precedenti

rivendi: ioni, in 2ui, in

la rigartizions di
tipe liguido-liguide comprende la fase di softoporrse
lfestratto polare ottenuto Iin fase bl a separvazione in

una combinazions di un solvente polare e un aolvente
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apolare ocon lfottenimenta i una  fase  organica
contenente argentatina A e una fase acguosa conbensnte
una miscela di argentatina € e argentatina L.

5, Metodoe seconde la rivendigazicgne 7, in  gul
nella fage di ripartiziones di tipo liguido~liguido di
fase o), 11 solvente apolare & acelto nel gruppo che

comprande gloesano, n-esano, petrolseters, &  loro

combinazioni, pila srilrilmente glclogesane; e il
solvente polarse & gesltoe nel grugpes che comprende
agoqua, metanolo, etancolo, iscpropanclo, terthutanclo, e
laoro combinazioni, preferibkilmente metanolo e asgua.

., Metodo seconde una gualsiasi delle gprecedenti
rivendicazionl, in oul la fase o) & zeguita da al

Al almerno un  detto

=
—

una  fase ) di purificazio
costituente isoprenico.
10, Metodo secondeo la rivendicazione 9 in cui la

Faze <} i purificazicne ompreande una fase i
criztallizzazione di alwmeno un costituente isoprenico,

:

con lfottenimento di almeno un costituents isoprenico
della regina in forma oristallinas sostanzialments pura.
11. Metodoe secondn la rivendicazione 2 o 190, in

oul la fase dy comprends una fase dly in oud

miscela di guayulina & = guayulina B obtenuta in
oy & sottoposta A& precipitazicne della guayulina A

mediant e Lrattamento CIOTL un aolvente apalare,

RS

preferibilmente scelte nel grUpeD che comprends

:

petroletere, N-&&Aano I laro combinazioni,

~,

in

»,,,

oreferibilmerte n-esano, con raffreddamento, ottenendo

ocogl un preclipitato di gusyulina A purilficata = un

&

/‘

surnatants contensnte una miscels di guayulina A e
guayulina E; = in oul praferibilmente, detta

&

precipitato di guayulina A& purificata & sottoposto a

V>
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crigtallizzazione con  l7ottenimento di  cristalli di
guavulina A pura.

12. Metodo secando ura cualsiasi delle
rivendicarioni da % & 11, in gul detta fass d)
comprends una  fase dZ2) In cuil detta argentatina B
nttenuta in fase ¢} & sottoposta a precipitazions con
un solwvente apolare, preferibilmentes scelto nel gruppo
che comprende petroleters, n-sgsane o loro combinazioni,
pin preferibilmente petroletere, con raffreddamento,
ottenendo cosl  un precipitato di argentatina B
purificata; ¢ in cul preferibilmente detto precipitato
di argentatina B purificata = gottoposta &
cristallizzazions con l7ottenimente di eoristalli di
argentatina B pura.

13. Metndo

una gualeiasi delle
rivendicazioni da & a 12, 1in oul dettas fase o)
comprande una  fase Jd3)  in ocul  detta argentatina A
ottenuta in fase <o) & sottoposta a precipitarzione con
un solvente apoelare, preferibilmente scelto nsl gruppo
che  comnprentdde cicloesano, A—28ano, gtere etiligo,

petroletere

it

lore combdinazioni, pin preferibilmente
aetere atilico & n-esanoe, con raffreddamento, ottenendo
cnsi un precipitato di argentatina A purificata; & in

cul preferibilmente detto precipitatoe di argentatina A

Fy

purificata ¢ sottoposto a ocristallizzazigons 0N
lfottenimento di cristalli i argentatina A pura.
14. Metodo saoondn una gualsiasi delle
rivendicaziond Jda 2 a 13, in cul detta Ffasze o)
cmprends una fase d4) in ¢cui detta miscela di
argentatina € 2 argentatina D otfenuta in fase <) 2
sottoposta a precipitarions dell’argentatina D con un

solvente apolare, preferibilmente scelto nel gruppo che

\.
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¢ lore combinazioni, pin
preferibhilmente vetroletere, San rafireddamento,
ottenandn cnsl un precipitato odi argentatina L

-

purificata = un surnatante oontenente argentatina O

iy

in cul preferibilmente detto precipitateo di argentatina

I curificata &  sottoposto a oristallizzaziones  oon

»,,

lfottenimento di cristallil di argentatina I pura.
15. Metonds szecondoe la rivendicazione 14, in oul
detta fase d4) ¢ seguita da una faszse d%) in cul detto
surnatante oontenente argentatina € & sottoposte a
evaporazicne del solvente e 1l residuo disciolto in un
solvente apclare, preferibilmente scelto nel gruppo che
comprends cioloesane, petroletere, shtere etilice, n-
ezann e loro gombinazioni, pid preferibilmente etere
etiligo, oon raffreddamento, oon l7ottenimsnto di un
Lo i argentatina ¢ purificata; e in  oul
preferibilmente  detto precipitato di argentatina <

sottopoato & coristalliszazione oon

fesad
&
pur
o
[
'_b
(i}
-
Ty
{2
4]
~t
Py
T

l7otteniments di eristalli i

la., Metodao seoondo Una qualsiagi delle
rivendicazioni da S a 15, in cul detta fase o} =

seguita da una fase el} che comprends una reazions di

idrolisi basica della guayulina A ottenuta in fase dl)
a/0 della miscela di guayulina & e guayulina B otter

in  fase o) coen lfottenimento  di una soluzione
contenente  parteniolo; in cul greferibilments detta
reazicone di didrolisi hasica wiene c¢ondotta in  una
miscela di reazione che comprends detta guayulina & &/0¢

detta miscela i

A o guayulina B & una
soluzione kasica; e 1n  c¢ul preferibilmente  detta

L

soluzione  contenente parteniolo viene sottoposta 2

|,.<

reddament o, SO0

3]

origtallizzazione, COn raf
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l7ottenimento di parteniclo pura,

17. Metodo secondo a rivendicazions 1§, in c¢ui
detta fase all & seguita  da TN fazge 23} A1
esterificazions del parteniclo cusi ottenuba,

preferibilmesnte con acido anisicoe o clorure Jdi anisile

con 17otteniments di una seluzions contenente guayulina

BE.

13. Metonds szecondoe la rivendicazione 17, in oul
seluziong contensnte guayulina B goesl ottenuta in

.

23 & sottoposta a evapor

zione e i1 residuo

-
u/

Pe

disgicoltes in un solvente apolare, preferibhilmente
sceltn nel gruppo che comprende ciclossang, [-2Sano,
etere etilico, petroletere e loro oombhinazioni, piu

preferibilmente petroletere con  Lfottenimento Jdi  un

precipitato di guayulina B purificata; e in  cui

preferibilmente  detto precipitate  di guayulina B

purificata ¢ sottoposte a oristallizzazions, con

raffraddanentn, acon lfottenimento  di oristalli  di
guayvulina B pura.

19, Metodao seoondo Una qualsiagi delle

rivendicazioni da 5 & 18 in cul detta fase <) & ssagulta
da una fase 23} che comprends una reazione di riduzione

dellfargentatina B ottenuta in fase ¢} efo in fase d2},
preferibilmente in oui la reazione di riduzions wviene
condotta in una migcsla di reazions comprendente detta

1A1H: o sodig

4
,C
b
K
i
=

argentatina B e litio a&lluminio Idr
boro  idrurce, pit preferibkbilmente sodio boro idruro

NaBH:, <on Lfotteniments Jdi una solusione contensnte

gentatina D,
20, Metodo secondo la rivendicaziones 1%, in ouil,
in  seguito & detta reazione di  riduzione, detta

soluzione  conteriente  argentatina L ocosi  ottenuta &
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gotbitopoata a evaporazione e 1l residue disciolbe in un

nel gruppo che

&
|-
'_l
=
Y
5
=1
w
;
0
=
o+
o

snlvents apo

comprende I, etare etiliaao, n-a8ano,
petroletere e loro ombinaziconi, pit preferibilmernte

petroletere, ocon lf'obtenimente di un precipitato di
argentatina I purificata; in cul preferibdlmente detto
precipitato di argentatina D purificata & sobtoposto a

cristallizzazions, COrl raffreddamento fndulyl

l7ottenimento di coristalli di argentatina D pura,

N

-
N

Barzand & Zanardo Milano S.p.A,
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